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BOLUM I

1.1. GIRIS

Kronik myeloid 16semi (KML) olgularinin %90'dan fazlasinda (9;22)
translokasyonu sonucu olugsan Philadelphia (Ph) kromozomu gézlenir. Bu
translokasyon sonucu KML' de I6semik fenotipin gelismesinden sorumlu
BCR-ABL fuzyon proteini olusmaktadir. KML, primitif pluripotent kdk hiicrenin
klonal bir hastaligidir ve kan kok hucrelerinde olusan mutasyonlar sonucu
kontrolsiz ve klonal olarak ¢ogalmalari ile normal iglevlerini gérememeleri

sonucu meydana gelir.

Kok hacreler, farkh hiicre tiplerine dontsebilme potansiyeline ve kendini
yenileyebilme gucune sahip olan hucrelerdir. Kanser kOk hulcresi ise
tumorlerde veya hematolojik kanserlerde bulunan ve normal kok hucre ile
benzer 6zelliklere sahip, 6zellikle belirli bir kanser 6rneginde bulunan tum

hicre tiplerini olusturma yetenegi olan kanser hicreleridir.

BCR-ABL tirozin kinazin inhibitdori olan imatinib mesilat, p210
onkoproteinin ATP baglanan bodlgesine spesifik olarak baglanan bir
fenilaminopirimidin tlrevidir. Imatinib mesilat ile cogu olguda tam hematolojik,
tam sitogenetik ve major molekuler yanit elde etmek basarilsa da bazi
olgularda yanit alinamamakta ya da zamanla imatinib mesilata karsi

olusturulan direng nedeniyle elde edilen yanitin kaybi gozlenmektedir.
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Imatinibe gelisen direngte etkili mekanizmalarin basinda BCR-ABL gen
mutasyonlari gelmektedir. Bu mutasyonlar sonucu imatinib, ABL kinaza
katalitik olarak aktif olmayan bir konformasyonda baglanmaktadir. Imatinibe
direng seviyeleri degisen 55 ten fazla kinaz domain mutasyonu tespit
edilmistir. Imatinibe karsi gelisen diren¢g ve intolerans kronik myeloid
I6semide nilotinib ve dasatinib gibi ikinci jenerasyon tirozin kinaz
inhibitorlerinin geligtiriimesi fikrini dogurmustur. Ancak bu ilaglara da direng
gelismis ve bu direngten sorumlu 20 yeni kinaz domain mutasyonu
belirlenmistir. Bu durum yeni ilag Uretimi gereksinimi ortaya c¢ikarmistir.
Uglincli jenerasyon tirozin kinaz inhiborii olan ponatinib (AP24534) yeni
gelistirilmig bir ilagtir. Ponatinib hem yabanil tip hem de T315] mutant ABL1
otofosforilasyonunu inhibe etmekte ve ayrica SRC ailesi kinazlari, KIT,

VEGFR2, PDGFRa, FGFR1 gibi kinazlari da inhibe etmektedir.

Lokomogenezde ilk olarak KLL* de miR-15a ve miR-16-1
delesyonlarinin  kesfedilmesini takiben akciger, meme, prostat ve
gastrointestinal kanserler gibi en yaygin kanserler de dahil olmak Uzere tum
kanser tiplerinde miRNA deregulasyonu gosterilmistir. Bu duzensizlikler,
onkogen ve tumor supresor miRNA deregulasyonuna neden olan delesyon,
amplifikasyon, mutasyon, transkripsiyonel disregulasyon ve epigenetik
degisiklikler gibi birgok mekanizmadan kaynaklanabilir. miRNA’ larin birgok
hedefinin olmasi, bazi spesifik hedeflerin diizenlemesi ile timérogenezde

goérev almaktadir.

Calismamizda, Ph+, Ph-, kontrol, imatinib direngli ve l16semi kdk hicre

hatlar imatinib, dasatinib ve ponatinibe maruz birakilmasi ile tGm genom



miRNA degisimlerinin, sitotoksik, apoptotik ve otofajik etkilerinin arastiriimasi
amaclanmistir. ila¢ direncinin olusumunda énemli bir faktdr olan I6semi kdk
hlcrelerinin  imatinib, dasatinib ve ponatinibe maruziyeti ile hucrelerin
sagkalimlari ve ila¢ direncleri kargilastiralacaktir. Bu galismalarin sonucunda,
KML tedavisinin molekuler mekanizmasindaki handikaplarin daha iyi

anlasilabilecegine inanmaktayiz.
1.2. GENEL BILGILER
1.2.1. LOSEMI

Hematopoetik kok hucrelerin ¢ogalmasi ve farklilasmasiyla olgun
lenfositler, granulositler, monositler, megakaryositler, trombositler ve
eritrositler gibi periferal kan hucrelerinin olusmasi hematopoez olarak

bilinmektedir. Hematopoez Sekil 1’ deki gibi bir slrecgte gerceklesmektedir

(4).

Kan kok hcresi

PR A

Myeloid kok hacre Lenfoid kok hiicre
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Miyoblast Lenfoblast

= I\
Q- ’l@ 24
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ucre!en

Trombosit Beyaz kan hicreleri

Sekil 1. Hematopoetik farklilagsma (114)



Her farkllasma asamasinin farkl bliyime faktorleri tarafindan kontrol
edilmesiyle, lenfoid kdk hlcreler lenfositlere, myeloid kdk hlcre ise notrofil,

bazofil, eozinofil, monosit, eritrosit ve trombositlere farklilasmaktadir (4, 56).

Ldsemi; hematopoetik hicrelerin malin transformasyonu sonucu ortaya
clkan, kan ve kemik iligi hucrelerinde gobzlenen, heterojen neoplastik
hastaliklar grubudur. Ozellikle beyaz kan hlcrelerinin mutasyona ugrayarak
kontrol disi gogalmalari sonucu ortaya ¢ikan 16semi, hastaligi olusturan hucre
dizisinin tipine gére myeloid ya da lenfoid olarak 2 grupta ve prolifere olan
kan hucresinin olgunlasma durumuna gore akut ya da kronik olarak 2 grupta

siniflandinimaktadir (32, 56).

Codu l6semik olguda, ¢ok sayida I6semik hdcre kana yayillmistir ve
karaciger, dalak, lenf gangliyonlari gibi birgok organin infiltrasyon nedeniyle
bdyUmesine yol acgabilmektedir. Losemide her ne kadar yeterinden fazla
hicre olusumu gozlense de bu hucreler, olmasi gerektigi gibi olgunlagip
farkhlasamadigindan islevsel hicre sayisi azalmaktadir. Bu durumu takiben

de anemi, trombositopeni, nétropeni gibi hastaliklar gdzlenmektedir (68, 139).

1.2.1.1. Akut Losemiler

Cocukluk ¢agi losemilerinin = %97’sini  olusturan akut |6semiler,
olgunlagsmamis kan hucrelerinin asiri ¢ogalmasi sonucu olusmaktadir.
Dolayisiyla akut I6semilerde, dusuk sayida olgun hicre gozlenirken lokosit

onclllerinin sayisi yuksektir (139).

Akut 16semi hucrelerinin  6zelligi, farkllasma yetenegini kaybetmis

olmalaridir. Léosemik kok hucrelerin farkllasmasinda meydana gelen bir
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engel nedeniyle I6semik blast hicrelerinin  olgunlasma asamasi
kisalmaktadir. Transforme kok hicrelerin klonal artisi ve iglevsel son hlicreye
farkhlasamamalari, |6semik blastlarin kemik iliginde birikimine daha
sonrasinda ise periferik kana gecerek diger dokulara yayilmasina neden
olmaktadir. Ayrica kemik iliginde 16semik blast birikimine bagl olarak, kemik

iliginde normal hlcreler de baskilanmaktadir (56, 139).

1.2.1.1.1. Akut Lenfoblastik Losemi

Cocukluk ¢aginda en ¢ok gorulen malinite olan akut lenfoblastik 16semi
(ALL), gelisimlerinin erken safhasinda duraklayan lenfoid oncul hicrelerinin
asiri gogalmasiyla karakterizedir. Kemik iliginde ¢ogalip normal hematopoetik
hdcrelerin  yerini alarak normal kan hucrelerinin  yapilmasina engel
olmaktadirlar. Genellikle spesifik kromozomal translokasyonlarindan ve
anormal gen ekspresyonundan dolayl meydana gelmektedir (35, 116, 117).
t(9;22), t(4;11), t(1;19), t(12;21) gibi translokasyonlar hastalikla

iliskilendirilmektedir (127,184)

1.2.1.1.2. Akut Myeloid Losemi

Akut myeloid 16semi (AML), erigkin yas grubunda en ¢ok gorulen |6semi
tipidir. AML’ deki malin htcreler; gelisimlerinin erken safhasinda duraklayan
myeloid 6ncul hicreleridir (184). Inv(16), t(16;16), t(18;21), t(15;17) gibi
kromozomal mutasyonlarla, 3., 5. ve 7. kromozomlarda meydana gelen

anomaliler AML ile iliskilendirilmektedir (8, 184).



1.2.1.2. Kronik Losemiler

Kronik l6semiler genellikler erigskin yaslarda gozlenen, olgunlasmis
kemik iligi hdcrelerinin artisi sonucu ortaya ¢ikan hastaliklardir. Asiri artis
gOsteren bu hucreler olgun goérinume sahip olmalarina ragmen, normal
olgun kan hucrelerinin fonksiyonlarini yerine getiremeyen hucrelerdir (56).
Kronik I6semilerde farklilagsma gdzlenmektedir. Akut I6semilere gére nispeten

yavas ilerlemektedir (139).

1.2.1.2.1. Kronik Lenfositik LOosemi

Kronik lenfositik [6semi (KLL) genellikle B-lenfosit kokenlidir. Hastaligin
klinik seyri evresine gore degisiklik gostermektedir (3). Olgun goérintse sahip
B lenfositler kemik iligi, periferik kan ya da lenf diguiminde birikmektedir.
Hucrelerde CD19, CD5, CD23 ekspresyonu gergeklesse de, CD22, FMC7,
CD79b, slgM, IgD ekpresyonu disuktir (92). CD38 ve ZAP70 ekspresyonlari

KLL belirteci olarak kabul edilmektedir (49).

Trizomi 12 ve 13914, 11922-23 (ATM), 17p13 (p53), 6g21 delesyonlari

hastalikta sik rastlanan anomalilerdir (4%11. 3%78).

1.2.1.2.2. Kronik Myeloid Losemi

Kronik Myeloid Lésemi (KML); kronik granulositik 16semi adiyla da
bilinen, molekuler duzeyde en iyi karakterize edilmig, myeloid hucreleri ile
iligkili 16semi tipidir. Degisime ugramis primitif pluripotent hicre kaynakl
klonal bi hastaliktir. Hastallk Philadelphia (Ph) kromozomu ile

iliskilendirilmistir ve spesifik bir kromozom anomalisinin saptandigi ilk



hastaliktir (66, 229).

KML, tim ldsemi olgularinin %25’ini, erigkinde gozlenen losemilerin
%15 kadarini olusturmakta ve yillik olarak 100.000’ de 1-2 olgu olarak ortaya
ctkmaktadir. Ortalama olgu yasi 45-55 olarak saptanmigtir. Hastalarin %12-
30’'u 60 yas veya uzerindedir. Cinsiyet farki olmamakla beraber erkeklerde
biraz daha sik gbzlenmektedir. Hastaliktaki genel klinik bulgular; halsizlik, kilo
kaybi, abdominal sigkinlik, kanama, purpura, splenomegali, Iokositoz, anemi

ve trombositozdur (65, 99, 206).

KML, kronik faz, akselere faz ve blastik faz olarak adlandirilan 3 fazli bir

hastaliktir (131). Hastaliga %80 oraninda kronik fazda tani konmaktadir (97).
1.2.1.2.2.1. KML’ nin Agsamalari
1.2.1.2.2.1.1. KML’ de Kronik Faz

Periferik kanda; miyeloblast orani %3’den kiigliktiir. Lokositoz, 20x10°%/L
ile 500x10°%/L arasinda degismekle birlikte, genellikle 130x10°/L ile 225x10%/L
arasindadir. Kemik iliginin perifere ¢ikmasindan otlra nétrofil seri elemanlari
agirhkta olup, 6zellikle parcali, band, metamyelosit ve myelosit egemenligi

vardir.

Mutlak bazofili genellikle gézlenmektedir ve buna eozinofili de eslik
edebilmektedir. Mutlak monositoz olmasina karsin, noétrofiller ¢ok ylksek
oldugundan relatif monositopeni olarak goérilmektedir. Trombositoz da
genellikle gozlemlenmektedir. Lokosit alkalen fosfataz skoru 13’den kuguktur

(119).



Kemik iliginde ise; miyeloblast orani nadiren %5’i ge¢cmektedir. Notrofil
seri myeloid elemanlar baskindir. Hipersellulerdir. Megakaryositler normalden

klguk fakat artmis sayidadirlar (119).

Kronik fazda yapilan sitogenetik ve molekller bulgularda godzlenen
Philadelphia kromozomu taniyr dogrulamaktadir. Hastalarin %1’inden azinda
Ph kromozomu yoktur. Bu Ph kromozomu negatif (-) KML veya atipik KML

olarak adlandirilir, daha agir seyreder (119).

Kronik faz genellikle 2-4 sene sonra akselere veya blastik faza gecer.
Blastik faza gecis ani veya yavas olabilir. Kronik fazin blastik faza ilerlemesi
ilk yil %5 ve sonraki yillarda %20- 25'dir. Blastik faza ilerleyen hastalarin
morfolojik olarak 2/3'G akut miyeloblastik I6semi ve 1/3’0 akut lenfoblastik

l6semidir (119).

1.2.1.2.2.1.2. KML’ de Akseler Faz

Bu faz blastik faz 6ncesinde gorulmektedir. Periferik kan veya kemik
iliginde blast orani %10’dan bulyUktur. Bazofil sayisi %20’nin Uzerindedir.
Blastlarda %30’'un altindadir. Siklikla hemoglobin dizeyi 7,0 gr/dL’nin
altindadir. Trombosit sayisi 100 x 10%/L altindadir. Devamli ates, kemik agrisi

ve kemik iliginde retikllin artisi ile karakterizedir (119).

1.2.1.2.2.1.3. KML’ de Blastik Faz

Bu fazda lI6kosit sayisi tedavi ile zorlukla kontrol altina alinmaktadir.
Periferik kan ve kemik iliginde miyeloblast orani %30’u, bazofil ve eozinofil

orani %20’yi ge¢cmektedir. Lokosit alkalen fosfataz skoru ylkselmektedir.



Anemi ve trombositopeni derinlesmektedir. ikinci Philadelphia kromozomu,
trizomi 8, iso(17q), +9 ve Y kromozom kaybi gibi ek kromozomal anomaliler
ortaya cikmaktadir. Bazi hastalarda ani bir fibrotik faz gorilebilir, agnojenik
myeloid metaplazinin son dénemini andirir. Bu durum ya blast fazina gegiste
kisa bir donemi igerebilir ya da hastalar akut l6semiye donusmeksizin

kaybedilebilir (119).
1.2.1.2.2.2. KML’ de Molekuler Biyoloji
1.2.1.2.2.2.1. Philadelphia Kromozomu

KML t(9;22)(q34;911) translokasyonu ile karakterizedir. Yani diger bir
deyisle KML hastalarinin genelinde 9. ve 22. kromozomlarin uzun kollari
arasindaki dengeli resiprokal translokasyon sonucu olusan “Philedelphia
kromozomu” goérulmektedir. Sekil 2'de goéruldigu gibi, 22. kromozom
uzerindeki BCR (Breakpoint cluster region) geni ile 9. kromozom Uzerindeki
tirozin kinaz islevine sahip Abelson (ABL) proto-onkogeninin birlesmesi BCR-

ABL kimerik onkogenini meydana getirmektedir (65, 131, 149,197).

Degismis kromozom 9

Normal
kromozom 9 Kromozomlarin kinimalar

Degismis
kromozom 22
Normal (Philadelphia
kromozom 22 kromozomu)
) § P
ber =g - F ﬁ-bcr-abl
| '

[ U

L -

\ 8

Sekil 2. 9. kromozom ile 22. kromozom arasindaki karsilikli

translokasyon ve Philedelphia kromozomunun olugumu (115)
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1.2.1.2.2.2.1.1. ABL Proto-Onkogeni

Kromozom 9q34 Uzerinde lokalize olan ABL geni 11 ekzon igerir ve 230
kilobaz (kb) uzunlugundadir ve molekuler agirhgi 145 kilodalton olan reseptor
olmayan tirozin kinazi (p145°®%) kodlar. Genellikle ABL genindeki kiriima
noktasi ekzon 2’nin 5’ ucunu igermektedir. BCR geninin 12. ve 16. ekzonlari
arasindaki major breakpoint cluster region (M-BCR) bolgesine transpoze olur

(65, 66).

ABL proteini sinyal iletiminde, hiicre buyimesinin dizenlenmesinde ve
otofajinin ileri asamalarinin regilasyonunda 6nemli role sahiptir (2, 6). ABL
ekspresyonu hem sitoplazmik hem de nukleer lokalizasyonludur ve sureklidir

(97, 119).

1.2.1.2.2.2.1.2. BCR Geni

Kromozom 22q11 de lokalize olan BCR geni, 4,5 kb ve 6,7 kb
uzunlugunda iki transkripti olan, 23 ekzon igeren ve 130 kb uzunlugunda olan
bir gendir. BCR proteini; 1271 aminoasit uzunlugunda, farkh fonksiyonel
domainler iceren kompleks bir sinyal proteinidir. BCR2, BCR3, BCR4 olarak

adlandirilan psédogenleri vardir (97, 119).

BCR ekspresyonu sureklidir ve beyin ve hematopoetik hulcrelerde

yuksek seviyededir (143).

Fonksiyonel BCR proteini kodlayan BCR geninin birinci ekzonu
onemlidir cunkl bu ekzon serin/treonin kinaz domaini, merkezi bir GEF

bdlgesi, karboksi terminal ucunda GAP bdlgesi igerir (Sekil 3). Transloke olan
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ABL geninin promotor aktivitesinin regullasyonunu saglayan bodlge, BCR
geninin 5 ucundaki 1kb uzunlugundaki proteine doénusmeyen bdlgedir.
Transkripsiyon faktorleri BCR geninin akis yukarisindaki -644. ve -718.
nukleotit  pozisyonlarina  baglanarak  transkripsiyon  regulasyonunu

saglamaktadirlar (143).

1.2.1.2.2.2.1.3. BCR-ABL Fuzyon Geni ve Proteini

Bu translokasyonda; ABL ekzon 2 ve 11 (a2-a11), BCR geninin ekzon 2
ve 16 (b1-b5) arasindaki kiriima bdlgesine yerlesir (Sekil 4). Gen fuzyonu
sonucu BCR-ABL kimerik geni ve bu genin kodladigi, sirasiyla 190, 210 ve
230 kd olan kimerik proteinler p190 BCR-ABL, p210 BCR-ABL, p230 BCR-
ABL proteinleri olusmaktadir (65).

Oligomerizasyon
Domain

Serin / Tirozin
Kinaz Domain GEF Domain RasGAP Domain
+

v v v .
.

I 8 BB B B R B R B
Y

Y177 Fosfoserin

Sekil 3. BCR proteini ve fonksiyonel bolgeleri (143)

BCR-ABL proteininin olusumu, hematopoetik hicreleri G fazindan S

fazina gegmeye stimule etmektedir (65).
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Sekil 4. KML'de 1(9;22)(q34;911) translokasyonu transkripsiyon

artnleri (65)

1.2.1.2.2.2.2. BCR-ABL Geninin Kontrol Ettigi Malin

Transformasyon Mekanizmalari

BCR-ABL proteini, onkogenik sinyal iletiminde gorevli proteinlerle
etkilesime girerek, apoptozu engelleyip otofajiyi indukleyerek, buylume
faktorlerine bagimliigi azaltarak, inhibitdr proteinleri degrede ederek ve
hicrelerin  adhezyon Ozelliklerini  kaybetmelerine neden olarak malin

transformasyona katkida bulunmaktadir (6, 54,161).

12



KML 6ncul hicreleri B 1-integrinin adhezyon inhibitdrl ekprese ederek,
kemik iligi stroma hucrelerine ve ekstraseluler matrikse adhezyonu

engellemekte ve bdylece proliferasyonda artis saglamaktadirlar (54).

BCR-ABL proteini farkh mitoz sinyal ileti yollari Uzerinden malin

transformasyonu kontrol etmektedir;

RAS ve MAP Kinaz Yollari

Tirozin 177’nin otofosforilasyonu, adaptér molekil blyime faktora
reseptér baglanma proteini (Grb-2) icin baglanma bodlgesi olusturmaktadir.
Grb-2 SOS proteinine baglandiktan sonra, Ras’ | GTP bagli aktif formunda
stabilize etmektedir. Shc ve Crkl de Ras’i aktive edebilen diger adaptor
molekiillerdir. iki molekiil de BCR-ABL’ nin substratidir. Ras’in aktivasyonu
Ph(+) l6semilerin patogenezinde Onemlidir. Sitokin sitimulasyonu Ras
aktivasyonuna ve serin-treonin kinaz Raf in hicre membranina géglne
neden olmaktadir. Raf proteini serin-treonin kinaz Mek1/Mek2 ve Erk
uzerinden sinyal kaskadi olusturarak, transkripsiyonunun aktivasyonunu
saglamaktadir. Ayrica Ras Uzerinden gelen sinyal 6nce GTP-GDP degisim
faktori Ras tarafindan Gckr'e (germinal center kinase related), daha sonra

Jnk/Sapk’ e iletiimekte ve malin transformasyonu etkilemektedir (2).

JAK - STAT Yolu

Normalde JAK, sitokin baglanmasiyla aktif forma geg¢mis reseptor
olmayan tirozin kinazlarla iligki kurarak fosforile olmakta ve STAT proteini
aktif formdaki JAK proteinine baglanarak dimer olusturmaktadir. Dimer

olusturan STAT proteinleri nukleusa gecip DNA’ya baglanarak
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transkripsiyonu baslatmaktadir (2). KML hucrelerinde ise BCR-ABL, STAT1
ve STATS transkiripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu direk olarak saglayarak,
JAK aktivasyonu ve sitokinlerden bagimsiz bir sekilde transkripsiyonu

baglatabilmektedir (12).

Pl1-3 Kinaz Yolu

BCR-ABL, Fosfotidilinositol-3 (PI-3) kinaz, Cbl, Crk ve Crkl gibi aktivator
molekullerle multimerik kompleks olusturmaktadir. Bu kompleks PI-3
aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu kaskaddaki bir diger dnemli serin-tirozin
kinaz Akt'dir. Akt Bad proteinini fosforilleyerek inaktif forma gegmesini ve

antiapoptotik molekulleri baglayamamasini sagmaktadir (12).

MYC Yolu

Birgok kanserde, BCR-ABL Myelositomatoz onkogeni'ne (Myc)
baglanarak asiri Myc ekspresyonuna neden olmaktadir. Sinyal ras/raf, siklin
bagimli kinazlar (cdck) ve E2F transkripsiyon faktori Uzerinden Myc

promotorl aktive etmektedir (54).

1.2.1.2.2.2.3. Varyant Ph Kromozomlari

KML hastalarinin % 5 - 10 kadarinda varyant Ph kromozomu
olusmaktadir. Bunlar t(V;22) veya t(V;9) seklinde gdsterilmektedir. t(9;22)
yaninda baska translokasyonlarin da go6zlendigi kompleks varyant

translokasyonlar da vardir (117).
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1.2.1.2.2.2.3.1. Ph (-) ve BCR-ABL Fuzyon Geni Pozitif KML

Kromozomal degisikliklerin  submikroskopik duzeyde oldugu ve
konvansiyonel sitogenetik c¢alismalarda Ph kromozomun negatif gibi
goéruldugt KML hastalari vardir. Bu durum kriptik translokasyon veya
maskelenmis Ph kromozomu olarak adlandiriimaktadir. Bununla birlikte Ph
negatif, BCR-ABL pozitif KML olarak adlandirilan durumda, sitogenetik olarak
herhangi bir anomali gdzlenmemekte ancak molekuler duzeyde KML igin
karakteristik BCR-ABL flzyon geni tespit edilmektedir (36, 72). BCR-ABL
molekuler dizenlemesinin gercekten olmadigi Ph(-) vakalar farkl bir gurupta
incelenmekte olup kronik noétrofilik l6semi veya atipik KML olarak

adlandiriimaktadirlar (118).

1.2.1.2.2.2.4. Tirozin kinaz inhibitoérleri

Hucresel proliferasyon, diferansiyasyon, hicre hareketi ve hicre
canhligi gibi olaylarda énemli rol alan tirozin kinazlar; adenozin trifosfatin
(ATP) yapisindaki fosfat grubunun polipeptitlerde bulunan tirozin rezidilerine

transferini saglamaktadirlar (136).

Birgok hastaligin tedavisinde, direkt ya da indirekt yollarla tirozin kinaz
inaktivasyonu saglanmasi amaclanmigtir. Direkt inhibisyonda tirozin kinazi
inhibe eden kucuk molekullerden yararlanilirken, indirekt yontemde tirozin

kinaz yolaklarini inhibe eden monoklonal antikorlardan yararlaniimaktadir.

Tirozin kinaz aktivite inhibisyonu ile tedavi ilk olarak, BCR-ABL tirozin
kinazini inhibe eden ‘imatinib mesilat’ In KML tedavisinde kullaniimasiyla
glindeme gelmistir (136).
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Tirozin kinazlar bipolar yapidadirlar. N-terminal lobda ATP ve
magnezyum baglanma bdlgesi ve katalitik bélge bulunurken, C-terminal lob

aktivasyon halkasina sahiptir (89).

Tirozin kinazlar, reseptor yapida olan ve reseptor yapida olmayanlar
seklinde iki farkli tiptedir. Reseptor yapida olan tirozin kinaz glikoproteinleri,
bir adet N-terminal ekstraselller ligand baglanma bdlgesine, bir adet
transmembran bdlgesinde sabit olan alfa helikse ve bir adet katalitik bolgeyi
icinde bulunduran sitozolik C-terminal yapisina sahiptirler (Sekil 5). Reseptoér
yapida olmayan tirozin kinazlarda ise transmembran yapilar yoktur ve hucre

icinde gesitli lokalizasyonlarda bulunabilmektedirler (136, 267).

Sinyal molekiil
Membran baglanma bolgesi
icindeki a-heliks Plazma
membrani

Sinyal molekiilleri

Aktif
proteinler

Proteinin
tirozin
kinaz
bolgesi

Hiicresel
yanmit

Hiicresel
yamt

Tirozin kinaz reseptir protein AKktif tirozin kinaz
(inaktif monomer) reseptorii (fosforile dimer)

Sekil 5. inaktif ve aktif tirozin kinaz (113)

Reseptor yapidaki tirozin kinazlarin ekstraseluler bolgesine ligand
baglanarak aktivasyona neden olmakta ve kinaz aktivasyon bodlgesindeki
regulator tirozinin otofosforilasyonu saglanmaktadir. Aktive olmus reseptor
yapidaki tirozin kinaz sinyal proteinlerini hicre membranina toplayarak ¢oklu

sinyal yolaklarini aktive etmektedir (208).

Reseptor yapida olmayan tirozin kinazlar hucresel inhibitor proteinler ve

lipidler aracihgiyla ya da intramolekiler otoinhibisyonla inaktif olarak
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tutulmaktadirlar (239). Aktif forma ge¢meleri ya transmembran reseptorlere
bagdlanarak oligomerizasyon ve otofosforilasyon ile ya da diger kinazlar

tarafindan transfosforilasyon ile gergeklesmektedir.

Kanserlerde tirozin kinazlari kodlayan genlerin translokasyonu sonucu
olusan flzyon protein, ligand baglanmasi ve aktivasyon sinyali olmayan
durumlarda da tirozin kinazlarin otofosforilasyonuna neden olmakta ve tirozin
kinaz aktivasyonu olugsmaktadir. KML’ de bulunan reseptdr yapida olmayan
tirozin kinaz olan BCR-ABL bu yapiya 6rnektir. BCR icinde bulunan bir
oligotetramerizasyon bdlgesi, oligomerizasyon ve otofosforilasyon olusumunu

saglayarak ABL otoinhibisyonunu ortadan kaldirmaktadir (221).

Tirozin kinazlarin farmakolojik olarak inbisyonu, tirozin kinaz
dimerizasyon blokaji ile, antikorlar yardimiyla tirozin kinaz sinyalizasyonunun
engellenmesi ile ve 1s1 sok proteinlerinin baglanmasi sonucu tirozin kinazlarin
stabilizasyon regulasyonu ile saglanabilmektedir. Ancak asil 6n plana ¢ikan
inbisyon mekanizmasi; kuguk molekullerin ATP veya substratlarin baglanma
bdlgesine mudahale etmesidir. Bu inhibitorlerin bazilari ‘suisid substratlarr’
olarak gorev yaparak enzimin geri donusimsuz olarak inaktivasyonuna yol

acarlar (140).

Tirozin kinaz inhibitérleri (TKIi), tirozin kinazin katalitik baglanma
bdlgesine yarismali ATP inhibisyonu ile baglanarak etki gdstermektedirler

(96).

TKi’leri, reseptor tirozin kinaz ve onun ligandlarina karsi gelistirilmis

‘humanize edilmis antikor TKi (AbTKi)ler ve ‘kiigiik molekuillli TKi (KMTKIiYler
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olmak (izere iki ana gruba ayrilmaktadir. AbTKiler kanser hiicresinin
ekstraselller yerlesimli bliylime faktérli reseptorlerini hedef almaktadirlar.
Spesifik antijenlere baglanmalari, antikorlarin reseptére baglanmasini
engellemektedir. KMTKI’ ler ise hem reseptér hem de reseptér yapida
olmayan tirozin kinazlari, kinaz bodlgesinin ve sinyal kaskadindaki substratin
fosforilasyonunu engelleyip, intraselller kinaz bdlgesinin aktivitesini bloke

ederek inhibe etmektedirler.

KMTKTI'ler substrat fosforilasyonunu 3 temel mekanizma ile bloke
etmektedirler. Tip 1 inhibitorler, aktif olan kinazin ATP cebine baglanmak igin
ATP ile yarisirlar ve secicilikleri diisiiktiir. imatinibin de icinde bulundugu grup
olan tip 2 inhibitorler tip 1’e gbre daha segcicidirler ve ATP cebi ve sadece
kinaz inaktif oldugunda bulunan komsu kisim olmak Uzere kinaz Uzerindeki
iki ayri bolgeye baglanmaktadirlar. Uretiimeleri oldukga zor olan tip 3
inhibitorler ise, substrat tanima bolgesi gibi ATP cebinden uzak bir bolgeye

baglanmaktadirlar, segiciligi en yluksek olan gruptur (37).

1.2.1.2.2.2.4.1. Imatinib

imatinib mesilat (IM; Gleevec, Glivec, STI571); 2-fenilaminopirimidin
tlrevi olarak uretilmis kig¢ik molekulli kinaz inhibitéradar (Sekil 6). Tirozin
kinaz aktivitesindeki bozukluklarin insan kanser patojenezinde merkezi rol
oynadiklarinin gosterilmesiyle imatinib (Glivec, STI571, Novartis Pharma AG,
Basel, Switzerland) kronik myeloid I6semide Bcl-Abl protein tirozin kinazi

spesifik olarak inhibe etmek igin gelistiriimigtir (24, 95,128).
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1.2.1.2.2.2.4.1.1. Imatinibin Farmakolojisi

Imatinibin molekller formdlid CsoH3s5N704S, molekuler agirligr ise
589.7084 g/mol’ diir. Ug hidrojen verici, 10 hidrojen alicidir. IUPAC adi; 4-[(4-
Metil-1piperazinil)metil]-_-[4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2 pirimidinillamino]- fenil]

benzamid metansulfonat]) (111).

CH

|3
N

l:H3 [j
N

HN

O  -CHSOH

Sekil 6. Imatinibin 2 boyutlu yapisi (61)

1.2.1.2.2.2.4.1.2. Imatinib’ in Yarattig: inhibitor Etkinin Temelleri

Imatinib, platelet-derived growth factor (PDGF) reseptorini hedef alan,
Ph(+) KML'li hastalarin fizyon drinlerini ve gastrointestinal stromal
timorlerde artmis ekspresyonu olan c-Kit (CD117)’i inhibe eden bir tirozin

kinaz inhibitéridir (205).

PDGF reseptorunun veya c-Kit'in spesifik inhibitdéri olarak geligtirilen

imatinib ayni zamanda tum ABL tirozin kinazlarin gu¢lu ve kismi olarak segici
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inhibitdridir.  imatinib  substratin  BCR-ABL bagimli  fosforilasyonunu
bozmaktadir. imatinib epidermal growth faktér reseptérii, FLT1 ve FLT3 gibi
tirozin kinazlari etkilemez, imatinib ile inhibisyonu saglanan tek tirozin kinaz

c-Kit' tir (100).

o | - Tirozin
Fosfa /
: __ Substrat

Tirgzin
Tirozin

KML KL

Sekil 7. Imatinibin etki mekanizmasi (19)

Imatinib, ABL kinaz bdlgesindeki aminoasitlere baglanarak ATP
baglanmasini bloke etmekte, BCR-ABL otofosforilasyonunun ve substrat
fosforilasyonunun inhibisyonunu gercgeklestirmektedir. Bdylece hucrelerin
proliferasyonunu ve BCR-ABL onkoproteininin etkilerini engellemektedir

(Sekil 7) (22, 74, 244).

Imatinib yalnizca inaktif formdaki tirozin kinaza baglanabilmektedir.
Kinaz molekilinin merkezindeki aktivasyon halkasi fosforillendikten sonra
aktivasyon halkasi genislemekte ve bilinen tim kinazlarda benzer olan aktif

forma gecmektedir. Imatinibin spesifitesini saglayan, inaktif formun protein
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kinazlar icerisinde buylk degisiklik géstermesidir (87).

p210 onkoproteinin ATP baglanan bdlgesindeki aminoasitlere, ancak
kinazin aktivasyon ilmek yapisi kapal oldugunda spesifik olarak
bagdlanabilmektedir. Imatinibin tirozin kinaza konformasyonal spesifik
baglanmasi  imatinibin  segciciligini  arttirmaktadir  (207).  Imatinib
baglanmasiyla, ABL’ nin fosfat baglayan ilmek yapisinin purizsiz sekli
bozulur. Bdylece proteinin ATP baglayamayan inaktif konformasyonda
kalmasini saglar. Boylece tirozin otofosforilasyonu engellenir ve dolayisiyla
substrat fosforilasyonu gerceklesmez, I6komogenezi baslatan sinyal

yolaklarinin kapanmasi saglanir (57, 167).

Imatinib, erken kronik faz hastalarda yaklasik % 100 hematolojik yanit
ve % 87 sitogenetik yanit, blastik kriz safhasindaki hastalarda ise % 8

hematolojik yanit ve %16 sitogenetik yaniti indukledigi rapor edilmistir (14).

1.2.1.2.2.2.4.1.3. Imatinib Direnci

Imitanib kullaniminda gdzlenen en 6nemli sorun birincil direngtir. Birincil
direng 3. ayda tam hematolojik yanit (THY) ve 6. ayda major sitogenetik yanit
(MSY) veya 12. ayda tam sitogenetik yanit (TSY) elde edilememesi olarak
tanimlanmaktadir. Birincil diren¢ doz bagimli olup, dozun arttirlmasiyla
giderilebilmektedir (249). Kazaniimis direng ise elde edilen hematolojik,
sitogenetik veya molekiler yanitin kaybolmasidir (147). Imatinib ile elde
edilen ylksek hematolojik ve sitogenetik yanita ragmen, Ph(+) l6semili
hastalarda zamanla gelisen bu ikincil diren¢ buyuk bir problem

olusturmaktadir (75).
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imatinib direng gelisiminde etkili mekanizmalar;

o BCR-ABL geninde, imatinib baglanti bdlgesi, ATP baglanma bdlgesi,
aktivasyon bodlgesi, katalitik cep bolgesi olmak Uzere 4 farkh bdlgede
meydana gelen mutasyonlarin tirozin kinaz aktivasyonuna neden

olmasi,

imatinib direnci olan KML hastalarinda en az 50 tanimlanmis nokta
mutasyonu vardir (Tablo 1.)(21). Nokta mutasyonlarinin sikligi sirasiyla:

T3151 %15, Y253H %5, E255K %15, F317L %3 olarak bildiriimektedir (213).

Tablo 1. BCR-ABL mutasyonlari (236)

Abl tip 1a Abl tip 1b Bcr-Abl’de yerlesim
M244V M263V p-loop

L248V L267R p-loop

G250E G269E p-loop

Q252H Q271H p-loop

Q252R Q271R p-loop

Y253H Y272H p-loop

Y253F Y272F p-loop

E255K E274K p-loop

E255V E274V p-loop

S417Y S4436Y c-terminal lob
E459K E478K c-terminal lob
F486S F505S c-terminal lob
V289A V308A aktif bolge
F311T F330T aktif bolge
T315I T334l aktif bolge
F317L F336L aktif bolge
M351T M370T SH2 temas
F359V F378V aktif bolge
F382L V398l aktivasyon loop
L387M L406M aktivasyon loop

. Yuksek imatinib dozlarinda, BCR-ABL gen amplifikasyonlari sonucu

BCR-ABL proteininde artis,
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. BCR-ABL bagmsiz  kinaz vyollarinin, 6zellikle  SRC-kinaz,

aktivasyonunun tirozin kinazlara olan bagimhliginin azalmasi,

. Imatinibin asit a-1-glikoproteine baglanmasi plazmadaki imatinib

duzeyini dusurerek etkiyi azaltmasi,

. Imatinib glikoprotein P-170 substratidir. Glikoprotein P-170’ in fazla

eksprese oldugu hucrelerde dusuk imatinib orani,

. Losemi kOk hucreleri kaynakli klonal degisim ve sekonder mutasyonlar

(57).

1.2.1.2.2.2.4.2. Dasatinib

Dasatinib (BMS-354825, Sprycel, Bristol-Myers Squibb); imatinib
uygulamasinin  KML hastalarinin tedavisinde etkisiz kaldigi durumlarda

kullanilan ikinci jenerasyon tirozin kinaz inhibitoradar (152).

1.2.1.2.2.2.4.2.1. Dasatinib’ in Farmakolojisi

Dasatinibin molekuler formuli CyoH26CIN7O2S, molekiler agirligi ise
488.00554 g/mol’ diir. Ug hidrojen verici, 9 hidrojen alicidir (Sekil 8). IUPAC
adi; N-(2-kloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-yl]-2-

metilpirimidin-4-ylJamino]-1,3-tiyazol-5-karboksamid (110).
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Sekil 8. Dasatinibin 2 boyutlu yapisi (109)

1.2.1.2.2.2.4.2.2. Dasatinib’ in Yarattig: inhibitor Etkinin Temelleri

Dasatinib, in vitro ortamda mutasyona ugramamis BCR-ABL kinazi
imatinibe gore 325 kez daha fazla inhibe etmektedir (152). BCR-ABL, Src, c-
KIT, efrin ve platelet kaynakl buyume faktor reseptdrt dahil olmak tzere gok
hedefli bir kinaz inhibitoradar (230). Imatinibden farkli olarak ABL kinaza hem
aktif hem de inaktif konformasyondayken baglanabilmektedir. Imatinibden

daha az kati baglanma kosullarina sahiptir (47, 263).

Dasatinib’ in BCR-ABL kinaz mutasyonlarindan, Src ailesi kinazlarini
tutan alternatif sinyal yollarinin aktivasyonundan ve ¢oklu ilag direng (MDR)
geninin asiri ekspresyonundan kaynaklanan imatinib direncini yenebilecedi

gosterilmigtir (250).

Dasatinib, imatinib tedavisine cevap vermeyen hastalarin yaklasik %50’

sinde tam sitogenetik yanit olusturmaktadir (152).
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Dasatinib ATP bolgesine iki kismiyla baglanir. Aminotiazol kismi ATP’
nin baglanacagi bdlgeyi isgal eder. 2-kloro-6-metil fenil halkasi tiazol
karboksami grubuna diktir ve T315 yanindaki, ATP ile isgal edilmemis
genellikle hidrofobik cebe derinlemesine yerlesir. Piperazin grubu destek
bolgesinin gorunur yuzeyine isaret eder. ABL ve dasatinib arasinda 3 belirgin
hidrojen bagi bulunur. Bir ¢ift Hidrojen bagi ATP baglanma bdlgesinin destek
alaninda olusur. Bunlardan bir tanesi asatinibin aminotiazol halkasinin 3-
nitrojen’ i ile M318’ in amid nitrojen arasinda, digeri dasatinibin 2-amino
hidrojen M318’in karbonil oksijeni arasinda olusur. Uglincisi ise 315T yan
zincirindeki hidroksil oksijen ile dasatinibin amid nitrojeni arasinda olusgur.
Dasatinib ayrica destek boélgenin temeliyle 2 tane heteroaromatik CH__ O=C
etkilesimi kurmada da gorev alir. Diger iligkiler temel olarak van der Waals

etkilesimleriyle kurulmaktadir (152).

1.2.1.2.2.2.4.2.3. Dasatinib Direnci

Hucre hatti modellerinde dusik konsantrasyondaki dasatinib, imatinib
direncli kinaz bolgesindeki 19 mutasyondan 18 inde, tirozin kinaz
inhibisyonunu  saglayabilmektedir (214). inhibisyonun gergeklesmesini
engelleyen tek mutasyon, ABL tirozin kinaz ATP-baglanma cebindeki T315I
mutasyonudur. Bu mutasyon imatinibe ve dasatinibe karsi direng olusuma

neden olmaktadir (174).

1.2.1.2.2.2.4.3. Ponatinib

Ponatinib (AP24534); birinci ve ikinci jenerasyon tirozin kinaz

inhibitorlerinin  KML hastalarinin tedavisinde etkisiz kalmasindan dolayi
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geligtirilen Gglncu jenerasyon tirozin kinaz inhibitoriadar.

1.2.1.2.2.2.4.3.1. Ponatinib’ in Farmakolojisi

Ponatinibin molekuler formuli CygH27F3NeO, molekuler agirligi ise
532.55949 g/mol’ dur. Bir hidrojen verici, 8 hidrojen alicidir (Sekil 9). IUPAC
adi; 3-(2-imidazo[1,2-b]piridazin-3-iletinil)-4-metil-N-[4-[(4metilpiperazin-1-il)

metil]-3-(triflorometil)fenilloenzamid (108).
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Sekil 9. Ponatinibin 2 boyutlu yapisi (107)

1.2.1.2.2.2.4.3.2. Ponatinib’ in Yarattig: inhibitér Etkinin Temelleri

Birinci ve ikinci jenerasyon ilaglarin, |6semi kok hucrelerini imha
edememeleri ve T315] mutasyonuna kargi yetersiz kalmasi Uuglncu
jenerasyon ilaglarin geligtirimesini gerekli kilmistir. Ponatinib hala faz

calismalari sirmekte olan bir ilagtir.
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Ponatinib; imatinib, dasatinib ve nilotinibin aksine T315 ile hidrojen bagi
kurmaya ihtiyag duymayan bir iskele seklinde geligtirilmistir. Boylece T315lI
mutasyonundaki izolosin rezidusunun yan zincirine uyum saglayabilmektedir.
Ponatinibin bu yapisal engellemeye adapte olmasini uzun ve esnek etinil

trikarbon baglayicisi saglamaktadir.

Ponatinib, imatinibin de oldugu gibi, ancak inaktif konformasyondaki
tirozin kinaza baglanabilmektedir. Bu baglanma 5 farkli aminoasit rezidusu ile
Hidrojen bagi kurarak gerceklesmektedir. Imatinibden farkli olarak ponatinib
1315 rezidUsUne, yalnizca etinil zinciri sayesinde olugan van der waals
etkilesimi ile baglanmaktadir. Hem yabanil tip hem T315] mutant ABL1
otofosforilasyonunu inhibe etmektedir. Ponatinib SRC ailesi kinazlari, KIT,
VEGFR2, PDGFRa, FGFR1 gibi kinazlarda da aktivite gdsterebilmektedir.
Ponatinib, hem yabanil tip hem T315] mutant BCR-ABL ekspresyonu olan
BaF3 hucrelerinde ve KML hastalarindan alinan hucrelerde buyumeyi

baskilar ve apoptoza yénlendirir (178).

1.2.2. KOK HUCRE

Primitif hiicreler olan kok htcreleri diger hiicrelerden ayiran en 6énemli
fark, kendi kendilerini yenileyebilme, farklilagsabilme ve klonal olma
Ozelliklerinin hepsine birden sahip olmalaridir (Sekil 10). Bu o6zellikleri
sayesinde kok hucreler hem sayilari sabit tutmakta hem de gerektiginde

farklilagarak, farklilasmis hicrelerin cogalmasini saglayabilmektedirler.

Ozel bir iglev gérmek igin farklilagsmis pek gok viicut hiicresinin aksine

kok hacreler uygun uyari alana kadar farklilasmadan kalabilmektedir.
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Sekil 10. Kok hucrelerin genel 6zellikleri (183)

Kok hucreler gosterdikleri farklilasma potansiyellerine gore totipotent,
pluripotent, multipotent ve unipotent kok hlcreler olarak

siniflandinimaktadirlar (153).

Totipotent kOk hucre: Sinirsiz farklilagsmaya yetenegini vurgulan, totus:

tam, bolunmemis ve potentia: gug, potansiyel anlamina gelen kelimelerden
tiremistir. Embriyonik donemde zigottan, 4-8 hucreli blastomer asamasina
kadar olusan butun hucreler totipotenttir ve uygun kosullarda yeni canliy1 ve
gObek kordonu, amniyon kesesi, plasenta gibi yapilari olusturabilmektedirler

(177, 215).

Pluripotent kdk hicre: Blastosist evresindeki embriyodaki hucreler ve

fetlisdeki gonad kokenli hiicreler pluripotent 6zelliktedirler. Bu hicreler 200’e
yakin endodermik, mezodermik ve ekzodermik hlcreye in vivo ya da in vitro
kosullarda  farkhlasabilmektedir.  Ancak  totipotent  hicreler  gibi
ekstraembriyonik tabakalari olugturamadiklarindan dolayi tek baslarina yeni

bir canliyi olusturamamaktadirlar (23, 166, 201, 232).

28



Multipotent kdk hulcreler: Somatik ya da erigkin kok hlcresi olarak

tanimlanan bu hicreler biraz daha 6zellesmis gorevlere sahiptirler. Sadece
kendi kdkeninde bulunan ézellesmis hlcrelere farklilagabilmektedirler. Kemik
iliginde bulunan hematopoetik kok hicresi, kirmizi ve beyaz kan hucreleri,
trombositler gibi pek ¢ok farklh kan htcresine kaynaklik etmektedir (Sekil 11).

(13, 153, 210, 218, 232)

Unipotent kOk hicreler: Korneal kok hucreler gibi sadece bir ¢esit hicre

grubuna farklilagsabilen hucrelerdir ve “progenitor hiicre” veya “preklirsér
hicreler” seklinde tanimlanmaktadirlar. Doku yenilenmesinde de rol

almaktadirlar (51, 262).
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Sekil 11. Farklilasma potansiyellerine gére kdk hicreler (177)

Kok hucreler elde edildigi kaynaklara gore ise, embriyonik ve

embriyonik olmayan kok hucreler (nonembriyonik) olarak
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adlandiriimaktadirlar  (Sekil 12). Eriskin kdk hicreleri kolay kdultire
edilmelerinden ve ¢ok cesitli hlicrele hatlarina farkhlasabilmelerinde 6tirt en

cok calisilan kdk hicre kaynaklaridir (183).
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Sekil 12. Elde edikleri kaynaklara gore kok hicreler (183)
1.2.2.1. Embriyonik Kok Hiicre

Insan embriyonik kok hiicrelerinin elde edildigi embriyolar, 4-5 glinlik
blastosist adi verilen 3 katmanli hicrelerdir; Trofoblast blastosisti kaplayan
katmandir. Blastosistin icinde bulunan bosluk olan blastosdl ve onun bir
ucunda bulunan ve embriyonik kok hudcrelerin elde edildigi i¢ hicre kitlesi
(Sekil 13) (243). Ozel kiltiir kosullari altinda ¢ogaltilarak elde edilen insan
blastosist kdkenli pluripotent kdk hicre hatlari, normal karyotipe, spesifik

yuzey antijenlerine ve yuksek telomeraz aktivitesine sahiptir (232).
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Sekil 13. Blastosist (243).

Embriyonik kok hucrelerin  pluripotentliginin  kultir ortaminda da
surdurtlmesi, gerekli maddeler eklenmis medyum bulunan ortamda,
farkhlasmis hucrelerden olusan bir besin katmani Uzerinde kultlre
edilmeleriyle saglanmaktadir. Bu dig faktorler, Oct4, Nanog, Sox2
transkripsiyon faktorleriyle de iligkili hucre igi transkripsiyon aginin
surdurtilmesini  saglayarak  pluripotentligi  korumaktadirlar.  Bu ¢
transkripsiyon faktora kok hucrelerin farkhlasmama 6zelliginin saglanmasi ve

surdurtlmesi igin gereklidir (1, 124, 203, 225)

1.2.2.2. Embriyonik Olmayan Kok Hiicre

Embriyonik olmayan koék hcreler erigkin kdk hacreleri, fetlis kdk

hicreleri ve kadavra kok hucreleri olmak Uzere U¢ ana baslk altinda
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toplanabilmektedir (183).
1.2.2.2.1. Erigkin Kok Hiicre

Erigkin kok hudcreler, embriyonik kdk hucrelere gore daha az hucre
tipine farkhlasabilen, farkhlasmig dokularda bulunan farkhlagsmamis
hacrelerdir. Eriskin kOk huacreler genellikle bolinerek progenitor ya da
prekursor hucreleri olusturmaktadir. Hasar goren dokularin tamirinde gorevli
hicreleri ve 6len hucrelerin yerine gececek hucrelere farklilagmaktadirlar.
Ornegin kemik iligi hicreleri, kan ve immin sistem hicrelerinin yani sira
beyin, iskelet, kas, karaciger, bobrek gibi diger doku hucrelerine de

farklilasabilmektedir (104, 141) (Sekil 14).
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Sekil 14. Kemik iligi kokenli kok hucrelerin degisik hucre turlerine

déniistimi (193)

Eriskin kok hucreler; hematopoetik kok hlcreler, mezenkimal kok

hdcreler ve organlardaki kok hlcreler olarak 3 alt gruba ayrilmaktadir (183).
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1.2.2.2.1.1. Hematopoetik Kok Hiicre

Genellikle kdk hucre galigsmalari, kemik iligi, kordon kani, periferik kan
ve plasenta olmak Uzere 4 farkli kaynaktan elde edilen hematopoetik kok
hucreler ile yapildigindan, en iyi tanimlanan erigkin kok hucrelerdir. Kendini
yenileme ve bitin kan hicrelerine farklilasma yetenegine sahip
farkhlasmamis, multipotent, primitif  hdcrelerdir  (228).  Eritrositler,
granulositler, monositler, trombositler gibi olgun periferik kan hicreleri, kemik

iligindeki progenitor hicrelerden farklilasmaktadirlar (Sekil 15) (4).
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Sekil 15. Hematopoetik kdk hicreden farklilasan htcreler (183)

Dokudaki toplam hacrelerin  yaklasik % 0,005 ini olusturan
hematopoetik kok hucrelerin blylk ¢odunlugu kemik iliginde bulunmaktadir

(217, 226, 247).

Hematopoetik kok hucrenin ozelliklerini ve kemik iliginde varliginin ilk
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bulgusunu fare modellerinde 1963 yilinda Till ve McCulloch tarafindan
tanimlandi (220). Daha sonra vyapilan calismalarda hematopoetik kok
hicrenin  kendini  yenileyebilme vyeteneginin kesfi ile kdk hicre

arastirmalarinin baslangicini olugturmustur.

CD34 yuzey antijeni kdk hucreler igin ayirtedicidir. Hematopoetik kok
hicreler icin diger indikatif ylzey reseptord, noral ve iskelet kasi dokularinda
da eksprese edilen CD133’ diir (231). insanlarda hematopoetik kdk hiicre lin”

ve CD34"CD38" hiicre alt grubunda yogunlasmaktadir (45).

Kok hucrelerle progenitdor hicreleri birbirinden ayiran tek o6zellik, kok
hicreler bolunup ayri yeni kok hiucre ve olgun kan hucresine farkhlagabilme
kapasitesine sahip ayri yavru hicre olusturma yetenegine sahip olmasidir.
Yavru hicreler daha farklilasmiglardir ve her hicre bolinmesiyle

proliferasyon kapasitelerini kaybetmektedirler (43).

Go6bek bagindan izole edilen CD45%/Lin" hematopoetik kok hiicreler,
FGF-4, SCF, FIt3 ilaveli medyumda kultire edildiginde Oct-4 ve Nanog
ekspresyonunu  duzenlenmekte ve mezenkimal hucrelere, noral

oligodendrositlere farklilasabilmektedir (199).

Hematopoetik kok hlcreler ve dncl hucrelerin cogu Gg fazinda olmakla
birlikte, cogalma ve yapim surecini devam ettirmektedirler. Normal surecte
olgun ve progenitor hucrelerdeki apoptoz orani denge halindeyken kanama,
enfeksiyon gibi kan hucrelerine ihtiyag durumunda kemik iliginde depolanmis
kan hucreleri kullanilmakta ve durgun hematopoetik kok hucreler buyume

faktorleri ile uyarilarak olgun kan hucrelerine farklilasmaktadir. Kan ihtiyag
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durumu normale déndugunde antiapoptotik ve proliferatif slire¢ yavaglayarak

hematopoez kinetigi de normale donmektedir.

1.2.2.3. Kanser Kok Hiicresi

Yaklagik 150 yil 6nce Rudolph Virchow ve Julius Cohnheim (44, 242)
gibi patologlar kanserin uykudaki embriyonik doku kalintilarinin
aktivasyonundan kaynaklanabilecegi yorumu yaparak “Kanser-kok hucre

hipotezi” ini ilk defa ileri sirmuglerdir.

Gunumuzdeki bulgular, kanserin yogun genetik mutasyonlar sonucunda
malin transformasyona ugrayan tek bir hicreden kaynaklandigini
gOstermektedir (86). Kanser kok hicreleri bulylumeyi dizenleyen

mekanizmalardan bagimsiz ¢ogalabilme yetegindedirler (95).

“‘Kanser kok hlcre” kendini yenileme yetenegine sahip bir kanser
hicresi olarak tanimlanan bir deyimdir (5). Kanser kok hicreleri, ilk olarak
hematolojik malinitelerde kanitlanmistir. Hucre ayirma, doku kultarg,
transjenik hayvan ve fare ksenograft tekniklerindeki gelismeler sayesinde
kanser baslatici hucrelerin identifikasyonu, izolasyonu ve fonksiyonel

analizleri yapiimigtir.

Organizmadaki en uzun sure yasayan hucreler olan kok hucrelerin
tumorojenik hale gelmek icin gerekli mutasyonlari biriktirmeleri olasidir.
Normal kok hucreler ile kanser kok hucreleri kendini yenileyebilme ve
farkhlasabilme gibi ortak 6zellikler tagimasina ragmen kanser kdk hucreleri
bozulmus proliferasyon ve yayilma yetenekleri bakimindan ise farkhliklar

gostermektedir (10).
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Migrasyona ugrayan kanser kdk hicreleri timor gelisimindeki kaskadda
rol oynayan hormonlar, buylime faktorleri, sitokinler ve integrinlerden
etkilenmektedir. Onkojenik sinyal yolaklarini aktive ederek farkli bélgelerde
timor olusumuna neden olmaktadir. Tedavi olarak kanser kok hucrelerin
hedef alinmasi, ¢ogu lokal ve metastatik kanserin gelisimi agisindan énemli

olabilir (120).

1.2.2.3.1. Losemi Kok Hucre

Losemi kok hacreleri igin ilk bulgu 1994’de John Dick ve arkadaslar
tarafindan (142) rapor edilmigtir. AML’li hastalardan elde edilen nadir
CD34'CD38  SCID farelere infiizyonu sonucunda l6semik blast Gretimine
neden oldugunu gostermislerdir. Sonunda, myeloid I6semilerin gogu primitif
seviyede hematopoezin bozulmasindan kaynaklandigi ve losemi kok
hdcrelerin normal hematopoetik kdk hucrelerin malinant tarevleri oldugu

Onerilmigtir (Sekil 16).

AML’ de lésemi kok hucre miktarinda hastadan hastaya goze carpan
degisiklikler bulunmaktadir. Sonu¢ olarak CD34°CD38  AML hicreleri
dogrudan normal hematopoetik kok hucrelere benzer degildir. Normal
hematopoetik kdk hicrelerin ylzeyinde bulunmayan IL-3R-a (CD123) ylzey

reseptort AML kok hucreleri yuzeyinde bulunmkatadir (126).

Kanserde klonalite ve klonal gelisimle ilgili ilk bulgular KML
calismalarindan saglanmistir (173). KML kok hcreler, normal ilikteki
progenitor hucrelerle karsilastirildiginda, blast krizindeki KML hastalarinda ve

imatinib direncli KML hastalarinda granulosit ve makrofaj progenitér hicre
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havuzu genislemis, BCR-ABL ifade edilmis ve nukleer katenin seviyesi arttigi

g6zlenmistir (121).
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SRC: immiin yetmezlik gbsteren farelerde (SCID) yeniden poplilasyon
olugturan hiicre, SL-IC: SCID farelerde I6semi-baslatan hiicre, LTC-IC: uzun

sdreli kiilttir baslatan hiicre, CFU: koloni olusturan birim

Sekil 16. insan normal ve lésemik hematopoetik hiyerarsinin sematik

gosterimi (245).

1.2.2.3.2. KML’ de ilag Direncinde Kék Hiicrelerin Rolii

Cerrahi, cesitli tipte kemoterapi, hormon tedavisi ve radyoterapi gibi
tedavi seceneklerinin etkinliklerinin yaninda bazi sinirlamalari da vardir.
Tedavi direnci, hastaligin tekrarlamasi ve metastatik hastalik icin halen sonug
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veren bir tedavinin olmamasi ginimuz tedavi segeneklerinin dogru hicreleri

hedefleyemedigini dislndirmektedir.

Onceden, timordeki birkag hiicrenin genetik degisiklik gegirmesiyle ilag
direncinin ortaya ¢iktigi dustnulmekteydi. Kanser kok hucre modeline gore;
Gy fazinda olan sessiz hicreler olan kanser kdk htcreleri, ilaglarin disari
atilmasinda goérev alan ATP baglayici kaset (ABC) tasiyici proteinlerine sahip
olmalari ve yuksek DNA tamir etme kapasiteleri sayesinde dogal olarak

kemoterapiye direnclidirler (103).

llag direncini agiklamak icin olusturulan baska bir modelde, timdr hiicre
olumu ile iligkili uyarilarin, sessiz kok hucrelerin bélunmesini indukledigi 6ne
surtlmektedir. Akabinde bu progenitdr hicreler kemoterapi direng fenotipine
sahip yeni hucrelere farkhlagsmakta ve bunun sonucunda ylzden tedavi

basarisiz olmaktadir (52).

BCR-ABL hematopoetik kdk htcreleri transforme edebilmekte ancak
yonelmis myeloid progenitorleri transforme edememektedir. Bu da kronik faz
KML’nin bir hematopoetik kok hiucre hastaligi olarak dusuntlmesini
saglamaktadir. KML'de CD34°CD38 Lin~ l6semik kok hicreler ylksek
seviyede BCR-ABL ifade etmektedir. Kronik fazdan blastik faza geciste,
I6semik kok hucreler kendilerine hayatta kalma avantaji saglayan, programli
hidcre o6lumune kargi direng kazandiran ve c¢ogalma avantaji veren bazi

genetik ve epigenetik anomaliler olusturmaktadirlar (52).

Ozet olarak; kullanilan ilaglarin 16semi kok hiicrelerine etki

etmemesinde |6semi kok hucreleri hiicre déngusinin duraklama fazinda
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kalmalari 6n plana c¢ikmaktadir. Bu nedenle genellikle, geleneksel hucre
donguslu kemoterapi ilaglari 16semi kok hicrelerini etkili bir sekilde hedef
alamamaktadir (91). Diger bir direng sebebi de I6semi kdk hulcrelerinin
mutasyon ve epigenetik degisimlere ugrayarak, ila¢ diren¢ olusumuna ve
hastaligin niksetmesine dnculik etmeleridir (196). Ayrica primitif I16semi kdk
hicrelerinin MDR1 gibi dogal hayatta kalma mekanizmalarinin olmasi da

diren¢ olusumuna katkida bulunmaktadir (125).

llac tedavisi sirasinda KML niiksetmesinden [6semi kok hiicreleri
sorumludur (178). Analizler gdéstermektedir ki; imatinib KML kdék hucreleri
uzerinde sitotoksik degil sitostatik etki yaratmaktadir. Bu nedenle |I6semi kok
hlcrelerinin ablasyonu, tUmor populasyonun daimi olarak yok edilmesi igin

gereklidir (83).

1.2.3. mikroRNA

insan genomunun % 65'inin transkribe oldugu tahmin ediimesine
ragmen bugin igin % 2'den az kisminin proteine gevrildigi bilinmektedir.
Komplementer DNA (cDNA) kitliphanelerinin sistematik sekanslanmasi ve
transkriptom calismalari, tUm transkribe olan RNAlar in en azindan yarisinin
protein kodlamayan RNA molekulleri oldugunu gostermistir. Protein
kodlamayan RNA molekullerinden biri olan mikroRNAlar ilk olarak 1993
yilinda C. elegansta bulunmus ve daha sonra insanlarda da bu miRNAlarin

homologlari ortaya konmustur (7,11,145, 251).

miRNA’ lar gelisim, hlcre farkhlasmasi, apoptoz ve proliferasyon gibi

kritik biyolojik olaylarda yer alirlar. Son doénemlerde yapilan c¢alismalar,

39



spesifik mikroRNA’ larin I6semi patogenezindeki 6nemini kanitlamaktadir

(15).

1.2.3.1. miRNA Genleri ve Yapisi

MikroRNA'’ lar, genellikle tUm metazoa Okaryotlarda eksprese olan ve
yuksek oranda korunan kodlanmayan kisa regulatér (~22 nt) RNA’ lardir

(172).

miRNA’ lar diger genler gibi DNA Uzerinden transkribe edilmekte ve
proteine  donusturuimeden kuguk RNA  molekulleri  halinde gen
regulasyonunda goérev almaktadirlar (69, 90). miRNA genleri polisistronik
olarak transkribe edilmektedir ve Y kromozomu hari¢ butin kromozomlarda

dagilmislardir.

miRNAlar kodlandiklari genomik bolgeye gore U¢ gruba ayrilmaktadir:

1. icinde bulunduklari genin promotorunu paylastiklari igin bu genle
ayni ekpresyon paterni gosteren, protein kodlayan transkripsiyon

birimlerindeki intronik miRNAlar
2. Protein kodlamayan transkripsiyon birimlerindeki intronik miRNAlar

3. Protein kodlamayan transkripsiyon birimlerindeki ekzonik miRNAlar

(129, 211).

1.2.3.2. miRNA’NIN islenmesi- RISC Kompleksi

miRNAlar, genomik DNA’'da ilgili miRNA geninden binlerce baz

uzunlugunda primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz Il enzimi
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tarafindan sentezlenmektedirler. Olusturulan transkript “cap” ve poli(A)
kuyruguna sahiptir. Birbirini izleyen U¢ sure¢ ile matir miRNA olusumu
gerceklesmektedir. ilk asamada, DNA’dan bilgi aktarimi ile olusan binlerce
baz uzunlugundaki pri- miRNA, yaklagsik 70 nukleotidlik prekursor miRNA
(pre-miRNA) haline getiriimekte, ikinci asamada pre-miRNA nukleus disina
tasinmakta ve Uguncu asamada ise bu prekursor, yaklagik 21-25 nukleotidlik

olgun miRNA’ya ¢evrilmektedir;

1. asama “Cropping”; pri-miRNA, cift zincir RNA (dsRNA) spesifik
endonukleaz olan Drosha isimli enzim ile kesilerek pre-miRNA
olusturulmaktadir. 160 kD’luk bir ntkleer Ribonukleaz Il endontkleaz olan
Drosha, yaklasik 200 nukleotitlik pri-miRNA’y1 farkl yapi ve dizide olmalarina
bakmaksizin 70-80 nukleotitlik parcalara bolerek pre-miRNA’'yl ortaya
¢clkarmaktadir. Bu olusan parcalar stem-loop bigcimindedirler. Pre-miRNA
yapisi ¢ekirdek bolgesi, c¢ekirdedin disinda kalan olgun miRNA bdlgesi
(MIRAseed), olgun miRNA ile baz eslesmesi olusturan gévde bdlgesi (MIR*),
olgun miRNA(MIR) ve MIR* kapsamayan goévde bdlgesi, iimek bodlgesi olmak
uzere 5 kisimdan olusmaktadir (Sekil 17). Cekirdek boélgesi miRNA’nin
5’'ucundaki 2-8 nukleotitleri arasindaki bolgedir ve bu bdolge mRNA'yi
taniyarak baz esglesmesi olusturan bolge oldugu igin ayri bir onem

tasimaktadir.

41



MIR*

" ilmek

u —
cekirdek MIR &seed giovde
3 8 MIR ve MIR* disinda
- *

Sekil 17. pre-miRNA yapisi (204)

2. asama export (tasinma); nukleusta olugan pre-miRNA sitoplazmaya
Exportin -5 (exp5) aracihigiyla tasinmaktadir. Exportin5 bir Ran-GTP temelli
nukleo/sitoplazmik kargo transporter molekulidir. Exp5/ranGTP ile pre-
miRNA heterotrimerik yapi olusturmakta ve bu yapi pre-miRNA'nin yapisini
stabillestirerek sitoplazmaya tasinmasini saglamaktadir. Zar deliklerinden
gegip sitoplazmaya gelindiginde RanGTP RanGDP’ye hidrolize olarak pre-

miRNA'nin serbest kalmasi saglanmaktadir.

3. asama dicing; sitoplazmaya tasinan pre-miRNA, helikaz ve dsDNA
baglanma bodlgesi iceren bir RNaz Ill olan Dicer tarafindan 18-22 nukleotid
uzunlugunda kucuk, cift dal RNA dubleksi (mMiRNA:miRNA*) haline
getiriimektedirler. Bu dubleks yapida hem olgun miRNA dali hem de onun
komplementeri (miRNA*) birlikte bulunmaktadir. Daha sonra olgun miRNA,
RNA ile induklenen susturma kompleksine (RISC) katilmaktadir (Sekil 18)

(55,69, 76, 129,160,204,211).

Olgun miRNAlar iglevlerini gergeklestirmek igin ihtiyagc duyduklari
proteinlerle birleserek ribonukleoprotein yapidaki RISC’ i olusturmaktadir. Bu

yapiya katilan tanimlanmis proteinler, hedefi kesen endonlkleazlar olan
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Argonaute ailesi proteinleridir. Argonaute protein ailesinin Uyeleri iki domain
icermektedir; bunlardan Dicer'a benzeyen PAZ domaini tek zincir RNA’'nin 3’
ucuna baglanmaktadir Olgun miRNA bu vyapiya tek zincirli olarak
katiimaktadir. Olgun miRNAnin komplementeri olan ikinci zincir degrede

olmaktadir (55,69).
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mRNA yiloma  Translasyonel Baslalama

Sekil 18. miRNA biyogenezi (134)

1.2.3.3. miRNA Galigsma Prensibi

miRNAlar mRNAlarin 3° UTR bdlgeleriyle baz eslesmesi yaparak bu
mRNAlarin degredasyonunu saglayarak ve ya traslasyona ugramalarini
engelleyerek post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu kontrol eden
molekullerdir (Sekil 19). miRNAlar hedefi bulmakta ve miRISC yapisini
hedefe yonlendirmektedirler. mRNA degredasyonunu veya translasyonun

durmasini saglayan RISC yapisini olusturan diger proteinlerdir (69).
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Sekil 19. miRNA ve mRNA’'nin 3° UTR bdlgesinin baz eslesmesi (69)

MikroRNA’ larla mRNA 3 UTR boélgesi arasinda yuksek oranda
komplementerlik varsa mRNA degrede edilmekte, komplementerlik azsa
MRNA’nin translasyonu baskilanmaktadir (Sekil 20). miRNAlar, mRNA yikimi
ya da translasyonel represyon ile hedef gen asagi-regllasyonunu kontrol

etmektedirler. (76).
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Sekil 20. RISC mRNA iligkisi (112)
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1.2.3.4. Kanserde miRNA

miRNAlar, gen ifadesinde kritik bir rol Ustlenmektedirler ve
duzensizlikleri  hastaliklarin  patogenezinde onemli  sonuglara  yol
agmaktadirlar (62). miRNA moleklllerinin yarisindan fazlasinin insan
genomunda, kanser ile iligskilendirilmis gen bdlgelerinde veya kirilgan

bdlgelerde bulundugu saptanmistir (30).

miRNAlarin gelisme, hicre buyumesi, farklilasma, sagkalim, apoptoz,
senesens ve metabolizma gibi yasamsal yasamsal surecler tUzerinde etkili
oldugunun belirlenmesi kanserle olan iligkisinin arastirmaya yonlendirmistir
(62). Bunun uzerine Calin ve ark. miRNA genleri ve kanser arasindaki iligkiyi

ortaya koyan ilk galismayi yapmistir (29).

Cesitli kanserlerde rol oynayan bi protein olan c-myc proteinini asiri
ureten bir fare tlrinde yapilan arastirmalar miRNA'nin kanser gelismesine
etki ettigini gdstermistir. Lenfomalarda bulunan miRNA'lari 6zellikle ¢ok
miktarda Uretmek Uzere tasarlanmis farelerde 50 gun icinde kanser gelismis

ve bunlar iki hafta ardindan élmuslerdir.

miRNA ifade duzeylerinin normal ile timor dokularinda karsilastiriimasi
yoluyla, miRNA anlatim duzeylerinin farkh kanserlerde 6nemli farkliliklar
goOsterdigi  saptanmistir  (268). Kanserlerin siniflandiriimasinda  miRNA
profillerinden yararlaniimasiyla, hekimler bir kanser dokusunu analiz edip
onun hangi dokudan yayiimis oldugunu anlayabilecek ve 6zgin doku tipine

gore tedavi planlayabileceklerdir.
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Kanserde etkili miRNAlar protein kodlayan genlerde oldugu gibi “timaor
baskilayici” miRNAlar ve “onkogenik” miRNAlar olarak iki gruba ayrilmistir

(266).

1.2.3.4.1. Onkogenik ve Tumor Supresor miRNALAR

Cesitli kanser tirlerinde ekspresyon duzeyleri azaldigi i¢in bazi
miRNAlarin  tumor  baskilayici miRNA’ lar oldugu duasunulmastir ve
fonksiyonel calismalar yapildiginda bunlarin genelde onkogenleri hedef
aldiklari gorulmustar. Tumor baskilayici miRNA’ lar normalde, onkogenleri
engellemekte ve farkllasmayl saglayan genleri aktive etmekte, hlcre
¢ogalmasini uyaran ya da apoptozu baskilayan proteinlerin mRNAlarina
baglanarak bunlarin miktarini azaltmaktadirlar. (27,38,41). Dolayisiyla timor
baskilayict miRNA’nin ekspresyonunun azalmasi onkogenin ekspresyonunun
artmasina ve tumoér olusumuna sebep olmaktadir. Kanserli hicreler
kromozomal dizenlenmeler, mutasyonlar ve epigenetik degisimler ile, timor
baskilayict miRNA'’ lari inaktive etmektedirler. Tumor baskilayici miRNA’ lar
genellikle kanserde delesyona ugramis bdlgelerde lokalize

olmaktadirlar.(31,55,48,64,146).

Ekspresyon calismalarinda, cesitli kanser tiurlerinde ekspresyonu
azalan miRNAlar onkogenik miRNAlar olarak dusunular. Bunlara “onkomir”
adi verilir. Onkogenik miRNAlar normalde hicre gogalmasini baskilayan ve
apoptozu kontrol eden genlerin mRNAlarina baglanir ve onlarin etkinligini
azaltir. Bu miRNA’ larin kromozomal translokasyonlar ya da genomik artislar
nedeniyle aktivitelerinin artmasi, hedefleri olan tUmor baskilayici genlerin

ekspresyonlarinin azalmasina, dolayisiyla timaor olugsum ve gelisimine sebep
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olmaktadir (39, 48, 55).

miRNA ile mRNA arasindaki komplementerligini etkileyen mutasyonlar
ve ya polimorfizmler translasyonu etkileyerek kanser olusumuna katkida

bulunabilmektedirler (219).

Protein kodlayan genleri dizenleyen epigenetik kontrol
mekanizmalarinin  miRNA’ lar1 da duzenlemektedir. Bazi miRNA gen
bdlgelerinin kanserlerde hipermetile oldugu bulunmustur. Histon asetillenme
ve metillenmesi ile gecici duzenlemeler, gen bdlgelerinin damgalanmasi ile

kalici duzenlenmeler gerceklesmektedir (134).

1.2.3.4.2. Anormal miRNA Degisimi

miRNA ekspresyonu, kromozom anomalileri, epigenetik degdisimler,
mutasyonlar ve polimorfizmler (SNP) gibi insan kanserlerinde bulunan cesitli
mekanizmalar ve miRNA biyogenezindeki defektler ile degisiklige

ugrayabilmektedir.

Kromozomal Anomaliler

mMiRNA’ lar kanserde siklikla degisime egilimli belirli genomik bolgelerde
bulunmaktadirlar. Bu bolgeler, ya bir tumor supresor geni bulundurabilen
heterozigot bolgenin kuguk bir kisminin kaybini ya da onkogen ve ya kirilgan
bdlgeleri icerebilen amplifikasyonun kuguk bir bolumuni igerebilmektedir.
Kolay kirilan bdlgeler, kardes kromatid degisimleri, translokasyonlar,
delesyonlar ve plazmid DNA’ nin amplifikasyonu ve entegrasyonu igin ve

insan papilloma viras gibi tumor iligkili virGslerin insersiyonu igin oncelikli

47



bdlgelerdir. Kanserin spesifik tiplerinde miRNA’ lari igceren genomik
bolgelerdeki kayip ya da artiglarin malinitelerin sebeplerinde pay! oldugunu

bilinmektedir (28).

Epigenetik Degisimler

Guncel bulgular epigenetik anomalilerin miRNA ekspresyonuna etki
ettigini gostermektedir. miRNA genlerinin genomik sekansinin kapsamli
analizi bu genlerin neredeyse yarisinin CpG adalari ile iligkili oldugunu
gOstermektedir. Diger yandan 5 hicre hattinda cesitli miRNA iligkili CpG
adalarinin analizi, normal ve malin hucrelerde miRNA gen metilasyonunun

yuksek frekansta algilanabilir oldugunu gostermistir.

1.2.3.4.3. Onkogenez

Buglne kadar, butin timor tlrlerinde degismis miRNA analizleri
Uzerine yUratllen ylksek islem hacmi analizleri, miRNA'’ larin timér stpresor
genler ve onkogenlerin regulasyonu ile timdrigeneze mudahale ettigi fikrini
vermektedir. “miR-17-92 polisistron” memeli onkogeni olarak miRNA’ nin ilk
ornegi durumundadir. Bu miRNA grubu, cesitli lenfoma ve solid timoérlerde
amplifiye olan 13931.3 genomik lokusunda yerlesiktir. B-hucreli lenfomal E-
myc transgenik farelerde miR-17-92 grubunun ekspresyonu, hastaligin
baslangici ve ilerlemesini hizlandirmigtir. Bu farelerde miR-17-92 grubunun
transkripsiyonu direkt olarak c-Myc tarafindan transaktive edilmektedir. c-
Myc, genellikle ilgili promotor bolgeler ile direkt olarak etkileserek kanser

hicrelerinde asiri ifade olan bir transkripsiyon faktortdur (98).

miR-17-92 grubu ve onun paralogu olan miR-106b-25, transkripsiyon
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faktorlerinden E2F ailesinin fonksiyonlari ile siki iliskide gibi gézikmektedir.
Gergekten de, grubun her Uyesi, E2F tarafindan aktive olmaktadir. Bu bilgi,
miR-17-92 grubunun tumor olusumundaki ilerletici rolunu desteklemesine
ragmen, bulgular, bu miRNA’ larin fonksiyon kaybinin kanser hicreleri igin
avantaj olabilecegini gostermektedir. Over kanseri, meme kanseri ve
melanomada 13q31.3 lokusunda heterozigotluk kaybi tespit edilmistir. Bu
bulgularla uyumlu olarak, miR-17’ nin meme kanseri hlicre hatlarina girisi, bu
hicrelerin proliferasyon seviyesini dugsturmektedir (58). Bu etki, 6strojen
reseptori ve E2F1 in transkripsiyonel kofaktéri olan AIB1 geninin
inhibisyonuna dayandirilabilmektedir. Clnkd ayni miRNA, hicresel igerige

bagli olarak hem pro hem de anti-tumarigenik aktiviteye sahiptir.

Tek miRNA olarak, onkogenik role sahip ilk 6rnek miR-155dir. miR-155,

Hodgkin ve Burkitt lenfoma gibi lenfoma tirlerinde asiri ifade olmaktadir (58).

1.2.3.4.4. Hiicre Dongilisunun Duzenlenmesi

mMiRNA’ lar, hucresel yasam ve o0lum evrelerini duzenleyen proteinlerin
ekspresyonuna mudahale ederek tumor olusumuna katkida bulunmaktadir.
miR-221/222, bazi timorlerde yukari modulasyona ugrar ve iki negatif hicre
dongusu proteinini, p27Kip1 ve p57Kip2 proteinlerini hedefleyerek Cdk/Siklin
kompleksine baglanarak G1/S fazini engellemektedir. miR17-92 ve miR-
106b-25 gruplari, p21Waf/Cip1’i hedefleyerek hicre proliferasyonunu ilerletir

(189).

Diger taraftan, kanserde hicre donglsu kontrolinde asagi

modulasyona ugrayan miRNA’ lar, siklin veya CDK seviyelerinde azalmaya
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sebep olmaktadirlar. Ornegin, hepatoselliiler karsinomada asagi regiile olan
miR-122’ nin; siklin G1' i hedefledigi bildirilmistir. Siklin G1’ in kaybi,
karsinojen mudahalenin ardindan oOzellikle dusuk tumor tekrarlama orani ile
iligkilidir (85). Benzer olarak, miR-15a/16 grubu siklin D1, siklin D3, siklin E1
ve CDK6 miktarinda azalmaya sebep olur, miR-16 ailesinin azalan seviyeleri,
¢oklu hicre dongusu ilerletici genlerinin birikimini tetiklemektedir (151). Ek
olarak, bu iki miRNA apoptoza katkida bulunur, apoptotik inhibitor Bcl-2
seviyesinin azalmasina katkida bulunmaktadir. Bir ¢alisma, kronik lenfositik
I6semide bu proteinin ylksek seviyesinin dislik miR-15a/16 seviyeleri ile
iligkili oldugunu goéstermistir (42). miR-17-92 ve miR 106b-25 grubu Uyeleri
de, proapoptotik faktér Bim’ i inhibe ederek apoptoza katkida bulunmaktadir

(189, 240).

1.2.3.4.5. Gelisme ve Metastaz

mMiRNA’ larin, timor olusumu, ilerlemesi ve metastaz asamalarindaki
roliu de ispatlanmistir. miR21 ve miR-10b gibi miRNA’ larin énemli rolG
oldugu dusunulmektedir. miR-21, onkogen gibi fonksiyon gosterir ve tumor
olusumuna katki saglar, timor stpresor geni TPM1 regulasyonunda gorev
almaktadir. Son vyillarda yapilan c¢alismalar, meme kanseri ve malin
hepatositlerde miR-21 baskilanmasinin 0Ozellikle invazyon ve metastazda
azalmaya sebep oldugunu gostermektedir. iki yeni kesfedilen miR-21 hedefi,
programlanmis hidcre olumu 4 (PCDC4) ve maspin, bu konuyu

kapsamaktadir (272).
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1.2.3.5. Hematopoezde miRNA

miRNA’ lar, normal hematopoezde ¢ok onemli rol oynar ¢unki
neredeyse her asamada hematopoetik farklilagsmayi dizenlemektedirler ve
MiRNA ekspresyon anomalileri, hematolojik maliniteleri iceren birgok hastalik
ile iligkilidirler. miRNA’ lar tam aydinlanmamis mekanizmalari yoluyla
onkogen ve tumor slpresor gorevi gormektedirler. Bununla birlikte, miRNA’
larin tumor olusumundaki rollerini anlamamiza olanak saglayan bazi ipuglari
vardir. ik olarak belirtildigi sekilde miRNA’ lar hedef transkriptlerinin
ekspresyonlarini asagl-regule eder ve ya degredasyonlarini
indUklemektdsrler. Onkogenik miRNA’ lar, timdr baskilayici mRNA’ larin
ekspresyonlarini hedef alarak onlar saf digi birakmaktadirlar. Onkogenik
miRNA'’ larin artmis miktarlari tUmor baskilayici proteinlerin ekspresyonunu
durdurup, hicre proliferasyonunu arttinr  ve/veya hicre o6lUmunu
baskilamaktadir. Diger yandan, timor baskilayici miRNA’ lar onkoprotein
kodlayan mRNA’ lari hedef almaktadir. Bu miRNA’ larin artmis seviyeleri,
onkoprotein benzeri hicrelerin hayatta kalmalari ve ¢ogalmalarinda artiga
sebep olmaktadir. Normal hematopoezde miRNA ekspresyonu, fare ve insan
hematopoetik dokularda calisiimistir ve bu kiguk, kodlanmayan RNA’ larin
hematopoezin hemen hemen her asamasinda kritik roller aldiklar
gOsterilmistir. Ayrica, insan ve fare hematopoetik hucrelerinin - miRNA

ekspresyonlarinda bazi farkliliklar vardir (195).

1.2.3.6. Kronik Myeloid Lésemide miRNA

KML hicre hatlarinda, miR-17-92 kumesinin yukari-regulasyonu,

kirlma noktasi kimelenme bolgesi-c-abl onkogeni (BCR-ABL) ve c-MYC, v-
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myc myelositomatoz viral onkogen homologu (c-MYC) ile indUklenen
transaktivasyonun bir sonucu olarak tanimlanmistir. Ozellikle, pri-miR-17-92
ekspresyonu erken kronik fazda BCR-ABL-MYC yoladi ile induklenebilir
ancak, blast krizindeki KML hastalari igin bu durum gecerli degildir. miR17 ve
miR20 E2F1’ i negatif bir feedback ilmikte hedeflerken: miR-17-92 kimesi
ekspresyonu E2 transkripsiyon faktort ailesinin (E2F1-3) 3 Uyesi ile reglle
edilebilir (252). ilging bir sekilde, E2F3 baglanmasi predominantken, miR-17-
92 normal hicrelerde hicre proliferasyonunu indikler: neoplastik dokuda ise
E2F1 baglanmasi apoptozu indikler. E2F ve MYC, miR-17-92 kimesi
ekspresyonu igin regulator sinyal olusturarak birbirlerini transaktive ederler.
Normal kontrollerle kiyaslandiginda, KML’ |i hastalardaki mononukleer ve
CD34" hiicrelerindeki miRNA ekspresyon profillerinde, KML hiicrelerinde
miR-96 yukari-reglle olurken, miR-10a, miR-150 ve miR-151’ in asagi-reglle
oldugu saptanmistir. miR-10a’ nin asagi-regtilasyonu BCR-ABL1 aktivitesine
bagimli degildir ancak, yukari-akis transkripsiyon faktori 2’ nin asir
ekspresyonu ile iliskilidir. Bu durum, miR-10a’ nin, USF2 ekspresyonunu
arttirarak KML’ de hicre proliferasyonuna katkida bulundugunu isaret

etmektedir.

1.2.4. HOCRE OLUM MEKANIZMALARI

Yakin zamana kadar hicre dlumdnin programli ve programsiz hicre
olumu olmak Uzere 2 yolla gergeklestigi ve apoptozun tek programli hicre
O0lumu oldugu dusinulmekteydi. Ancak 1960 yilindan beri alternatif programli

hicre 6lum yollarinin oldugu bilinmektedir.

1990’da Clark ve arkadaslari programli hiicre 6lumuani morfolojik olarak
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uce ayirmislardir. Hicre dlimandn morfolojik siniflandiriimasinda apoptoz tip
1 hicre o6lumu, otofaji tip 2 hicre 6lumi ve morfolojik olarak nekroza

benzeyen non-lizozomal pargalanma ise tip 3 hlicre 6lumudur (82).

1.2.4.1. Apoptoz

Kerr ve ark.” nin yaptiklari ¢alismayla 1971 yilinda ‘buztsme nekrozu’
olarak tanimlanmasinin ardindan 1972 yilinda ayri digmek anlamina gelen
‘apoptoz’ terimi literatire kazandirilmistir. Apoptoz ile ilgili ¢alismalar
hizlanmasi ise 1983 yilinda Duke ve arkadaslarinin apoptozda
endonukleazlarin  aktive olarak DNA kiriklarina neden  oldugunu
gOstermesiyle basglamistir, apoptozu pozitif ve negatif yonde diuzenleyen

proteinler belirlenmesiyle devam etmistir (238).

Apoptoz genetik olarak kontrol edilen, hasta ve gerekmeyen hucrelerin
kendi kendilerini yok ettikleri, RNA, protein sentezi, enerjiye gereksinim
duyan bir olaydir. Canli organizmalarda apoptoz; embriyonal gelisme,
metamorfoz, erigskinde hormona badimli invollsyon, strekli ¢cogalan hucre
gruplarinda hucre azalmasi, immun hdcrelerin sec¢imi, tumorlerde hucre
olumu, sitotoksik T-hucreleri ile olugturulan hiucre olumu gibi ¢ok sayida

fizyolojik ve patolojik olayda izlenebilmektedir (60, 132, 182).

Organizmada homeostazin korunmasi igin htcrelerin dogru zamanda
dogru miktarda apoptoza gitmesi ve bu dengenin bozulmamasi
gerekmektedir. Kanser, viral enfeksiyonlar, otoimmun hastaliklar ve
rejenerasyonda apoptozun proliferasyondan az oldugu; noérodejeneratif

hastaliklar, iskemi/reperfizyon hasari, karaciger yetmezligi gibi distrofik
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durumlarda ise apoptozun proliferasyondan fazla oldugu gdézlenmistir (105,

132).

Olimcil bir uyaridan sonra apoptozun baglama siiresi hiicre tiplerine
gore farklihk gosterse de, apoptoza ait morfolojik degisiklikler hepsinde

benzer olup, 2-4 saat icinde gelisir.

Apoptotik hucrelerde mikrovillus benzeri yuzey organellerinin ve hucre-
hidcre tutunma molekullerinin kaybi gozlenmektedir. Hucre su kaybederek
bizulmesi ve sitoplazma yogunlasir. Sitoplazmik baloncuklar ve apoptotik
cisimlerinin olusumu gozlenmektedir. Kromatinler nukleus membranina yakin
bdlgelerde yogdunlasir ve DNA apoptotik hlcrelere 6zgu bantlasmalar
gOsterir. Hucresel membranlar butunliklerini  korurlar ve endoplazmik

retikulum digindaki organeller genel olarak saglamdirlar (60, 132, 182).

Hicre membraninin i¢c tabakasinda yer alan fosfatidil serinin,
aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis ylzine goé¢ etmesi
apoptotik htcrelerin komsu hucreler tarafindan taninip fagozite edilmelerini
saglamaktadir. Hucreler fagozite edildiklerinden dolayr apoptozda

iltihaplanma gézlenmemektedir (105, 132).

Apoptoz DNA hasari, hucre ici kalsiyum seviyesinde artis, hicre igi
pH’da disme, metabolik bozukluklar ve hucre siklus bozukluklari gibi hucre
ici sinyallerle uyarilabilmesinin yani sira g¢evresel yasam sinyallerinin ve
blylime faktorlerinin yetersizligi, 6lim reseptorlerinin aktivasyonu, toksinler
ve radyasyon gibi hucre digi sinyallerle de uyarilabilmektedirler. Hlcreye

gelen apoptotik sinyaller hiicre ici proteaz sistemi olan kaspazlarin ve ICE-
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benzeri proteazlarin aktivasyonuna neden olmaktadir. ICE-benzeri proteazlar
granzimlerle aktive olmaktadir. Normalde inaktif halde bulunan kaspazlar ise
apoptozdaki hucreler tarafindan aktif hale gegmekte ve kaspaz kaskadi
olugsmaktadir. Kaspazlar hucre i¢in esansiyel proteinleri sistein ve aspartik
asit aminoasitlerinden keserek onarilamaz hale getirirler. Kaspazlarin
aktivasyonu, mitokondriyal (intrinstik) yolak ve hicre oOlum reseptor

(ekstrinstik) yolagi ile saglanabilmektedir (93, 138).

Oluim reseptor yolaginda, CD95 (APO-1/Fas), TRAIL (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand) —R1, TRAIL-R2, TNF-R1, DR3 ve DRG6 gibi timor
nekroz faktér reseptorleri (TNFR) cok blyluk 6nem tasimaktadir. Fas
proteinini az miktarda ifade eden inaktif T-lenfositler aktivasyona neden olan
bir antijenle karsilastiklarinda daha fazla miktar Fas proteini, ve timoér nekroz
faktor (TNF), APO3L, TRAIL gibi Fas ligandi sentezlemeye baslamaktadirlar.
Sentezlendiginde iglevsiz olan Fas proteinleri birka¢ giin sonra fonksiyonel
hale gelip ligandlarina baglanabilmektedirler. Baglanma sonucu Fas proteini
tastyan hucreler apoptoza girmek icin gerekli sinyali olusturmaktadir. Bu
sinyal prokaspaz-8 ve prokaspaz-10’un aktivasyonu saglamasindan sonra
kaspaz-8, prokaspaz-3'un aktivasyonunu saglamakta ve kaspaz kaskadi

olusmaktadir (25,132).

Mitokondriyal  yolaktaki ana  degigiklik  mitokondri membran
gegirgenliginin  bozulmasidir. Mitokondri i¢ zarinda bulunan ve ATP
sentezinde godrev alan sitokrom ¢ membran gecirgenliginin artmasi sonucu
mitokondriden sitoplazmaya salinir. Sitokrom ¢’ nin mitokondriden salinimiyla

iligkili olan Bcl-2 ve onunla rekabet eden Bax ve Bad proteinleri arasindaki
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dengenin bozulmasiyla apoptoz uyariimaktadir. Bcl-2 mitokondriden Sitokrom
c c¢ikisini dnleyerek apoptozu engellerken, Bad, Bcl-2’ ye baglanarak, Bax
ise, Sitokrom c ¢ikisini saglayarak apoptozu tesvik etmektedir. Sitokrom c,
apoptotik proteaz aktive edici faktér (Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile apoptozom
kompleksini olusturmaktadir. Apoptozom kompleksi prokaspaz-9'u aktive
kaspaz-9'a donustirmekte ve kaspaz-9 prokaspaz-3’in aktivasyonunu

saglamaktadir (132, 192).

Son doénemlerde bulunan andoplazmik retikulum aracili yolakta ise,
hicre icinde kalsiyum artisiyla endoplazmik retikulum membraninda yer alan
kaspaz-12 aktive ve kaspaz 9 Uzerinden kaspaz kaskadinin aktivasyonunu

saglamaktadir (227).

1.2.4.2. Nekroz

Nekroz, hipoksi, anoksi, fiziksel ve kimyasal hasar, hipertermi,
kompleman aktivasyonu, UV 1gik gibi zararli uyaranlar sonucu kazara olugan

patolojik hiicre 6lumu olarak tanimlanmaktadir (132, 137).

Nekrozun  baglatimasi ve  kontrolinde, programli  kontrol
mekanizmalarinin etkili oldugunun gosteriimesiyle 2005'de Nomenclature
Committee on Cell Death (NCCD) de hlcre membran butinlGgunin
bozuldugu, hilcrede sisme ve organellerde pargalanmanin goruldugu

morfolojik bir terim olarak tanimlanmasi uygun goérulmustar (137).

Nekrozda hulcrede ilk gozlenen degisiklik hicrenin ve mitokondrilerin
sismesidir. Hlcre zart  diuzgunlesmekte membran  butinligundn

bozulmaktadir. Apoptozdan farkli olarak membran gegirgenliginin artmasiyla
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sitoplazmanin ve nukleus igeriginin hicreler arasi bosluga salinmasi

nedeniyle inflamatuvar olaylar gézlenmektedir (132).

1.2.4.3. Otofaji

Kelime anlami olarak kendi kendini (oto) yeme (faji) anlamina gelen
otofaji, hucresel komponentlerin lizozomal mekanizma tarafindan degrade
edilmesini saglayan, genetik olarak kontrol edilen fizyolojik bir iglemdir.
Dolayisiyla, organellerin geri donisumu saglanmakta ve enerji Uretiminin

surdurulmesi i¢cin monomerler Uretilmektedir(59).

Otofajinin 1960’ yillara tanimlansa da, 1990’larda Oshumi ve
arkadaslari, mayalarda yaptiklari calismada otofajiyle baglantili genleri

tanimlayana kadar genetik temelinine yonelik ¢alismalar yapiimamistir (82).

Otofajinin tum Okaryotik canlilarda gercgeklesen, hucrelerin gereksiz,
asirn oranda, hasarli organellerini ve makromolekullerini yiktigi, evrimsel
surecgte korunmus bir olaydir. Otofaji sirasinda yikima ugratilacak organel ve
proteinler sitoplazmada olusturulan preotofagozom membran sistemi ile
cevrelenir. Daha sonra ¢ift katlh membranli kesecikler icine hapsedildiginde
de preotofagozomlar, otofagozom adini alirlar. Otofagozomlarin lizozomlarla
birlesmesiyle makromolekuller lizozomal enzimlerle yikima ugratilirlar ve ATP
ve yeni proteinlerin sentezi icin kullanilirlar. Boylece hucreler kendi organel
ve proteinlerini enerji Uretimi igin kullanarak besin yoklugu ve buytime faktor
cekilmesi gibi metabolik stres durumlarina adapte olup, canhliklarini

surdurebilmektedir (82, 105, 216).

Otofaji eksikliginde ubikitinlenmis proteinlerin ve deforme organellerin
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birikmesi, hlcresel dejenerasyona neden olmaktadir (159). Kas hastaliklari,
kanser, enfeksiyon hastaliklari ve Huntington, Alzheimer, Parkinson gibi

ndrodejeneratif hastaliklarda otofajik bozukluklar gézlenmektedir (202).

Metabolizmanin dizenlenmesi, hicre farkhlasmasi, yaglanma gibi
fizyolojik hlcresel olaylarda ve bagisiklik sisteminde rol alan otofajinin ayni
zamanda hucre hayatta kalimi ve olumu arasinda karmagsik baglantilar
oldugu son yillarda ortaya konmustur. Otofaji hlcre iginde uzun dénem
devam ettiginde ve apoptoz mekanizmalari bozuk hucreler olume
zorlandidinda, otofajinin hlcrelerde bir hicre 6lim ¢esidi olarak kullanildigi

One surdlmustar (82, 105, 216).

Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak Gzere 3 farkl
otofaji mekanizmasi tanimlanmistir (Sekil 21). Makrootofaji, protein
parcalarinin ve hasar gérmus organellerin par¢calanmasinda en 6nemli roll
oynamaktadir ve otofagozomlarin olusumuyla karakterizedir. Makrotofajik
yikim igslemi 4 fazda ilerlemektedir. ilk faz besin, oksijen, hormon, biiyiime
faktord ve enerji miktari, is1, hicre yogunlugu, kemoterapik ve radyoterapik
tedavilerin algilanmasinda ortaya ¢ikan sinyal kaskadlar araciligiyla olusan
hiicresel stresle baglayan indiiksiyon fazidir. ikinci fazda sitozol ve organeller
otofagofor olarak bilinen PI3-P'’ce zengin endoplazmik retikulum
membranlarinin bir araya gelerek olusturdugu membran ile gevrelenmekte ve
otofagozom denen cift katl membranli kesecik olusmaktadir. Uglincli fazda
otofagozom lizozom ile birleserek hidrolazlari bulunduran otolizozom yapisini
olusturmaktadir. Son faz ise makromolekullerin lizozomal enzimler ile yikilip,

yeniden donguye girmeleriyle tamamlanmaktadir (50). Otofagozomlar
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maktadir.(26, 163).

Mikrootofaji, az miktarlardaki sitoplazma igeriginin direk olarak lizozom

araciligiyla pinositozu olarak tanimlanmaktadir (26, 163).

Saperon aracih otofaji ise, diger otofaji ¢esitlerine gore daha segicidir.
Sadece KFERQ benzeri aminoasit motifleri igeren proteinler, HSC70 iceren
saperonlar tarafindan taninip lizozom membranina tagsinmakta ve yikima
ugratilmaktadir. Lizozom membraninda bulunan LAMP-2 saperon KFERQ
motifli protein kompleksini tanimasiyla protein katlantilari agiimakta ve yikima

ugratilacak proteinler membrani gecerek yikilmaktadir (26, 163).

fizezoin 6 Mikrootofaji
N

Sareron

Otofagozom

N

aracih otofaji

Fagopor Saperon

Katlanmams

substrat

Q o Makrootofaji protein
OO Permeaz
Sitoplazma ’ Lizozomal

hidrolaz

Membran
kaynag

O/ Otolizozom
Sekil 21. Otofaji Cesitleri (163)

1.2.4.3.1. Otofaji Mekanizmasi

Mayalarda yapilan c¢alismalar sonucu bulunan ve Okaryotlarda da
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karsiligi bilinen otofajik zarlarin olusumunda ve bunlarin uzayarak kesecik
haline gelmesinde rol oynayan proteinler "otofaji ile baglantili proteinler" (Atg

proteinleri) olarak adlandiriimiglardir (77, 261).

Hucrede  otofagozom olusumu "otofaji olusum merkezi"
(Preautophagosomal structure, PAS) adi verilen ve memelilerde endoplazmik
retikulum ile golgi cisimciginin arasinda oldugu dugunulen bolgede
bagslamaktadir. Otofaji ile baglantili proteinlerden ilk basamakta gérev yapan
Atg6 (memelilerdeki Beklin-1) proteinidir ve sinif Il fosfoinositol 3-fosfat
(PI3F) kinaz Vps34' 0n aktivitesini dizenlemektedir. PI3F kesecik
olusumunda rol oynayan proteinleri kendisine baglayarak otofaji olusum
merkezine yonlendirmektedir ve otofagazom membraninin ¢ekirdegi
olusturmaktadir. Membranlarin uzamasi ve kesecik halini almasi Atg12—-Atg5
ve Atg8- fosfatidilethanolamin konjugasyon sistemi olan 2 Ubikitin benzeri
sistem tarafindan kontrol edilir. Atg12-Atg 5 konjugasyon vyolagi Atg
proteinleri farkli 2 enzim sayesinde birbirlerine kovalent olarak izolasyon
membraninin dis ylzeyine baglanmaktadir. ikinci Ubikitin benzeri sistemde
ise bir fosfotidiletanolamin (FE) yag molekuill, Atg8 (memelilerde LC3)
proteininin  sondan 6.aminoasiti olan glisinene kovalent olarak
baglanmaktadir. Diger ubikitin kompleksleri Atg8/LC3' Gn FE' ye baglanmasi
icin gereklidir. Ayrica FE’ nin baglanacagi glisin aminoasitleri ortaya
cikabilmesi icin LC3’ Gn C-ucunda bulunan 5 aminoasit Atg4 proteazi ile
uzaklastirimahdir. LC3 FE baglaninca ¢ozilebilir halde bulunan sitoplazmik
formundaki LC3-I, otofagozom iligkii membrana bagh formu LC3-II' e
donusmektedir. Atg4 kesecik olusumu sonrasinda gorevi tamamlanan LC3

proteinlerini yagdan kopararak yeniden kullaniimalarini saglamaktadir.
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Otofagozom daha sonra lizozomla birleserek yikim gerceklesmektedir (67,

77, 256).

Sentez sonrasinda LC3 proteolitik reaksiyonlar sonrasinda sitoplazmik
lokalizasyonda bulunan LC3-I’ e donlismektedir. LC3 II' nin artmis seviyeleri
hicrelerde otofagozom olusumu ile iligkilidir. Bu nedenle LC3-Il ge¢ donem
otofaji indikatdéri olarak kullanilirken, izolasyon membranlarinin PAS’ da
toplanmasi agsamasinda kontrol mekanizmasi olarak gorev alan beclin-1 ise

erken donem otofaji indikatoru olarak kullaniimaktadir (158).

1.2.4.3.2. Otofaji Kontrol Mekanizmalari

Otofaji kontrolinde 2 oOnemli sinyal yolagi, sinif Ill ve sinif |
phosphoinositol 3 fosfat (PI3F) rol oynamaktadir. Sinif Il phosphoinositol 3
fosfat (PI3F) kinaz otofajik kesecigin olusumunu baslatirken sinif | otofajiyi

negatif ydonde kontrol etmektedir.

Sinif | fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)/ protein kinaz B (Akt/PKB),
mitojenik uyarilarla aktive edilen ve hucre buyimesini uyaran sinyal yolagidir.
Sinif | fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)/ protein kinaz B /Akt yolaginin aktif
haldeki Akt'nin otofajik aktivitenin inhibisyonunda énemli rol oynayan TOR
protein kompleksini aktive ederek otofajiyi baskiladigi bilinmektedir.
(PIBK)/Akt/mTOR sinyal yolagini inhibe eden timor baskilayici bir gen olan
PTEN, (PI3K)/Akt/mTOR sinyal yolaginin inhibisyonu ile hicreleri otofajiye

goturmektedir (223).

Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) protein kompleksi;

hicrelerde protein sentezi ve hucre proliferasyonunu kontrol eden bir kinaz
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sistemidir. mMTOR hlcre dongusinde Giden S fazina geciste dnemli olan
mMRNA’ larin transkripsiyonunu saglayan serin/tironin kinaz sistemi Uyesidir.
mTOR; protein sentezi, transkripsiyon ve ribozom olusumu gibi anabolik
olaylari aktive ederek ve RNA yikimi, otofaji gibi katabolik olaylari inhibe
ederek hucre cogalmasini saglamaktadir. Hucresel stres durumlarinda
mTOR molekllinin baskilanmasi ile hicrelerde otofaji aktif hale
gelmektedir., mTOR otofaji kontrolinin ilk basamaklarindan itibaren

devrededir (70).

Otofagozom olusumunda 6nemli olan diger faktér BARdomain igeren
endofilin ailesi Gyesi bir protein olan Bif-1, Beklin1-Sinif lll PI3K kompleksine
baglanarak membranlarin kivrilmalarini saglar. Lipit fosforilasyonu ve

otofagozom uzamasinda gerekli faktorleri ortama baglamada gorevlidir (70).

1.2.4.3.3. Otofaji Apoptoz iliskisi

Apoptoz ve otofaji morfolojik 6zellikler ve mekanizma bakimindan
farkhlik goésteren olaylar olsa da, bu iki hiicre 6lum c¢esidi arasinda karmasik
bir iliskinin oldugunu ortaya konmustur. Apoptoz ve otofaji arasindaki iligkiyi
aciklamaya yonelik dort farkli gorus ortaya atilmistir. Bunlardan ilki otofajinin,
apoptotik hucre olumunun baskilandigi kogullarda, hucreleri 6lume getiren
mekanizma oldugudur (258). ikinci goris, otofajinin de apoptozla koordineli

olarak hucre 6lumune yol acabildigini savunmaktadir.

Apoptoz temel olarak nukleus degisiklikleri ve kromatinin yikimi Uzerine
giderken, otofaji sitoplazmik materyallerin  yikimi ile bagladigindan

sitoplazmik organellerce zengin ve buyuk ¢ekirdegi olan hucrelerde koordine
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bir sekilde ¢alisarak hticreyi 6lime getirmeleri anlamlidir (194).

Uglincl gériis, otofajinin hicre élimiinden kagis mekanizmasi olarak
apoptozu baskilayip, hicrenin hayatta kalmasini sagladigidir. Otofaji stres,
ilag, radyasyon gibi etkenlere maruz kalan hucrelerde anormal ve hasarli
hicre elemanlarinin yikimini  saglayarak hucrenin Olume gitmesini
engellemektedir. Diger yandan otofaji inhibe edildiginde hlcrelerde apoptotik

hicre 6limu artmaktadir (18).

Doérdincl gorus ise, otofaji kendi basina 6lime yol agmamakta,
apoptoza yardim etmedigi yani otofajinin apoptoz dncesi bulunmasi gereken
on kosul oldugudur. Otofaji, apoptotik siregte besin yoklugunda hicre zari
tomurcuklanmasi, apoptozom kompleksinin olusumu, fosfatidilserinin hlcre
dig zarina transferi gibi ATP gereksinimi duyan olaylara ATP saglamaktadir

(63).

1.2.4.3.4. Otofaji Kanser iliskisi

Tumor gelisiminde, asiri buyume faktor sinyalizasyonu ve yapisal
PIBK/AKT/mTOR aktivasyonu olusturarak hiicrede protein sentezi ve
proliferasyonu arttirmaktadir. Bu sebeple hicrede enerji ihtiyaci
olusmasindan ve sinirli anjiyogenezden dolayi besin ve blylime faktoru
yoklugunda timor hdcrelerinde otofajide artis oldugu, hicrelerin 6limden
otofaji ile kacgtigi ve hiicrelerdeki otofaji inhibe edildiginde, hiicrelerin apoptoz

ile 6ldugu gozlenmistir (20, 33, 50, 154).

Deneysel modellerde otofajinin spesifik ilaglarla inhibisyonu malin

glioma hucrelerinin radyoterapiye yanitlarini arttirmasi otofajinin hayatta
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kalma mekanizmasi oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmistir.
Lenfoma fare modelinde otofaji inhibisyonu apoptoz indliksiyonunu
arttirmaktadir. Ayrica adjuvan tedavide, otofaji inhibitorleri kanser hastalari

icin apoptozu indukleyen antikanser tedavilerinin etkisini arttirmaktadir (50).

Sonu¢ olarak guncel c¢alismalar otofajinin  kanser hucrelerinin
sagkalimini baski altinda  tutabilecegini isaret  etmektedir. Bu
nedenle, otofajinin kanser patogenezindeki rolinin aydinlatiimasi ile, yeni

teropo6tik midahale noktalari ortaya ¢ikarilabilinir (59).

1.2.4.3.4.1. Otofaji Losemi iligkisi

Losemi tedavisi son yillarda ¢ok ilerlemis olmasina ragmen, tanimlayici
ve eksiksiz bir tedavi halen bulunmamaktadir. Lésemide siklikla otofaji
deregule edildiginden, ilerideki buluglarin klinik yansimalari olacagi agiktir

(59).

ABL kinazin otofajinin son basamaklarini regule ettigi bilinmektedir.
ABL kinaz inhibisyonu hicrelerde otofagozom birikimine ve otofajini

baskilanmasina neden olmaktadir (235).

Bircok acidan KML, I6semi kok hucreleri, onkogen bagimliligi ve hedefli
tedaviler icin bir model hastalik ve paradigmayi temsil etmektedir. Tirozin
kinaz inhibitorlerinin KML tedavisinde kullanilmasinin baslanmasiyla,
hastaligi tedavi etmek icin oral olarak uygulanan, toksik olmayan ajanlarin
kullanildid1 bir yola ¢ikilmis olundu. Kronik fazdaki hastalarin tedavisindeki en
blaylk engel onkogen bagimh olmayan ve tirozin kinaz inhibitorlerine direngli

olan kanser kdk hucre populasyonudur. Tirozin kinaz inhibitorlerinin KML kok
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hicrelerini koruyan otofaji prosesini indiklediginin kesfedilmesi, tirozin kinaz
inhibitorleri ve otofaji inhibitérlerinden klorokinin kombine kullaniimasinin

KML tedavisinde etkili sonuglar dogurabilecegini disundurmektedir (101).

1.2.5. HUCRE MODELLERI

KML Modeli Hucre Hatti; K562

Biiyiime Ozellikleri: Siispansiyon

Organizma: Homo sapiens (insan)

Morfoloji: Lenfoblast

Kaynak: Kemik iligi

Hastalik: Kronik Myeloid Lésemi (KML)

Tumorigenik: Evet

Antijen Ekspresyonu: CD7 (%25)

Yas: 53

Cinsiyet: Kadin

Yorumlar: K-562 devaml hicre hatti 53 yaginda kronik

myeloid |6semili bir kadinin plevral efliizyonundan, terminal blast krizindeyken
elde edilmigtir. Hlcre populasyonu yuksek oranda farklilasmamis olarak
karakterize edilmigtir. Anderson ve arkadaslarinin ylzey membranlari
Uzerinde vyaptiklari calismaya goére, K-562' nin insan eritroldsemi serisi
oldugu sonucuna varilmigtir. K-562 hicre hatti, “dogal 6ldirici” yonteminin
yuksek duyarlihkta in vitro hedefi olarak yaygin olarak kullaniimaktadir.
K-562 blastlari multipotansiyel, hematopoetik malin hucrelerdir ve spontane
olarak eritrositik, granulositik ve monositik serilerin  farkedilebilir
progenitorlerine farklilagabilirler. Karyotipik calismalarda Philadelphia
kromozomu tespit edilmistir ve hat EBNA negatiftir.

Uretme: Bu hucre hatti icin besiortami olarak Iscove's
Modified Dulbecco's (IMDM) kullanilacaktir. 4mM L-glutamin,4500 mg/L
glukoz, ve 1500 mg/L sodyum bikarbonat eklenerek besiyeri modifiye
edilecektir. Tam blyUime ortami elde etmek icin baz ortama, final
konsantrasyonda %10 fétal sigir serumu eklenecektir.

Atmosfer: Hava, %95; karbondioksit (CO;), % 5
Sicakhk: 37,0°C
Subkiiltir elde etme: Kalturin sagkalimi igin taze ortam ilave edilecek

ve ya degistirilecek. Yeni kiltiirler 1 X 10° canli hiicre/ml ile baslanacak.
Subkiiltiirat 1 X 10° hiicre/ml.

Medyum yenileme: Her 2 - 3 gunde bir
Dondurma ortami: Tam buyume ortami %95; DMSO, %5
Stoklama sicakhg: Sivi nitrogen buhar sicakhigi (9)

Imatinib Direncli Hicre Hatti; K562/ima3

3 UM imatinibe direng gosteren K562 hicre hattidir.
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Kontrol Grubu Hucre Hatti; NCI-BL2171

Blyume : Suspansiyon

Organizma: Homo sapiens (insan)

Morfoloji: Lenfblast

Kaynak: Periferal kan

Hucre tipi: B lenfoblast; Epstein-Barr virus (EBV) ile
transforme edilmis.

Yas: 50

Cinsiyet: Erkek

Etnik koken: Beyaz irk

Uretme: Baz besiyeri RPMI-1640 Medyum, (Catalog No.

30-2001). Final konsantrasyonda %10 olacak sekilde FBS eklenecektir.
Sicakhk: 37,0°C

Subkiiltir: Kaltirin devamlihgr taze medium ilave edilerek
veya tamamen degistirilerek saglanacaktir. Kiltire 1x10° canli hiicre/ml
olacak sekilde baslanip, 1-3 x 10° hiicre/ml hiicre sayisina ulasildiginda

pasaj islemi gerceklesecektir.
Medyum Yenileme: Hucre yogunluguna gore her 3-4 gunde bir
medyum dedgistirilecektir.

Dondurma ortami: Kalttr ortami, %95; DMSO, %5 olacak sekilde
ayarlanip, buz iginde kriyotlplerde dondurulacaktir.

Saklama sicakhigi: Sivi nitrojen buhar fazi (9)

Philadelphia Kromozomu Negatif Losemi Hiucre Hatti; HL-60

Buyiime ozellikleri: Suspansiyon

Organizma: Homo sapiens (insan)
Morfoloji: Miyeloblastik

Kaynak: Peripheral kan

Hastalik: Akut promiyelositik [6semi
Hicre tipi: Promiyeloblast
Tumorigenik: Evet

Onkogen: myc +

Yas: 36

Cinsiyet: Bayan

Koken: Beyaz

Aciklamalar: HL-60 S.J. Collins tarafindan 36 yasinda akut

promyelositik [6semili beyaz irk bir bayanin periferal kan hicrelerinden
I6koferez ile elde edilmistir. HL-60 hicreleri spontane olarak farklilasabilr ve
farkhiliasma butirat, hipoksantin, forbol mristik asit (PMA, TPA),
dimetilsulfoksit (DMSO, 1% to 1.5%), aktinomisin D, ve retinoik asid
tarafindan stimule edilebilir. Hlcreler kemotaktik uyaranlara fagositik aktivite
ve yanit sergilerler. Bu hat myc onkogen ekspresyonu igin pozitiftir.

Uretme: Baz medyum olarak Iscove's Modified Dulbecco's
Medium, (Catalog No. 30-2005). Buyume ortamina final konsantrasyonda
%20 fetal sIgir serumu ilave edilecektir.
Atmosfer: Hava, %95; Karbondioksit, %5
Sicaklik: 37,0°C
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Subkiiltir: Kaltarin devamhligi taze medyum ilave edilerek
ve ya tamamen degistirilerek saglanacaktir. Alternatif olarak, kultarler
santrifiij sonrasi slispansiyonda 1 X 10° canli hiicre/ml olacak sekilde taze
besiyeri ile devam ettirilecektir.

Hucre konsantrasyonunun 1 X 108 hicre/ml’yi gegmemesi saglanacaktir.

Medyum yenileme: 2-3 gunde bir

Dondurma ortami: Kaltur ortami, %95; DMSO, %5 olacak sekilde
ayarlanip, buz igcinde kriyotlplerde dondurulacaktir

Saklama sicakhigi: Sivi nitrojen buhar fazi (9)

insan Léosemi Kanser Kok Hiicre Hatti

Organizma: Homo sapiens (insan)
Kaynak: Insan |6semi kanser dokusu
Donorler: Kan dondr enfeksiyoz hastalik paneli (ABO/RH,

Hepatit B yiizey antijeni, HIV1 ve 2, Sifilis, hepatit B ¢ekirdek, insan T
Lenfosit Viris 1 ve 2, Hepatit C Virlus, Antibadi incelemeleri, HIV 1 HCV igin
Nukleik Amplifikasyon Testi, Bati Nil Virlsl ve Antibodies to Trypanosoma
cruzi i¢in antibody testi) uygulanmistir.

Kultlir medyumu: Celprogen insan (Parental) Lésemi Kanser Kék
Hucre Tam Buyume Medyumu

Flask: insan (Parental) Lésemi Kanser Kok Hiicre
Ekstraselller Matriksi kapl flask

Ortam degisikligi: 48 saatte (medium pembeden sariya dénince)
Subkdltir: 24-48 saatte bir insan (Parental) Lésemi Kanser
Kok Hucre Ekstraseluler Matriksi Uzerinde

Blyume: %95 tutunan %5 suspanse hucreler karigiktir.
Sicaklhk: 37°C

CO.: %5

Pozitif markerlar: Oct-4, CD133(3-5%), telomeraz, AP, CA199, CEA
Saklama kosullari: Sivi nitrojen buhar fazi (34)
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BOLUM II

2.1. GEREG VE YONTEM

2.1.1. Hicre Kiltiiri

Hacre hatlar, laboratuvar calismalarinda ve in vitro kanser
arastirmalarinda model olarak siklikla kullaniimaktadir. Hicre hatti
kullaniminin bir takim avantajlari bulunmaktadir. Muamele edilmeleri kolaydir
ve sinirli kogullarda bile limitsiz Greyebilme yetenegindedirler. Ayrica, yuksek
derecede homojenite gosterirler ve donmus stoklardan kolaylikla kullanilir

hale getirilebilirler.

In vitro kosullarda gergeklestirilen hucre kualturd caligsmalarinda
kullanilan besi ortami, hucrelerin in vitro kosullar altinda yagayabilmeleri,
blylyebilmeleri ve proliferasyonu icin uygun olmali ve gerekli maddeleri
icermelidir. Hucre hatlari uygulanacak islemlere hazirlamak igin 25 ve 75 cm?
lik flasklar icerisine ekildiler. Kultlr ortami olarak 16semi kok hlcre hatti igin
Celprogen insan (Parental) Lésemi Kanser Kék Hicre Tam Biyime
Medyumu, HL-60 ve NCI-BL 2171 hicre hatlari icin RPMI 1640 (Biological
Industiries), K562 hlicre hatti i¢in Iscove's Modified Dulbecco's Medium, %10
Fetal Sigir Serumu (FBS), 2mM L-glutamin, %1 Penisilin/Streptomisin
(Biological Industiries) kullanildi. insan l6semi kanser kok hiicre hatti diger
hiicre hatlarindan farkli olarak, insan (Parental) Lésemi Kanser Kék Hiicre
Ekstraselliler Matriksi kapli flasklarda blyutildl. Hucrelerden yeterli Greme
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elde edilen kadar 37°C’ de %95 nem ve %5 CO;'li etlivde inkibe edildi.
Hucrelerin proliferasyonu, pasajlari ve takip islemleri Inverted Mikroskop

kullanilarak dizenli olarak takip edildi.

Calismamizda hacre hatlarindan, K562 hicre hatti Ph+ kronik myeloid
l6semi modeli, HL-60 hicre hatti Ph- I6semi modeli olarak ve kontrol grubu
olarak NCI-BL2171 I6semi olmayan normal hlcre hatti kullanildi. Imatinib
direncli hiicre hatti K562/ima3 hiicre hatti Dog. Dr. Yusuf BARAN’ dan (IYTE)

temin edildi. Ayrica ticari olarak elde edilen insan I6semi kanser kok hucre

hatti (Cat no: 36111-38P-T75, Celprogen) kullanildi (Sekil 22).

Sekil 22. insan I16semi kanser kdk hiicre inverted mikroskop goriintiileri

[. 5X buyutme Il. 10X buyuatme Ill. 20X blayutme

Hucrelere logaritmik doz arahiginda (1nM-100uM) imatinib (Cat no:
S1026, Selleckchem), dasatinib (Cat no: S1021, Selleckchem) ve ponatinib
(Cat no: S1490, Selleckchem) etken maddeleri uygulandi ve ajan veriimeyen
hdcre dizileri de kontrol grubu olarak paralel degerlendirildi. Imatinib 120 mM,
dasatinib ve ponatinib 48 mM olacak sekilde DSMO’ da ¢ozuldu.

Calismamizda kulanlar cihazlar ve kimyasallar Tablo 2’ de verildi
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Tablo 2. Huicre kultlrtinde kullanilan ekipmanlar ve maddeler

15 ve 50 ml falkon tip (Corning)

25 ve 75 cm? lik flask (Corning)
6'  mikroplak (Corning)

96'  mikroplak (Corning)
96' I mikroplak Opak (Corning)

Annexin V-EGFP Apoptosis Detection Kiti
(Biovision)
Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche)

COy'li incubator

Dasatinib (Selleckchem)

Derin dondurucu

DMSO (Sigma)

E-Plate (Roche xCELLigence System)
Etanol (Sigma)

Filtre 0,2 um (Millipore)

Fluroresan mikroskop

Fotal bovine serum (Biological Industiries)

Hassas terazi
HL-60 hticre hatti (ATCC)

Human GenoExplorer microRNA kit
(Genosensor)
Imatinib (Selleckchem)

Inverted mikroskop

Iscove's Modified Dulbecco's Medium
(Biological Industiries)
Isik mikroskobu

insan (Parental) Lésemi Kanser Kok Hiicre
Ekstraselller Matriksi kaph 75 cm2lik flask
(Celprogen)

2.1.2. Hiicre Canlilik Testi

Kultire edilen hicrelerin canliliklarini

insan (Parental) Lésemi Kanser Kok Hiicre
Ekstraseltler Matriksi kapli 6' I ve 96' li
mikroplak (Celprogen)

insan (Parental) Lésemi Kanser Kok Hiicre
Tam Biyime Medyumu (Celprogen)

insan I16semi kanser kok hiicre hatti
(Celprogen)

K-562 hiicre hatti (ATCC)

K-562/ima3 hiicre hatti (Dog. Dr. Yusuf
Baran)
Kloroform (Sigma)

Laminar Air Flow
L-glutamin (Biological Industiries)

Mitoprobe JC-1 Kit (Life Technologies)
NCI-BL2171 hiicre hatti (ATCC)

Neubauer Lam

Penisilin/Streptomisin (Biological Industiries)
pH-metre

Pipetman seti (0,1-1000ul)

Ponatinib (Selleckchem)

Premo Autophagy Tb/GFP TR-FRET LC3B
Expression Kit (Life Technologies)
Proteaz inhibitori (Roche)

RPMI 1640 (Biological Industiries)
Santrifij

Shaker
Sogutmal Santrifj
Total RNA Izolasyon Kiti (Roche)

Tripan Blue (Biological Industiries)
Vortex

ve sayilarini takip etmek

amaciyla, Tripan mavisi boyasi testi kullanildi. Buna goére, 50 pl suspanse

hicrelere 50 yl boya karigtirilarak, 1sik mikroskobu altinda htcrelerin canliligi
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ve sayisl "Neubauer" lam kullanilarak degerlendirildi. Bu amagla, "Neubauer”
lamda bulunan 4x4' |0k karelerden olugmus 4 alan sayildi. Tripan mauvisi
boyasini membran butunlugu bozuldugundan dolayi boyayi igine alip mavi
renkte gorunen hucreler 06lU, boyayi! icine almayanlar ise canli olarak
degerlendirildi. Canli hicre toplaminin ortalamasi alinarak dilisyon faktori ve
2x10* ile carpiimasiyla, ml basina diisen canli hiicre sayisi saptandi. Ayni
islem Olu hucreler icin de gerceklestirildiginde, ml bagina dusen 0Ol hucre
sayisi belirlendi. Hicre canlihdi ise, toplam hicre sayisinin canli hiicrelere %

olarak oranlanmasiyla belirlendi.

Lésemi ve normal hicre hatlarindaki hicre sayisinin validasyonu

Innovatis tip Cedex XS adli cihaz ile gergeklestirildi.

1. Esit hacimde hiicre ile Tripan mavi boyasi karistirildi. (Ornegin 10ul hiicre

10ul Tripan mavisi)
2. Cedex Olgim Slide'ina 10ul karigim eklendi.
3. Slide cihazin igerisine yerlestirildi.

4. Cedex yazihminda gerekli isim, dilusyon, tekrar sayisi girilerek, olgim

baslatildi.

5. Sonuglar, toplam hicre sayisi, stoktaki 6lU ve canli hlicre sayilari, canlilik

yuzdesi, agregat orani, ortalama hucre ¢api olarak alindi.

2.1.3. Sitotoksisite Analizi

Ticari olarak temin edilen etken maddelerin tUm hucre hatlarinda ayri

ayri sitotoksisitesini belilemek Uzere WST-1 (WST-1 Cell Proliferation
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Reagent,-Roche) yontemi uygulandi. WST-1, radyoaktif madde icermeyen ve
hlcre proliferasyonunun, canlihginin veya kemoduyarlihiginin
spektrofotometrik olarak olgtlmesini saglayan bir solisyondur. Bu yéntemin
temeli metabolik olarak aktif olan canli hucrelerin, sari olan tetrazolium
tuzlarini  keserek turuncu formazan boyasi rengine donustirmesine

dayanmaktadir. WST-1 ile hiicre canlihdi tespit edildi.

Model |6semi hucreleri 96-kuyucuklu platelerde baslangi¢ yogunlugu 1
ml'de 1x10° hiicre olacak sekilde ayarlanip her kuyucuga 100 pl hiicre
dagiltildi. Her hicre hattina 1 nM-100 yM araliginda etken maddeler ayri ayri
eklendi. Son siraya etken madde verilmedi, kontrol olarak kabul edildi. 24, 48
ve 72. saat inkibasyondan sonra her kuyucuga 20 yL WST-1 solisyonu
eklendi ve 15 dakika inklibe edildi. On bes dakikalik inkliibasyon suresinden
sonra olusan turuncu formazan boyasinin kantitatif élgimi 15 dk' da bir
mikroplak okuyucusunda (Multiskan FC, Thermo) 450 nm absorbans 620
referans araliginda Olcllecek ve kolormetrik olarak degerlendirildi. Etken
maddelerin ICsy degerleri Sigmoidal doz-cevap egrisi analizi ile “Calcusyn”

(Biosoft) yaziiminda hesaplandi.

2.1.4. Apoptoz Analizleri

Etken maddelerin ICsy dozlarinin hiicre hatlari Uzerindeki apoptotik
etkileri muameleden sonra 24., 48. ve 72. saatlerde calisildi. Etken madde ile
muamele edilmeyen grup kontrol grubu olarak alindi. Apoptoz analizleri 2

farkh yontem ile 3 replikali olarak ¢ahgildi.
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2.1.4.1. Annexin V Yontemi

Apoptoz indUksiyonu sirasinda meydana gelen ilk olaylardan biri
sitoplazma membraninin i¢ ylizinden digina dogru fosfaditilserin birikmesi ve
stabilizasyonudur. Dis yluzeyde, fosfaditilserin fagositoz i¢in hedef hicrelerin
belirlenmesinde gorev yapmaktadir. Anneksin-V fosfaditilserine spesifik
olarak baglanan 35 kilodaltonluk bir proteindir. Saglam hucrelerin
fluorokroma bagli anneksin-V ile boyanmasi apoptozun erken dénemlerindeki
hicreleri belirler. Membran butlinligunt 6lgen canli/6li hicre diskriminatori
propidium iyodur (PIl) ile birlikte kullanildiginda, erken apoptotik hucreler
(sadece anneksin-V pozitif olanlar) ge¢ apoptotik/nekrotik hicrelerden
(anneksin-V ve PI pozitif) ayristirilabilinecektir. Erken apoptotik faz oldukca
hizli gergeklesebilir ve canli ya da ge¢ apoptotik/nekrotik hicreleri goérinir
hale getirerek ortadan kaybolabilir. Bu nedenle, ge¢ apoptoz/nekroza
girmeden once erken apoptoza girdiklerini kanitlamak i¢in zamana bagimli bir

deney gerceklestirmek oldukga gereklidir.

Boyanmamig hicreler canlidir ve her iki agidan da negatiflerdir; Sadece
anneksin V ile boyanmis hucreler apoptotik hucrelerdir; ylzeylerinde
fosfatidilserin ekspresyonu bagslamistir ancak, sitoplazmik membranlarinin
gegirgenligine neden olan slrece henluz girmemislerdir. Geg¢ apoptotik
hicreler yuzeylerinde fosfatidilserin eksprese ederler ve hasar goérmus
membranlarindan PI’ yi iglerine alirlar. Annexin V EGFP Apoptosis Detection
Kiti (Biovision), apoptoz baslangicindan sonraki gdzlemlere dayanmaktadir:
Codu hucre tipi plazma membraninin i¢ yuzeyindeki fosfatidilserini hicre

yuzeyine transloke eder. Hucre ylzeyine geldigi zaman fosfatidilserin,
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fosfatidilserine yuksek affinite gdsteren ve gelistiriimis yesil flouresan proteini
(Enhanced GreenFluoresan Protein-EGFP) ile isaretli Annexin V ile
boyanarak kolaylikla belirlenebilir (Sekil 23). Analiz, akim sitometresi ya da
FITC filtresi kullanilarak floresan mikroskobu ile gergeklestirilebilir. EGFP,

diger floresan ajanlara gore daha parlaktir ve 1s1ga karsi daha kararhdir.

Sekil 23. Annexin V-EGFP yonteminde floresan mikroskobunda I.
DAPI ile gérantilenmis hicreler Il. FITC ile goérunttlenmis hicreler A. Canli

Hucre B. Apoptotik Hicre C. Nekrotik Hlcre
Anneksin V-EGFP Yontem Protokolu:

1. Hucreler etken maddelerin ICsy dozlarina 72. saate kadar maruz

birakildi.
2. 1-5 x 10° hiicre santrifilj edilerek toplandi.
3. Hucreler 500 pl 1X Binding Buffer ile restspanse edildi.

4. 5 ul Anneksin VEGFP ve 5 pul propidyum iyodur eklendi.
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5. Bes dakika karanlikta oda sicakhginda bekletildi. Floresan
mikroskopta incelendi ve dijital ortama anlinan goruntulerden en az

200 hucrenin analizi gergeklestirildi.

2.1.4.2. Mitoprobe JC-1

JC-1, ilk olarak, mitokondriyal transmembran potansiyelinin
sitoflourimetrik analizi igin prob olarak kullaniimigtir ve canh hucrelerdeki
mitokondrilerin isaretlenmesinde en uygun madde olarak taninmigtir. Canli
hicrelerde, sitoplazmaya monomer olarak girer. 570nm’ de (yesil floresan)
emilir ve eksitasyondan sonra 490nm’ de okunur. Mitokondriler tarafindan
alinir. Negatif yukll, hiperpolarize mitokondri matriksi tarafindan emilir ve
590nm’ de (turuncu-kirmizi floresan) emilen J agregatlari olusturur. Bu iki
yap! arasindaki degisim, JC-1’ in sitoplazma tarafindan alinmasina baghdir
ve, J agregatlarinin olusumu ve emisyon spektrumunun yesilden kirmiziya
donugmesiyle sonuglanan mitokondrital transmembran potensiyel (MTP)
fonksiyonu olarak mitokondriyal birikime baghdir. JC-1, apoptozun en
baglarinda olusan MTP degisikliklerinin analizi i¢in kullanilan en iyi prob
olarak bilinmektedir. Bu nedenle ginimuzde, apoptotik hicre 6limine dogru
giden hucrelerin sayimi igin de uygulanmaktadir. Apoptotik hucreler, yesil
floresandaki yukselme ve kirmizi floresandaki dusus ile tanimlanmaktadirlar

(Sekil 24).

Mitokondriyal tranmembran potansiyeli, Mitoprobe JC-1 yontemi ile
belirlendi. Kullandigimiz kit manueline (Invitrogen) gore; 5,5',6,6'-tetrachloro-
1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1) ile etken

maddenin ICsy degerine maruz birakilmis ve kontrol hiicre sUspansiyonlari
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boyandi. JC-1" in de@erlendiriimesi floresan mikroskop “tri-bandpass” filtre ile

yapildi ve dijital ortama anlinan goruntulerden en az 200 hucrenin analizi

gerceklestirildi.

Sekil 24. Mitoprobe JC-1 yonteminde floresan mikroskobunda FITC ile

gorunttlenmis hacreler A. Canli Hicre B. Apoptotik Hlcre

Mitoprobe JC-1 Yéntem ProtokolU:

1.

Hucreler etken maddelerin ICsy dozlarina 72. saate kadar maruz

birakildi.

1-5 x 10° hiicre santrifilj edilerek toplandi.

Hucreler 1000 pl serumsuz ortam ile resuspanse edildi.

10 pl JC-1 eklendi.

Karanlikta 37°C’de %5 COxli inkubatérde 15-30 dk bekletildi.

Santrifij edilerek hicreler toplandi.
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7. 100 ul PBS ile restspanse edildi ve floresan mikroskopta incelendi

2.1.5. Otofaji

Otofaji, organeller, proteinler ve makromolekuller gibi hasar gormus,
istenmeyen hucre bilesenlerinin sindirilerek hicrenin canliligini saglayan bir
surectir ancak, asiri otofaji induksiyonu “tip Il programli hticre 6lumu” olarak
adlandirilan non-apoptotik bir hicre oOlumund basglatir. LC3B molekulu
otofajizom olugsumuyla otaya c¢ikan bir molekul oldugundan otofajinin
belirlenmesinde indikatdr olarak kullaniimaktadir. Otofaji Premo Autophagy
Tb/GFP TR-FRET LC3B Expression Kit kullanilarak analiz edildi. Serbest
halde bulunan LC3B molekull (LC3B-I) otofajizom yapisina katilir (LC3B-II).
LC3B-Il molekuline baglanmis yesil Floresan proteini (LC3B-GFP) fizyonu
ureten hudcrelerde, TR-FRET immunoassay kullanilarak otofaji aktivitesi

Blguldi.

Etken maddelerin IC5sy dozlarinin hlicre hatlari Gzerindeki otofajik etkileri
incelendi. ilacla muamele edilmeyen grup kontrol grubu olarak alind.
Otofagozomu bloke ederek LC3B-II birikimine neden olan bir molekil olan
klorokin ile muamele edilen grup ise otofajinin pozitif kontroll olarak kabul

edildi (Sekil 25). Otofaji analizleri 3 replikah olarak c¢alisildi.
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Sekil 25. Premo Autophagy Tb/GFP TR-FRET LC3B Expression Kit

mekanizmasi

BacMam (Baculovirus sitemi) medyum ile 1/3 oraninda seri dilisyonlari
yapildi (%10, %3, %1, %0,3, %0,1). 1 ml'de 3,3X10° konsantrasyonundaki
hicrelerin 630 pl'si ile 70 yl BacMam dilusyonlari ayri ayri karistirildi. Karigim
opak 96 well plate’e 60’ar ul olarak dagitildi ve 24 saat karanlhkta %5 CO,

37°C’de inkube edildi. Bu islem sonucunda hucrelere yesil floresan proteinin

BacMam ile tranfeksiyonu saglandi (Sekil 26).

Sekil 26. BacMam ile transfekte olmus hicrelerin floresan mikroskop

goruntasu
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24. saatin sonunda 15’er ul 5x klorokin, test kuyucuklarina da 15’er pl
5x ICsp dederinde imatinib, dasatinib ve ponatinib dagitildi. 24 saat daha ayni

kosullarda inkuibasyona birakildi.

48. saatin sonunda 576 pl 6x lysis buffer, 17,5 yl proteaz inhibitoru ve
3,5 upl Tb-anti-LC3B antibody karisimi her kuyucuga 15’er ul olacak sekilde
dagitildi. 2 saat karanlikta oda sicakliginda inkube edildikten sonra TR-FRET
immunoassay kullanilarak otofaji aktivitesi “Varioskan Flash Multimode”
(Thermo) mikroplak okuyucuda belirlendi (Sekil 27). TR-FRET emisyon orani
(515 nm/488 nm) akseptdér emisyon degerinin (515 nm) dondr emisyon
degerine (488 nm) boélinmesi ile elde edildi. Pozitif kontrol kuyucuklarindaki
BacMam dilisyonlarindan en yuksek LC3B-II artigi gosteren dilisyon orani

baz alinarak etken maddelerin otofaji Gzerine olan etkileri yorumlandi.

1, Giin: BacMam transdiiksiyonu 2, Giin: Hiicre muamele 2, vada 3, Giin: Assay
-klorokin  +klorokin
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Sekil 27. Premo Autophagy Tb/GFP TR-FRET LC3B Expression Kit

protokolU

2.1.6. miRNA Profilleme

Etken maddelerin ICs dozlari ile muamele edilen ve edilmeyen [6semi,

kontrol ve kdk hicre hatlarinda miRNA array ile ekspresyon profili belirlendi.
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Bu amacgla miRBase 16.0’yi tamamen kapsayan, ek olarak prekursor ve
matur miRNA’lar1 iceren igceren problara sahip olan “GenoExplore” miRNA Kit
(Genosensor) mikrodizinleri kullanildi. Her bir prob plaka Uzerine triplike
spotlanmistir. Arrayin normalizasyonu ve kalite kontroll, pozitif ve negatif
kontrol problari ile yapilmaktadir. isaretleme sistemi miRNA'nin 5° ucunun
biotin ile isaretlenmesine dayanir. Hucre hatlarindan miRNA ekspresyon
profilinin belirlenebilmesi igin total RNA izolasyonu yapildi. Ardindan kiguk
RNA’lar biyotin ile isaretlendi. Biyotinle isaretlenmis 6rnekler GenoExplorer
mMiRNA Biochip Uzerine hibridize edildi. Daha sonra Nimblegen Array
Scanner ile biyocip tarandi. Daha sonra biyoinformatik analiz yapildi.
Mikroarray calismasi sonucunda ifadelerinde farklilik goértlen miRNA’lar

Real-Time PCR ile valide edildi.
2.1.6.1. Total RNA izolasyonu

Imatinib, dasatinib ve ponatinibin [ICsy dozu uygulanmis ve
uygulanmamis hucre hatlarindan total RNA izolasyonunda, 18 nukleotidin
uzerindeki butun RNA’larn saflagtirabilen bdylece kuguk RNA’ lari
(6rn.miRNA) da izole edebilen miRNeasy Kiti (Qiagen) kullanildi. Kit fenol /
guanidinin tiyosiyanat'dan olugsan monofazik bir solisyon (QlAzol Lysis
Reagent) ile hdcrelerin parcalanmasina ve total RNA'nin silica membran

kolonla saflastiriimasi temeline dayanmaktadir.

1.  Plateledeki hucreler (1x107) santrifij tiplne alinarak 2500 rpm’de

santriflj yapildi.
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2.  Pelet Uzerine 700 ul QIAzol Lysis Reagent eklendi. Lizat vorteksle
veya pipetlenerek gorundu. Higbir hicre pelet yigini kalmayincaya kadar

karigtinldi.
3. Karigim Qiashredder’a aktarildi 13000 rpm’de 2 dk santrifuj edildi.
4. 5 dk oda sicakliginda inkube edildi.
5.  Kolon atilip Gzerin 150 yl kloroform eklendi ve ¢alkalandi.

6. 2-3 dk oda sicakliginda inkube edildi ve 4°C’de 13000 rpm’de 15

dk santrifuj edildi.

7. Renksiz faz yeni ependorfa aktarilarak tzerine hacminin 1,5 kati

kadar %100’luk etanol eklendi.

8. Karisim RNeasy Mini spin kolonlara aktarildi ve 13000 rpm’de 15

s santrifuj edildi.
9. 350 pl Buffer RWT eklenip 13000 rpm’de 15 s santrifuj edildi.

10. 10 pl DNase ve 70 ul Buffer RDD karigimi kolon Uzerine eklenip

15 dk oda sicakhginda inkube edildi.
11. 350 yl RWT tampon eklenip 13000 rpm’de santrifuj yapildi.

12. Kolon Uuzerine 500 pl Buffer RPE yikama tampon eklendikten

sonar 13000 rpm’de 15 s santrifij edilerek iki kez yikandi

13. Elusyon atilirken kolon elusyonla temas etmeyecek sekilde yeni

bir toplama tupune aktarildi. Herhangi bir yikama tamponu veya ellisyon
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artigini elimine etmek icin yeni toplama tipu igine yerlesik kolon, en yuksek

hizda 1 dk. santrifij edildi.

Total RNA'nin (kiglik RNA’lari da iceren) ellisyonu icin kolon 1,5 ml’lik
yeni bir toplama tlpune yerlestirildikten sonra 40 pl RNase-free su direkt
olarak membran Uzerine eklenerek 13000 rpm’de 1 dk santriflj edildi.
Boylece miRNA gibi kig¢lik RNA’larin da yer aldigi total RNA'yi iceren
elusyon elde edildi. Daha yuksek RNA konsantrasyonu elde etmek istenirse
ilk elusyonu kullanilarak ayni kolon Uzerinden ikinci bir ellsyon

gerceklestirilebilir.

2.1.6.1.1. RNA miktarlarinin olgiimi ve kalite kontrolii:

Elde edilen RNA érneklerinin konsantrasyonu ve safliklari 260 / 280 nm
dalga boylarinda absorbanslarinin élgtlmesiyle belirlendi. Olgtimler her bir
ornekten 1,5yl kullanilarak Nanodrop, Thermo Scientific aletinde
gerceklestirildi. izole edilen RNA'larin safligi 260 nm ve 280 nm’deki
absorbanslarinin orani ile kontrol edilerek, ideal saflikta kaliteli RNA’nin
A260/ A280 ve A260 /A230 absorbans oraninin 21,8 olmasi beklendi.
Nanodrop’la spektrofotometrik 6lcimin yani sira RNA vyeterli molekiler
agirhga sahip oldugu dogrulanmasi ve degredasyonunun kontrolu igin Agilent
2100 Bioanalyzer sistemi kullanilarak gergeklestirildi. Analizler 250ng total
RNA 6rnegi ile Agilent Bioanalyzer ve RNA 6000 Nano Assay Reagent Kit
kullanilarak gerceklestirildi. Jel géruntusiunde 28S ve 18S ribozomal bantlari
keskin bir sekilde gorunmelidir. Yeterli agirlikta olmayan ve degradasyon
gorulen Ornekler calisma disi birakilarak isaretleme ve hibridizasyon

asamalarina gegcildi.
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2.1.6.2. isaretleme

Total RNA'nin igsaretlemesi igin "GenoExplorer miRNA labeling” Kkiti
kullanildi. miRNA’lar 5’ uglarindan biyotin ile isaretlendi. Kitin segici 6zelligi
standart 3’ ucundan isaretleme yerine, baslik yapisi icermeyen RNA’larin
5’'ucundan isaretleme yapmasidir. Bu sayede saglam mRNA’lar
isaretlenmezken, 5 baslik yapisi bulunmayan rRNA, tRNA, smallRNA,
mMiRNA, siRNA ve snRNA'lar isaretlenmektedir. Streptavidin bagh boya kit
icinde bulunmaktadir ve hibridizasyon sonrasi kullanildi. islem icin 2.5-10 ug

total RNA kullanildi.

eBuffer L buz Uzerinde 15-20 dakikada ¢o6zlldi. Herhangibir kalinti
olmasi durumunda sollisyon 37°C’de galkalanarak homojenizasyon saglandi.

e Buffer L ¢6zUndukten sonra vortekslendi ve santrifujlendi.

e Buffer L bir seferde kullanilacak miktarlar kadar alikotlandi.

emiRNA isaretleme reaksiyon karigimi asagidaki Tablo 3° e gore
hazirlandi. Tim islemler buz Uzerinde yapildi ve viskoz Buffer L yavasca

pipetlendi.

Tablo 3. miRNA isaretleme reaksiyonu kimyasal hacimleri

Kimyasal Hacim (pl)
Buffer L 7.0

RNA (2,5-10 ug) Ayarlanacak
RNAase-free water Ayarlanacak
Enzyme L 0.5

Total 20

¢ Reaksiyon karisimi pipetle alt-tst edilerek karistirildi.
¢ 20°C’de 3 saat inkiibe edildi.

e Daha sonra 75°C’de 20 dakika inkiibe edilerek, enzim inaktive edildi.
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eHibridizasyon asamasina kadar buzda muhafaza edildi. isaretli

dérnekler daha sonra kullaniimak Gzere -70°C’de saklanabilir.

2.1.6.3. Hibridizasyon

“GenoExplorer” miRNA mikrodizini, 25mm x 75mm O&lgllerinde cam
slaytlardan olugsmaktadir. Mikrodizine amin-modifiye oligonikleotid problar
kovalent olarak baglanmigtir. Biyotinle igsaretlenmis miRNA ornekleri biyogipe
yuklenir ve hibridizasyon gergeklegir. Ardindan streptavidin ile muamele edilir

ve I1gimalar array tarayici ile toplanir.

eisaretlenmis RNA o6rnekleri kullanilacak Nimblegen HX1 mikserin
hacmine uygun orandaki 2X hibridizasyon solUsyonu ve su ile karigtirildi.

 Ornekler 95°C’de 5 dakika inklibe edilerek denattire edildi.

e Santrifujlenerek sogutuldu.

¢ HX1 mikser, mikrodizin Uzerine yerlestirildi.

e Ornekler HX1 mikser icine yavasca pipetlendi. Hava kabarcigi olmasi
durumunda, kabarciklar yavasca ittirilerek uzaklastiriimaya caligildi. Mikserin
yukleme bolumu kapatildi.

e Mikrodizin 42°C’deki Nimblegen hibridizasyon firini igerisine yerlestirilir
ve karistirma modu agildi.

¢42°C’de 16 saat ve ya daha uzun siire inkibe edildi.

eHibridizasyonun ardindan mikrodizin  hibridizasyon firinindan
uzaklastirildi ve 42°C’deki Wash Buffer1 iginde yavasga sallanarak, HX1
mikser ¢ikarildi.

e Mikrodizin icerisinde, oda sicakhdindaki Wash Buffer 1 olan yeni bir

kap igine alinip 5 dakika periyodik olarak yavasga sallanarak yikandi.

84



e Mikrodizin igerisinde, oda sicakhgindaki Wash Buffer 2 olan yeni bir
kap icine alinip 30 saniye periyodik olarak yavasca sallanarak yikandi.

eYikanan mikrodizin NimbleGen mikroarray kurutucuda 3 dakika
kurutuldu.

¢ Parafilm mikrodizin boyutuna uygun olarak hazirlandi.

¢ 1:250 oraninda dilie edilmis SA-S boya solUsyonu, biyogip Uzerine
yavascga pipetlendi. Hava kabarcigi olmasi durumunda, kabarciklar yavasca
ittirilerek uzaklastiriimaya c¢alhisildi.

e Mikrodizin 25°C’deki isI pladi igerisine yerlestirildi.

«25°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

e Hibridizasyonun ardindan mikrodizin etivden uzaklagtirildi ve Wash
Buffer1 iginde yavasca sallanarak parafilm uzaklastirildi.

e Mikrodizin icerisinde, oda sicakhgindaki Wash Buffer 1 olan yeni bir
kap icine alinip 5 dakika periyodik olarak yavasca sallanarak yikandi.

e Mikrodizin igerisinde, oda sicakhdindaki Wash Buffer 2 olan yeni bir
kap igine alinip 30 saniye periyodik olarak yavasca sallanarak yikandi.

eYikanan mikrodizin NimbleGen mikroarray kurutucuda 3 dakika

kurutuldu.

2.1.6.4. Array Analizi

Mikrodizin analizi nimblegen array scanner kullanilarak yapildi.
Mikrodizine uygun PMT ayarlari yapildi. Mikrodizinler SA-S boyasinin
sinyaline uygun olan 635 nm dalga boyuna tarandi (Sekil 28). Data analizi
GenePix Pro 7 (Moleculer Device) yazilimi ile gergeklestirldi. Mikrodizin

sonugclarinin gruplara goére karsilastiriimasi CLC Main Workbench 5 (CLCBio)
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ile gerceklestirildi. Sonucglara normalizasyon ve Log 2 transformasyonu
uygulandi. iki grubun karsilastiriimasi t-testi ile gerceklestirildi. t-testinin
yanls anlamlilik vermesini dnlemek icin p degerlerine “False discovery rate”
(FDR) dlzeltmesi uygulandi ve duzeltiime yapilmis p<0,05 anlamh olarak

kabul edildi.

Sekil 28. miRNA mikrodizin tarama gorintisu
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BOLUM Ill

3.1. BULGULAR

3.1.1. Tirozin Kinaz inhibitorlerinin Hiicre Canlihg: Uzerine

Etkilerinin Degerlendirimesi

WST-1 ile sitotoksisite analizi, model kronik myeloid 16semi hticreleri
olan K562, kontrol hiicre modeli NCI-BL 2171, direncli kronik myeloid 16semi
hicre modeli K5662/ima3, Philadelphia negatif 1dsemi modeli ve insan 16semi
kanser kok hidcre hatti ile hazirlandi. Farkli dilisyon oranlarinda imatinib,
dasatinib ve ponatinib hicrelere verilerek sitotoksisiteleri degerlendirildi.
Etken madde icermeyen hucreler kontrol grubu olarak alindi. Tum
sitotoksisite deneylerine hiicre sayisi 1 mI’ de 1,25x10° hiicre olacak sekilde
baslanilmis ve 3 replikali olarak calisildi. Etken maddelerin hucre
proliferasyonunda % 50 azalmaya neden olan inhibitdr konsantrasyonlari

yani, ICso dozlari belirlendi.

3.1.1.1. Imatinib WST-1 Testi

3.1.1.1.1. Imatinibin K562 Hiicre Hatti Hiicre Canlihgi Uzerine

Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Imatinibin ICso degerinin belirlenmesinde, imatinibin 0,125 pM, 0,25 uM,
0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 4 pM, 8 uM’lik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde WST-1
testi ile degerlendirildi. Imatinibin K562 hlcre hattinda 1Cso degeri 48. saatte
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650 nM olarak belirlendi (Sekil 29).

Dose-effect curve
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Sekil 29. K562 hcrelerinde imatinibin ICs¢ dozu

3.1.1.1.2. Imatinibin HL-60 Hiicre Hatti Hiicre Canhligi Uzerine

Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Imatinibin ICso de@erinin belirlenmesinde, imatinibin 0,125 pM, 0,25 uM,
0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 4 pM, 8 uM’lik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde WST-1
testi ile degerlendirildi. Imatinibin HL-60 hiicre hattinda ICso degeri 48. saatte

18 uM olarak belirlenmdi (Sekil 30).
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Sekil 30. HL-60 hicrelerinde imatinibin ICso dozu
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3.1.1.1.3. Imatinibin K562/ima3 Hiicre Hatti Hiicre Canlihgi Uzerine

Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Imatinibin ICso degerinin belirlenmesinde, imatinibin 1,85 uM, 3,75 uM,
7,5 uM, 15 uM, 30 uM, 60 pM, 120 uM’lik dilisyonlar 24, 48, 72. saatlerde
WST-1 testi ile degerlendirildi. Imatinibin K562/ima3 hicre hattinda ICsg

degeri 48. saatte 18,35 uM olarak belirlendi (Sekil 31).
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Sekil 31. K562/ima3 hicrelerinde imatinibin ICsy dozu

3.1.1.1.4. Imatinibin NCI-BL 2171 Hiicre Hatti Hiicre Canlihgi

Uzerine Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Imatinibin ICsy de@erinin belirlenmesinde, imatinibin 0,125 pM, 0,25 uM,
0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 4 pM, 8 uM’lik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde WST-1
testi ile degerlendirildi. Imatinibin NCI-BL 2171 hicre hattinda ICsy de@eri 48.

saatte 274 nM olarak belirlendi (Sekil 32).
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1.0 _
0.80_

0.5}
0.60_]

Effect

0.40_]

log(fa/fu)

0.5 1.0

0.20_] -0.5_|

T T
20 4.0 6.0 {
Dose

log(D)
NCI-BL2171 Imatinib

Sekil 32. K562/ima3 hicrelerinde imatinibin ICsy dozu

3.1.1.1.5. Imatinibin insan Lésemi Kanser Kok Hiicre Hatti Hiicre

Canhihgi Uzerine Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Imatinibin ICso de@erinin belirlenmesinde, imatinibin 0,001 pM, 0,01 uM,
0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 yM’ ik dilisyonlar 24, 48, 72. saatlerde WST-1
testi ile degerlendirildi. Imatinibin insan I6semi kanser kdk hiicre hattinda 1Csg

degeri 48. saatte 87,3 uM olarak belirlendi (Sekil 33).
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Sekil 33. insan lI6semi kanser kék hiicrelerinde imatinibin 1Csq dozu
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3.1.1.2. Dasatinib WST-1 Testi

3.1.1.2.1. Dasatinibin K562 Hiicre Hatti Hiicre Canliigi Uzerine

Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Dasatinibin ICs5¢ degerinin belirlenmesinde, dasatinibin 0,75 nM, 1,5 nM
3 nM, 6 nM, 12 nM, 24 nM, 48 nM’ lik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde WST-
1 testi ile degerlendirildi. Dasatinibin K562 hicre hattinda 1Cso degeri 24.

saatte 1,7 nM olarak belirlendi (Sekil 34).
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Sekil 34. K562 hiicrelerinde dasatinibin IC5y dozu

3.1.1.2.2. Dasatinibin HL-60 Hiicre Hatti Hiicre Canlihg1 Uzerine

Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Dasatinibin ICsy de@erinin belirlenmesinde, dasatinibin 0,75 nM, 1,5 nM
3 nM, 6 nM, 12 nM, 24 nM, 48 nM’ lik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde WST-
1 testi ile degerlendirildi. Dasatinibin HL-60 hlcre hattinda 1Cso degeri 48.

saatte 896 nM olarak belirlendi (Sekil 35).
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Dose-effect curve Median-effect plot
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Sekil 35. HL-60 hicrelerinde dasatinibin 1Csy dozu
3.1.1.2.3. Dasatinibin K562/ima3 Hiicre Hatti Hiicre Canlihgi Uzerine

Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Dasatinibin ICs5¢ degerinin belirlenmesinde, dasatinibin 0,75 nM, 1,5 nM

3 nM, 6 nM, 12 nM, 24 nM, 48 nM’ lik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde WST-

1 testi ile degerlendirildi. Dasatinibin K5662/ima3 hucre hattinda 1Cso degeri

48. saatte 1,83 uM olarak belirlendi (Sekil 36).
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Sekil 36. K562/ima3 hicrelerinde dasatinibin ICsy dozu

92



3.1.1.2.4. Dasatinibin NCI-BL 2171 Hicre Hatti Hiicre Canlihgi

Uzerine Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Dasatinibin ICs5¢ degerinin belirlenmesinde, dasatinibin 0,75 nM, 1,5 nM
3 nM, 6 nM, 12 nM, 24 nM, 48 nM’ lik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde WST-
1 testi ile de@erlendirildi. Dasatinibin NCI-BL2171 hicre hattinda ICsy degeri

24. saatte 48 nM olarak belirlendi (Sekil 37).
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Sekil 37. NCI-BL 2171 hucrelerinde dasatinibin 1Cso dozu

3.1.1.2.5. Dasatinibin insan Lésemi Kanser Kok Hiicre Hatti Hiicre

Canhihigi Uzerine Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Dasatinibin ICs¢ degerinin belirlenmesinde, dasatinibin 0,001 uM, 0,01
pM, 0,1 uM, 1 uM, 10 pM, 100 uM’ ik dilisyonlar 24, 48, 72. saatlerde
WST-1 testi ile dederlendirildi. Dasatinibin insan I6semi kanser kok hicre

hattinda 1Cso degeri 48. saatte 870 nM olarak belirlendi (Sekil 38).
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Hiicre indeksi

Sekil 38. insan Idsemi kanser kdk hiicrelerinde dasatinibin ICsq dozu

3.1.1.3. Ponatinib WST-1 Testi

3.1.1.3.1. Ponatinibin K562 Hiicre Hatti Hiicre Canlhiigi Uzerine

Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Ponatinibin ICs5o degerinin belirlenmesinde, ponatinibin 0,75 nM, 1,5 nM

3 nM, 6 nM, 12 nM, 24 nM, 48 nM’ lik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde WST-

1 testi ile degerlendirildi. Ponatinibin K562 hlicre hattinda 1Cso degeri 48.

saatte 0,24 nM olarak belirlendi (Sekil 39).
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Sekil 39. K562 hicrelerinde dasatinibin ICsy dozu
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3.1.1.3.2. Ponatinibin HL-60 Hiicre Hatti Hiicre Canhlhig Uzerine

Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Ponatinibin ICso degerinin belirlenmesinde, ponatinibin 0,75 nM, 1,5 nM
3 nM, 6 nM, 12 nM, 24 nM, 48 nM’ lik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde WST-
1 testi ile degerlendirildi. Ponatinibin HL-60 hlcre hattinda 1Cso degeri 48.

saatte 607 nM olarak belirlendi (Sekil 40).
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Sekil 40. HL-60 hucrelerinde ponatinibin 1Csy dozu

3.1.1.3.3. Ponatinibin K562/ima3 Hiicre Hatti Hiicre Canlihgi

Uzerine Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Ponatinibin ICs5¢ degerinin belirlenmesinde, ponatinibin 0,75 nM, 1,5 nM
3 nM, 6 nM, 12 nM, 24 nM, 48 nM’ lik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde WST-
1 testi ile deg@erlendirildi. Ponatinibin K562/ima3 hlcre hattinda ICsy degeri

48. saatte 9,87 nM olarak belirlendi (Sekil 41).
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Dose-effect curve Median-effect plot
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Sekil 41. K562/ima3 hicrelerinde ponatinibin 1Csy dozu

3.1.1.3.4. Ponatinibin NCI-BL 2171 Hiicre Hatti Hiicre Canlihgi

Uzerine Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Ponatinibin ICso degerinin belirlenmesinde, ponatinibin 0,75 nM, 1,5 nM

3 nM, 6 nM, 12 nM, 24 nM, 48 nM * lik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde

WST-1 testi ile de@erlendirildi. Ponatinibin NCI-BL 2171 hicre hattinda ICsg

degeri 48. saatte 30 nM olarak belirlendi (Sekil 42).
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Sekil 42. NCI-BL 2171 hucrelerinde ponatinibin 1Cso dozu
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3.1.1.3.5. Ponatinibin insan I6semi kanser Kok Hiicre Hatti Hiicre

Canliig: Uzerine Etkilerinin WST-1 ile Degerlendirilmesi

Ponatinibin 1Cso degerinin belirlenmesinde, ponatinibin 0,001 pM, 0,01
pM, 0,1 uM, 1 yM, 10 pM, 100 uM’ ik dilisyonlari 24, 48, 72. saatlerde
WST-1 testi ile dederlendirildi. Ponatinibin insan I6semi kanser kok htcre

hattinda 1Cso de@eri 48. saatte 6,46 uM olarak belirlendi (Sekil 43).

Hiicre indeksi
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Sekil 43. insan l6semi kanser kok hiicrelerinde ponatinibin 1Csy dozu

3.1.2. Tirozin Kinaz inhibitérlerinin Hiicreler Uzerindeki Apoptotik

Etkilerinin Degerlendirimesi

Tirozin kinaz inhibitorlerinin ICso dozlarinin hdcre hatlar Gzerindeki
apoptotik etkileri 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirildi. Tum apoptoz
deneylerine hiicre sayisi 1 mlI'’ de 5x10° hiicre olacak sekilde baslanildi.
Etken madde ile muamele edilmeyen hucreler kontrol grubu olarak kabul
edildi. Kontrol grubuna gore etken maddelerin olusturdugu apoptoz artigi
belirlendi. Apoptoz analizleri Annexin V ve JC-1 Mitoprobe ile 2 replikali

olarak gergeklestirildi.

97



3.1.2.1. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin K562 Hiicre Hatti

Uzerindeki Apoptotik Etkileri

Annexin V analiziyle, kontrol grubuyla karsilastirildiginda imatinib ile
muamele edilen K562 hicrelerinde 24. saatte 3,65 kat, 48. saatte 2,67 kat,
72. saatte 4,53 kat; dasatinible muamele edilen K562 hiicrelerinde 24. saatte
3,05 kat, 48. saatte 2,51 kat, 72. saatte 4,81 kat; ponatinible muamele edilen
K562 hiicrelerinde 24. saatte 3,07 kat, 48. saatte 2,32 kat, 72. saatte 3,00 kat

apoptoz artisi gézlendi (Sekil 44).

K562
6,00

5,00

4,00 I | I

3,00

2,00 -

Apoptoz artisi (Kontrole gore)

1,00 -

0,00 -

imatinib Dasatinib Ponatinib
M 24 . saat E48.saat W 72.saat

Sekil 44. Imatinib, dastinib ve ponatibin K562 hucrelerindeki apoptotik

etkisinin Annexin V sonugclari
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JC-1 Mitoprobe analiziyle, kontrol grubuyla karsilastirildiginda imatinib
ile muamele edilen K562 hicrelerinde 24. saatte 1,37 kat, 48. saatte 2,03
kat, 72. saatte 2,97 kat; dasatinible muamele edilen K562 hicrelerinde 24.
saatte 1,35 kat, 48. saatte 2,35 kat, 72. saatte 3,07 kat; ponatinible muamele
edilen K562 hucrelerinde 24. saatte 1,51 kat, 48. saatte 2,15 kat, 72. saatte

2,50 kat apoptoz artisi gozlendi (Sekil 45).
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Sekil 45. Imatinib, dastinib ve ponatibin K562 hlcrelerindeki apoptotik

etkisinin JC-1 Mitoprobe sonuglari

3.1.2.2. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin HL-60 Hiicre Hatt

Uzerindeki Apoptotik Etkileri

Annexin V analiziyle, kontrol grubuyla kargilastirildiginda imatinib ile
muamele edilen HL-60 hucrelerinde 24. saatte 1,33 kat, 48. saatte 1,39 kat,

72. saatte 2,21 kat; dasatinible muamele edilen HL-60 hicrelerinde 24.
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saatte 1,26 kat, 48. saatte 1,23 kat, 72. saatte 1,80 kat; ponatinible muamele
edilen HL-60 htcrelerinde 24. saatte 1,32 kat, 48. saatte 1,41 kat, 72. saatte

2,82 kat apoptoz artisi gozlendi (Sekil 46).
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M 24 . saat E48.saat W 72.saat

Sekil 46. Imatinib, dastinib ve ponatibin HL-60 hlcrelerindeki apoptotik

etkisinin Annexin V sonuglari

JC-1 Mitoprobe analiziyle, kontrol grubuyla karsilastirildiginda imatinib
ile muamele edilen HL-60 hucrelerinde 24. saatte 1,29 kat, 48. saatte 1,61
kat, 72. saatte 1,58 kat; dasatinible muamele edilen HL-60 hucrelerinde 24.
saatte 1,22 kat, 48. saatte 1,92 kat, 72. saatte 1,73 kat; ponatinible muamele
edilen HL-60 hucrelerinde 24. saatte 1,34 kat, 48. saatte 1,96 kat, 72. saatte

2,23 kat apoptoz artisi gozlendi (Sekil 47).
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Sekil 47. Imatinib, dastinib ve ponatibin HL-60 hlcrelerindeki apoptotik

etkisinin JC-1 Mitoprobe sonuglari

3.1.2.3. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin K562/ima3 Hiicre Hatti

Uzerindeki Apoptotik Etkileri

Annexin V analiziyle, kontrol grubuyla karsilastirildiginda imatinib ile
muamele edilen K562/ima3 hucrelerinde 24. saatte 1,33 kat, 48. saatte 1,80
kat, 72. saatte 1,34 kat; dasatinible muamele edilen K562/ima3 hucrelerinde
24. Saatte 0,76 kat, 48. saatte 1,94 kat, 72. saatte 1,44 kat; ponatinible
muamele edilen K562/ima3 hucrelerinde 24. saatte 1,69 kat, 48. saatte 2,03

kat, 72. saatte 1,41 kat apoptoz artisi gozlendi (Sekil 48).
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Sekil 48. Imatinib, dastinib ve ponatibin K562/ima3 hucrelerindeki

apoptotik etkisinin Annexin V sonuglari

JC-1 Mitoprobe analiziyle, kontrol grubuyla karsilastirildiginda imatinib
ile muamele edilen K562/ima3 hicrelerinde 24. saatte 1,51 kat, 48. saatte
2,82 kat, 72. saatte 2,61 kat; dasatinible muamele edilen K562/ima3
hicrelerinde 24. saatte 1,36 kat, 48. saatte 1,22 kat, 72. saatte 1,40 kat;
ponatinible muamele edilen K562/ima3 hicrelerinde 24. saatte 1,59 kat, 48.

saatte 1,40 kat, 72. saatte 1,56 kat apoptoz artigi gozlendi (Sekil 49).
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Sekil 49. Imatinib, dastinib ve ponatibin K562/ima3 hulcrelerindeki

apoptotik etkisinin JC-1 Mitoprobe sonuglari

3.1.2.4. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin NCI-BL 2171 Hiicre Hatti

Uzerindeki Apoptotik Etkileri

Annexin V analiziyle, kontrol grubuyla kargilastirildiginda imatinib ile
muamele edilen NCI-BL 2171 hucrelerinde 24. saatte 2,48 kat, 48. saatte
4,11 kat, 72. saatte 6,14 kat; dasatinible muamele edilen NCI-BL 2171
hucrelerinde 24. saatte 2,79 kat, 48. saatte 4,33 kat, 72. saatte 6,04 kat;
ponatinible muamele edilen NCI-BL 2171 hucrelerinde 24. saatte 2,62 kat,

48. saatte 4,15 kat, 72. saatte 6,03 kat apoptoz artis1 gozlendi (Sekil 50).
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Sekil 50. Imatinib, dastinib ve ponatibin NCI-BL 2171 hucrelerindeki

apoptotik etkisinin Annexin V sonuglari

JC-1 Mitoprobe analiziyle, kontrol grubuyla karsilastiriidiginda imatinib
ile muamele edilen NCI-BL 2171 hlcrelerinde 24. saatte 3,99 kat, 48. saatte
5,05 kat, 72. saatte 8,27 kat; dasatinible muamele edilen NCI-BL 2171
hucrelerinde 24. Saatte 4,04 kat, 48. saatte 2,75 kat, 72. saatte 3,71 kat;
ponatinible muamele edilen NCI-BL 2171 hucrelerinde 24. saatte 4,25 kat,

48. saatte 3,11 kat, 72. saatte 3,95 kat apoptoz artigi gézlendi (Sekil 51).
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Sekil 51. Imatinib, dastinib ve ponatibin NCI-BL 2171 hucrelerindeki

apoptotik etkisinin JC-1 Mitoprobe sonuglari

3.1.2.5. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin insan Lésemi Kanser

Kok Hiicre Hatti Uzerindeki Apoptotik Etkileri

Annexin V analiziyle, kontrol grubuyla imatinib ile muamele edilen insan
|I6semi kanser kok hucrelerinde; 24. saatte 1,59 kat, 48. saatte 12,45 kat, 72.
saatte 6,00 kat; dasatinible muamele edilen insan l6semi kanser kok
hicrelerinde 24. saatte 0,74 kat, 48. saatte 3,17 kat, 72. saatte 6,00 kat;
ponatinible muamele edilen insan I6semi kanser kdk hucrelerinde 24. saatte
2,61 kat, 48. saatte 10,72 kat, 72. saatte 6,00 kat apoptoz artisi gézlendi

(Sekil 52).
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Sekil 52. Imatinib, dastinib ve ponatibin insan lésemi kanser kok

hlcrelerindeki apoptotik etkisinin Annexin V sonuglari

JC-1  Mitoprobe analiziyle, kontrol grubuyla karsilastiriidiginda
kargilastirildiginda imatinib ile muamele edilen insan l6semi kanser kok
hucrelerinde 24. saatte 2,00 kat, 48. saatte 2,13. kat, 72. saatte 0,98 kat;
dasatinible muamele edilen insan I6semi kanser kok hlcrelerinde 24. saatte
1,17 kat, 48. saatte 1,43 kat, 72. saatte 1,00 kat; ponatinible muamele edilen
insan l6semi kanser kok hucrelerinde 24. saatte 1,17 kat, 48. saatte 1,43 kat,

72. saatte 1,00 kat apoptoz artisi gozlendi (Sekil 53).
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Sekil 53. Imatinib, dastinib ve ponatibin insan l6semi kanser kok

hicrelerindeki apoptotik etkisinin JC-1 Mitoprobe sonugclari

3.1.3. Tirozin Kinaz inhibitérlerinin Hiicreler Uzerindeki Otofajik

Etkilerinin Degerlendirimesi

Tirozin kinaz inhibitorlerinin 1Cso dozlarinin htcre hatlar Uzerindeki
otofajik etkisine 24. saatte bakildi. Etken madde ve ya klorokin ile muamele
edilmeyen hucreler kontrol grubu olarak alindi. Klorokin ile muamele edilen
hicreler otofajinin pozitif kontrolU olarak kabul edildi. LC3B-II artisi otofajinin
baskilalandiginin bir gostergesidir. Klorkinle muamele edilmis hucrelerle,
etken maddelerle muamele edilmis hucreler karsilastirildi ve en yuksek
LC3B-Il artisi gosteren BacMam konsantrasyonlari segildi. Tirozin kinaz
inhibitorlerinin otofajiyi baskilanma dereceleri kontrol grubuna oranlanarak
degerlendirildi. Tlim otofaji deneylerine hiicre sayisi 1 mI' de 1,1x10° hiicre

olacak sekilde baglanildi ve 3 replikali olarak galisildi.
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3.1.3.1. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin K562 Hiicre Hatti

Uzerindeki Otofajik Etkileri

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda; K562 hicrelerinde 30 uM klorokin
otofajiyi 1,93 kat baskilarken, imatinibin 1,77 kat, dasatinibin 2,11 kat,

ponatinibin 2,09 kat baskiladidi bulundu (Sekil 54).

3.1.3.2. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin HL-60 Hiicre Hatt

Uzerindeki Otofajik Etkileri

Kontrol grubuyla kargilastirildiginda; HL-60 hucrelerinde 30 uM klorokin
otofajiyi 1,48 kat baskilarken, dasatinibin 1,95 kat, ponatinibin 1,60 kat
baskiladigi  bulundu. Imatinibin ise HL-60 hicrelerinde otofajiyi
baskilamadigi, kontrolle karsilastirildiginda 0,33 kat otofajiyi indukledigi

g6zlendi (Sekil 54).

3.1.3.3. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin K562/ima3 Hucre Hatti

Uzerindeki Otofajik Etkileri

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda; K562/ima3 hucrelerinde 30 uM
klorokin otofajiyi 2,74 kat baskilarken, imatinibin 3,49 kat, dasatinibin 4,62

kat, ponatinibin 9,15 kat baskiladigi bulundu (Sekil 54).

3.1.3.4. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin NCI-BL 2171 Hiicre Hatti

Uzerindeki Otofajik Etkileri
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Kontrol grubuyla karsilastirildiginda; NCI-BL 2171 hucrelerinde 30 uM
klorokin otofajiyi 1,54 kat baskilarken, imatinib, dasatinib ve ponatinibin

otofajiyi baskilamadigdi bulundu (Sekil 54).

3.1.3.5. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin insan Lésemi Kanser

Kok Hiicre Hatti Uzerindeki Otofajik Etkileri

Kontrol grubuyla kargilastirildiginda; insan Lésemi Kanser K6k Hiicre
hucrelerinde 30 uM klorokin otofajiyi 1,48 kat baskilarken, imatinibin otofajiyi
1,47 kat indukledigi, dasatinibin 2,78 kat, ponatinibin 1,93 kat baskiladigi

bulundu (Sekil 54).

—_
o

LC3B-Il Kat Artisi (Kontrole gére)
O = N W R Oy N0 WO

K-562 K-562 IMA3 HL-60 NCI-BL 2171 LSC

B 30 uM Klorokin M Imatinib & Dasatinib ® Ponatinib

Sekil 54. Imatinib, dasatinib ve ponatinibin K562, HL-60, K562/ima3,
NCI-BL 2171 ve insan l6semi kanser kdk hicre hatlari tzerindeki otofajik

etkisi

3.1.4. Tirozin Kinaz inhibitérlerinin Hiicrelerde Olusturdugu miRNA

Ekspresyon Degisimleri
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Tirozin kinaz inhibitérlerinin 1Cso dozlarinin hicrelerde olusturdugu
MiRNA ekspresyon degisimlerine 24 ve ya 48. saatlerde bakildi. Tum miRNA
ekspresyon deneylerine hlicre sayisi 1 ml’ de 1x10° hiicre olacak sekilde
baglanildi ve sure sonunda hucrelerden izole edilen totalRNA 5 ug olarak
kullanildi. Etken madde ile muamele edilmeyen hucreler kontrol grubu olarak
kabul edildi. Kontrol grubuna gore etken maddelerin olusturdugu miRNA
ekspresyon degisimleri belirlendi. miRNA arayleri 3 replikali olarak
gerceklestirildi.

3.1.4.1. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin K562 Hiicrelerinde

Olusturdugu miRNA Ekspresyon Degisimleri

Imatinibin 1Csp dozuna (650 nM) maruz birakilan K562 hucrelerinde 48.
saatteki miRNA degisimleri 1578 miRNA’ yi iceren mikrodizin analizi ile
degerlendirildi. Imatinibine maruz birakilmayan K562 hicreleri ile (kontrol
grubu)  karsilastinldiginda  Imatinib K562 de  hsa-mir-422a-pre
ekspresyonunu 5 kat ve hsa-miR-19a* ekspresyonunu da 4,72 kat azalttigi
saptandi. Otuz miRNA ekspresyonunu yaklasik 2 — 6 kat arttirdidi belirlendi

(Tablo 4, Sekil 55).
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Tablo 4: Imatinibin K562 hiicrelerinde miRNA ekspresyonlarina etkisi

K562 Kontrol K562 Imatinib
Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi

hsa-mir-422a-pre 11,10 2,22 -5,00 0,016 0,032
hsa-miR-19a* 12,58 2,67 -4,72 0,020 0,038
hsa-miR-520e 5,29 14,36 2,72 0,027 0,049
hsa-miR-1200 4,85 13,39 2,76 0,026 0,048
hsa-mir-523-pre 4,91 13,72 2,79 0,027 0,049
hsa-mir-555-Pre 5,18 14,54 2,81 0,025 0,046
hsa-mir-195-pre 4,80 13,98 2,92 0,023 0,043
hsa-miR-671-3p 4,38 12,92 2,95 0,018 0,034
hsa-miR-494-pre 4,32 12,81 2,97 0,020 0,038
hsa-miR-1226 4,85 15,31 3,15 0,013 0,025
hsa-miR-874 2,94 13,07 4,44 0,027 0,049
hsa-miR-4301 3,19 14,21 4,44 0,027 0,049
hsa-mir-023b-pre 2,91 13,54 4,65 0,022 0,041
hsa-miR-4259 2,84 13,44 4,74 0,020 0,038
hsa-mir-512-2-pre 2,89 13,67 4,74 0,021 0,039
hsa-miR-548b-5p 2,87 13,83 4,83 0,019 0,036
hsa-mir-345-pre 2,99 14,45 4,83 0,020 0,038
hsa-mir-222-pre 3,09 14,96 4,85 0,018 0,035
hsa-miR-718 2,80 13,65 4,88 0,018 0,034
hsa-miR-1299 2,82 13,86 4,93 0,018 0,035
hsa-mir-586-Pre 2,66 13,16 4,95 0,018 0,034
hsa-mir-522-pre 2,58 13,05 5,05 0,016 0,030
hsa-mir-340-pre 2,69 13,58 5,05 0,016 0,030
hsa-miR-338-5p 2,70 13,83 5,13 0,015 0,030
hsa-mir-519a-1- 2,41 12,57 5,21 0,014 0,028
pre

hsa-mir-370-pre 2,45 13,37 5,46 0,016 0,031
hsa-miR-1269 2,26 13,03 5,78 0,009 0,018
hsa-miR-519d 2,15 12,70 5,92 0,009 0,019
hsa-miR-485-pre 2,27 13,53 5,99 0,008 0,017
hsa-mir-027b-pre 2,11 13,20 6,25 0,008 0,016
hsa-miR-520c-5p 2,26 14,29 6,33 0,006 0,013
hsa-miR-2115* 2,28 14,41 6,33 0,006 0,013

Dasatinibin 1Csp dozuna (1,70 nM, 24. saat) maruz birakilan K562
hicrelerinde miR-1228 ekspresyonu 5,58 kat ve mir-371-3p ise 2,17 kat

azaldigi saptandi (Tablo 5, $ekil 55).
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Tablo 5: Dasatinibin K562 hicrelerinde miRNA ekspresyonlarina etkisi

K562 Kontrol K562 Dasatinib

Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi

hsa-miR-1228 11,95 2,14 -5,58 0,010 0,048
hsa-mir-371-3p 11,02 5,08 2,17 0,008 0,038

Ponatinibin ICs5y dozu (0,24 nM, 48. saat) ise mir-221 ekspresyonunu
4,58 kat azaltirken 20 miRNA ekspresyonunu 2 — 6 kat arttirdi (Tablo 6, Sekil

55).

Tablo 6: Ponatinibin K562 hicrelerinde miRNA ekspresyonlarina etkisi

K562 Kontrol K562 Poatinib

Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi
hsa-mir-221 17,34 3,79 -4,58 0,023 0,049
hsa-miR-525-5p 7,68 15,66 2,04 0,001 0,004
hsa-mir-106b- 7,28 14,93 2,05 0,007 0,016
re
zsa-mir-024-1- 7,69 15,79 2,05 0,004 0,009
re

zsa-miR-761 7,49 15,46 2,07 0,005 0,011
hsa-miR-374a* 7,30 15,43 2,11 0,006 0,014
hsa-miR-1293 5,26 14,98 2,85 0,022 0,047
hsa-miR-298 4,54 15,03 3,31 0,016 0,035
hsa-miR-1285 4,10 14,08 3,44 0,010 0,023
hsa-mir-588-Pre 4,34 15,16 3,50 0,011 0,024
hsa-miR-3187 4,24 15,39 3,64 0,017 0,037
hsa-mir-302c* 3,06 14,48 4,74 0,020 0,044
hsa-miR-1288 3,24 15,44 4,76 0,020 0,042
hsa-miR-519c- 2,98 14,72 4,93 0,017 0,037
5
hza-miR-21 17 3,23 15,91 4,93 0,017 0,037
hsa-miR-034c- 2,95 14,66 4,98 0,017 0,036
5
hza-miR-Q* 2,75 13,98 5,08 0,017 0,037
hsa-miR-30c-2* 2,72 15,91 5,85 0,009 0,021
hsa-mir-583 2,38 14,28 6,02 0,008 0,018
hsa-mir-214-pre 2,48 15,00 6,06 0,008 0,018
hsa-miR-2355 2,47 15,34 6,21 0,007 0,016
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Sekil 55. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin K562 Huicrelerindeki miRNA

Ekspresyon Degisimlerinin i1sI haritasi

3.1.4.2. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin HL-60 Hicrelerinde

Olusturdugu miRNA Ekspresyon Degisimleri

Imatinib 18 yM dozu 48. saatte HL-60 hucrelerinde kontrole gore mir-
554, mir-551a-Pre, mir-548a-1-Pre, miR-510 ve miR-93* ekspresyonlarini
yaklasik 5 kat baskilarken 27 miRNA ekspresyonunu 2,73 — 5,68 kat arttirdi

(Tablo 7, Sekil 56).

Dasatinibin 1Csp dozuna (896 nM, 48. saat) maruz birakilan HL-60
hicrelerinde miR-378c ve miR-1244 ekspresyonlar yaklagik 4,5 kat azaldigi
ve 22 miRNA ekspresyonunun ise 2 — 6 kat arttigi saptandi (Tablo 8, $ekil
56)
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Tablo 7: Imatinibin HL-60 hicrelerinde miRNA ekspresyonlarina etkisi

HL-60 Kontrol HL-60 Imatinib

Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi
hsa-mir-554 2,08 12,35 -5,93 0,008 0,015
hsa-mir-551a- 2,22 12,51 -5,65 0,010 0,018
Pre
hsa-mir-548a-1- 2,67 12,70 -4,76 0,020 0,037
Pre
hsa-miR-510 2,41 11,33 -4,70 0,021 0,038
hsa-miR-93* 2,71 12,60 -4,64 0,022 0,039
hsa-miR-1293 14,38 5,26 2,73 0,027 0,047
hsa-mir-015a- 15,29 5,57 2,75 0,027 0,048
re
ﬁsa-miR-ZOSb 15,31 5,44 2,82 0,023 0,041
hsa-miR-520e 13,65 4,42 3,09 0,022 0,039
hsa-miR-298 14,23 4,54 3,13 0,021 0,038
hsa-miR-503-pre 14,89 4,72 3,15 0,017 0,031
hsa-miR-1285 13,30 4,10 3,24 0,013 0,025
hsa-miR-3187 13,99 4,24 3,30 0,026 0,045
hsa-mir-588-Pre 15,16 4,34 3,50 0,011 0,021
hsa-let-7i-pre 12,68 3,52 3,60 0,016 0,029
hsa-mir-370-pre 14,83 3,38 4,39 0,027 0,048
hsa-miR-1255a 13,55 3,03 4,46 0,026 0,045
hsa-mir-302c* 13,71 3,06 4,48 0,027 0,047
hsa-mir-135b- 14,14 3,07 4,61 0,023 0,041
re
:sa-mir-1 06a- 13,23 2,82 4,67 0,021 0,038
re
Esa-miR-51 9c- 13,95 2,98 4,67 0,021 0,038
5
hza-miR-21 17 15,15 3,23 4,69 0,021 0,038
hsa-mir-597-Pre 14,22 3,02 4,72 0,021 0,038
hsa-miR-1288 15,35 3,24 4,74 0,020 0,037
hsa-miR-1307 12,52 2,61 4,78 0,021 0,039
hsa-miR-4325 12,13 2,51 4,83 0,021 0,038
hsa-miR-034c- 14,37 2,95 4,88 0,018 0,033
5
hza-miR-30c-1* 11,26 2,27 4,98 0,017 0,031
hsa-miR-9* 13,75 2,75 5,00 0,017 0,031
hsa-miR-1300 13,89 2,62 5,32 0,013 0,024
hsa-miR-30c-2* 14,45 2,72 5,32 0,013 0,024
hsa-mir-583 13,53 2,38 5,68 0,010 0,018
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Tablo 8: Dasatinibin HL-60 hicrelerinde miRNA ekspresyonlarina etkisi

HL-60
HL-60 Kontrol Dasatinib
Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi
hsa-miR-378c 9,89 2,13 -4,64 0,024 0,042
hsa-miR-1244 11,87 2,61 -4,55 0,026 0,045
hsa-mir-106b- 7,28 14,65 2,01 0,009 0,017
re
:sa-miR-374a* 7,30 15,07 2,06 0,007 0,014
hsa-miR-208b 5,44 14,63 2,69 0,029 0,049
hsa-miR-486-3p 5,35 15,44 2,88 0,020 0,034
hsa-miR-3180- 5,06 14,86 2,94 0,020 0,036
3
hza-miR-520e 4,42 14,79 3,34 0,015 0,027
hsa-miR-298 4,54 15,25 3,36 0,015 0,028
hsa-mir-588-Pre 4,34 14,77 3,40 0,012 0,023
hsa-miR-3187 4,24 14,56 3,44 0,021 0,037
hsa-mir-135b- 3,07 13,33 4,35 0,029 0,049
re

ﬁsa-mir-302c* 3,06 13,55 4,42 0,028 0,047
hsa-miR-3155 2,91 13,09 4,50 0,025 0,043
hsa-miR-1288 3,24 14,72 4,55 0,024 0,041
hsa-miR-2117 3,23 15,28 4,74 0,020 0,035
hsa-miR-034c- 2,95 14,32 4,85 0,020 0,035
5
hza-miR-4325 2,51 12,17 4,85 0,022 0,038
hsa-mir-597-Pre 3,02 14,85 4,93 0,017 0,031
hsa-miR-9* 2,75 13,69 4,98 0,017 0,030
hsa-miR-30c-2* 2,72 13,61 5,00 0,018 0,031
hsa-miR-519c- 2,98 15,02 5,05 0,016 0,028
5
hza-miR-3201 2,42 13,52 5,59 0,011 0,020
hsa-mir-583 2,38 14,75 6,21 0,006 0,013

Ponatinibin ICso dozu (607 nM, 48. saat) HL-60 hucrelerinde miR-221
ekspresyonunu yaklasik 4,58 kat azaltirken ve 20 miRNA ekspresyonunun

ise 2 — 6 kat arttigi saptandi (Tablo 9, Sekil 56)
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Tablo 9: Ponatinibin HL-60 hlcrelerinde miRNA ekspresyonlarina etkisi

HL-60
HL-60 Kontrol Ponatinib
Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi
hsa-mir-221 17,34 3,79 -4,58 0,023 0,049
hsa-miR-525-5p 7,68 15,66 2,04 0,001 0,004
hsa-mir-106b- 7,28 14,93 2,05 0,007 0,016
re
Esa-mir-024-1- 7,69 15,79 2,05 0,004 0,009
re

Esa-miR-761 7,49 15,46 2,07 0,005 0,011
hsa-miR-374a* 7,30 15,43 2,11 0,006 0,014
hsa-miR-1293 5,26 14,98 2,85 0,022 0,047
hsa-miR-298 4,54 15,03 3,31 0,016 0,035
hsa-miR-1285 4,10 14,08 3,44 0,010 0,023
hsa-mir-588-Pre 4,34 15,16 3,50 0,011 0,024
hsa-miR-3187 4,24 15,39 3,64 0,017 0,037
hsa-mir-302c* 3,06 14,48 4,74 0,020 0,044
hsa-miR-1288 3,24 15,44 4,76 0,020 0,042
hsa-miR-519c- 2,98 14,72 4,93 0,017 0,037
5
hza-miR-21 17 3,23 15,91 4,93 0,017 0,037
hsa-miR-034c- 2,95 14,66 4,98 0,017 0,036
5
hza-miR-Q* 2,75 13,98 5,08 0,017 0,037
hsa-miR-30c-2* 2,72 15,91 5,85 0,009 0,021
hsa-mir-583 2,38 14,28 6,02 0,008 0,018
hsa-mir-214-pre 2,48 15,00 6,06 0,008 0,018
hsa-miR-2355 2,47 15,34 6,21 0,007 0,016

Sekil 56. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin HL-60 Hucrelerindeki

mMiRNA Ekspresyon Degisimlerinin isI haritasi
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3.1.4.3. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin K562/ima3 Hiicrelerinde

Olusturdugu miRNA Ekspresyon Degisimleri

Imatinibin 18,35 pM dozu 48. saatte K562/ima3 hicrelerinde kontrole
gbre miR-3117 ve miR-548q ekspresyonlarini yaklasik 5 kat baskilarken 6

mMiRNA ekspresyonunu 3,44 — 5,65 kat arttird1 (Tablo 10, Sekil 57).

Tablo 10: Imatinibin K562/ima3 hilcrelerinde miRNA ekspresyonlarina

etkisi

K562/ima3 K562/ima3

Kontrol Imatinib
Transforme Transforme Kat FDR p

Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi
hsa-miR-3117 2,02 11,14 -5,53 0,011 0,038
hsa-miR-548q 2,13 11,37 -5,35 0,013 0,044
hsa-miR-29b-1* 12,15 3,53 3,44 0,012 0,040
hsa-miR-25* 12,25 2,33 5,26 0,013 0,044
hsa-mir-204 11,23 2,11 5,32 0,013 0,043
hsa-miR-19b-1* 12,44 2,33 5,35 0,012 0,043
hsa-miR-510 11,90 2,15 5,56 0,011 0,038
hsa-miR-3184 11,83 2,09 5,65 0,010 0,035

Dasatinibin 18,30 uM dozu 48. saatte K562/ima3 hucrelerinde kontrole
gore mir-589-Pre, mir-026b-pre ve mir-217 ekspresyonlarini yaklagik 5 kat

baskilarken miR-150 ekspresyonunu 5,30 kat arttirdi (Tablo 11, Sekil 57).

Tablo 11: Dasatinibin K562/ima3 hucrelerinde miRNA ekspresyonlarina

etkisi
K562/ima3 K562/ima3
Kontrol Dasatinib
Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim dizeltmesi
hsa-mir-589-Pre 11,45 2,01 -5,71 0,009 0,037
hsa-mir-026b- 11,43 2,12 -5,39 0,012 0,046
pre
hsa-mir-217 10,91 2,08 -5,25 0,013 0,050
hsa-miR-510 2,15 11,38 5,29 0,013 0,050
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Ponatinibin 9,87 nM dozu 48. saatte K562/ima3 hiicrelerinde kontrole
goére 14 miRNA ekspresyonlarini 3,38 — 5,44 kat baskilarken 14 miRNA

ekspresyonlu da 2,46 — 5,35 kat arttirdi (Tablo 12, Sekil 57).

Tablo 12: Ponatinibin K562/ima3 hucrelerinde miRNA ekspresyonlarina

etkisi

K562/ima3 K562/ima3

Kontrol Ponatinib
Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi

hsa-mir-629* 2,08 11,33 -5,44 0,011 0,035
hsa-mir-1910 2,20 11,90 -5,42 0,012 0,036
hsa-mir-218 2,50 12,49 -5,00 0,016 0,048
hsa-miR-766 2,78 13,72 -4,94 0,017 0,049
hsa-mir-302c 2,27 10,85 -4,77 0,020 0,057
hsa-mir-663-Pre 2,68 12,64 -4,72 0,020 0,058
hsa-miR-483-3p 2,97 12,48 -4,21 0,033 0,087
hsa-miR-885-3p 3,16 13,11 -4,16 0,034 0,090
hsa-miR-615-5p 3,07 12,33 -4,02 0,040 0,102
hsa-miR-146b-pre 2,75 10,99 -4,00 0,040 0,103
hsa-miR-541 2,98 11,86 -3,98 0,041 0,104
hsa-mir-139-pre 3,21 12,44 -3,87 0,046 0,114
hsa-mir-628-3p 3,16 12,23 -3,87 0,046 0,115
hsa-miR-484 3,41 13,06 -3,83 0,047 0,117
hsa-miR-4272 12,49 5,07 2,46 0,044 0,111
hsa-miR-548b-5p 14,09 5,69 2,48 0,046 0,116
hsa-miR-29b-1* 13,08 3,53 3,70 0,008 0,026
hsa-mir-027b-pre 13,36 3,41 3,92 0,043 0,110
hsa-miR-520a-5p 11,47 2,88 3,98 0,041 0,104
hsa-mir-512-2-pre 13,25 3,19 4,15 0,035 0,091
hsa-mir-659-Pre 13,07 3,08 4,26 0,031 0,084
hsa-mir-643-Pre 11,73 2,72 4,33 0,030 0,080
hsa-mir-323-pre 11,71 2,60 4,50 0,025 0,070
hsa-miR-513a-3p 10,19 2,27 4,50 0,028 0,077
hsa-mir-647 11,76 2,36 5,00 0,016 0,048
hsa-miR-518a-5p 11,51 2,25 5,10 0,015 0,045
hsa-miR-1277 12,53 2,37 5,29 0,013 0,039
hsa-mir-331-pre 12,07 2,25 5,35 0,012 0,038
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Sekil 57. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin K562/ima3 Hucrelerindeki

miRNA Ekspresyon Degisimlerinin 1s1 haritasi

3.1.4.4. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin NCI-BL 2171

Hucrelerinde Olugsturdugu miRNA Ekspresyon Degisimleri

Imatinibin 274 nM dozu 48. saatte NCI-BL 2171 hicrelerinde kontrole
gore miR-374b ekspresyonunu 4,47 kat baskilarken 50 miRNA

ekspresyonunu 2,09 — 7,35 kat arttirdi (Tablo 13, Sekil 58).

Tablo 13: Imatinibin NCI-BL 2171 hucrelerinde miRNA ekspresyonlarina

etkisi

NCI-BL 2171 NCI-BL 2171

Kontrol Imatinib
Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi

hsa-miR-374b 13,87 3,11 -4.47 0,026 0,048
hsa-mir-193a-pre 7,28 15,20 2,09 0,000 0,000
hsa-mir-637-Pre 7,35 16,12 2,19 0,025 0,047
hsa-mir-619-Pre 6,05 15,23 2,52 0,003 0,007
hsa-mir-221-pre 5,75 15,38 2,67 0,004 0,008
hsa-mir-340-3p 5,25 14,83 2,82 0,022 0,042
hsa-miR-518d-3p 5,33 15,64 2,93 0,019 0,037
hsa-mir-328 4,75 14,45 3,04 0,021 0,040
hsa-miR-493 5,00 15,35 3,07 0,015 0,029
hsa-miR-502-pre 4,56 14,77 3,24 0,018 0,034
hsa-miR-193b-pre 4,66 15,57 3,33 0,012 0,024

119



Tablo 13’ in devami

NCI-BL 2171 NCI-BL 2171

Kontrol Imatinib
Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi

hsa-miR-29b-2* 413 15,08 3,65 0,008 0,017
hsa-miR-371-5p 3,52 15,82 4,50 0,025 0,047
hsa-mir-189 3,02 13,80 4,57 0,024 0,044
hsa-miR-330-5p 3,02 13,86 4,59 0,023 0,044
hsa-mir-184 3,02 14,12 4,67 0,022 0,041
hsa-mir-147 2,85 13,41 4,69 0,026 0,048
hsa-mir-642-Pre 2,89 13,65 4,72 0,020 0,039
hsa-miR-28-3p 3,31 15,63 4,72 0,020 0,039
hsa-miR-4266 2,60 12,24 4,72 0,023 0,043
hsa-miR-1184 3,02 14,27 4,74 0,021 0,039
hsa-mir-184-pre 2,80 13,28 4,74 0,024 0,046
hsa-mir-367-pre 3,07 14,72 4,81 0,019 0,037
hsa-mir-182-pre 2,78 13,50 4,85 0,018 0,035
hsa-miR-485-5p 3,03 14,74 4,85 0,018 0,035
hsa-mir-624* 3,14 15,24 4,85 0,019 0,035
hsa-mir-647 3,05 14,98 4,90 0,018 0,035
hsa-mir-369-pre 2,95 14,61 4,95 0,017 0,032
hsa-miR-412 2,94 14,83 5,03 0,016 0,031
hsa-miR-668 2,79 14,13 5,05 0,016 0,030
hsa-miR-759 2,89 14,70 5,08 0,015 0,030
hsa-miR-500b 2,58 13,06 5,08 0,016 0,031
hsa-miR-938 2,79 14,24 5,10 0,015 0,029
hsa-miR-485-3p 2,84 14,65 5,15 0,014 0,028
hsa-mir-192-pre 2,73 14,29 5,24 0,013 0,026
hsa-mir-517a-pre 2,69 14,22 5,29 0,013 0,026
hsa-mir-023b-pre 2,76 14,71 5,35 0,013 0,025
hsa-miR-664* 2,48 13,37 5,41 0,016 0,031
hsa-mir-222-pre 2,93 16,04 5,46 0,011 0,022
hsa-miR-500-pre 2,58 14,46 5,62 0,010 0,020
hsa-mir-326 2,42 13,69 5,65 0,010 0,020
hsa-mir-638 2,31 13,52 5,85 0,009 0,018
hsa-mir-106a-pre 2,36 14,10 5,99 0,008 0,016
hsa-miR-15a* 2,48 15,32 6,17 0,007 0,014
hsa-mir-560 2,37 14,67 6,17 0,007 0,015
hsa-mir-523-pre 2,31 14,34 6,21 0,007 0,014
hsa-miR-1247 2,36 15,23 6,45 0,005 0,012
hsa-miR-409-pre 2,35 15,27 6,49 0,005 0,011
hsa-miR-1206 2,14 14,28 6,67 0,006 0,012
hsa-miR-494-pre 2,04 13,85 6,80 0,005 0,011
hsa-miR-125a-3p 2,07 15,21 7,35 0,003 0,007
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Dasatinibin 48 nM dozu 24. saatte NCI-BL 2171 hucrelerinde kontrole

g6re miRNA ekspresyonlarinda anlamli bir etkisinin olmadigi saptandi.

Ponatinibin 30 nM dozu 48. saatte NCI-BL 2171 hcrelerinde kontrole

gore 5 miRNA ekspresyonunu yaklasik 5 kat arttirdi (Tablo 14, Sekil 58).

Tablo 14: Ponatinibin NCI-BL 2171 hucrelerinde miRNA ekspresyonlarina

etkisi

NCI-BL 2171 NCI-BL 2171

Kontrol Ponatinib
Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi

hsa-miR-1247 12,00 2,36 5,08 0,015 0,049
hsa-mir-523-pre 11,94 2,31 5,15 0,015 0,048
hsa-miR-409-pre 12,56 2,35 5,35 0,012 0,041
hsa-mir-638 13,61 2,31 5,88 0,008 0,029
hsa-miR-125a- 12,39 2,07 5,99 0,008 0,027
3p

Sekil 58. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin NCI-BL 2171 Hucrelerindeki

mMiRNA Ekspresyon Degisimlerinin isI haritasi
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3.1.4.5. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin Losemi Kok

Hiicrelerinde Olusturdugu miRNA Ekspresyon Degisimleri

Imatinibin 87 yM dozu 48. saatte LSC hucrelerinde kontrole gore 10
mMiRNA ekspresyonunu 3,95 — 5,33 kat baskilarken 2 miRNA ekspresyonunu

2,93 — 3,47kat arttirdi (Tablo 15, Sekil 59).

Tablo 15: Imatinibin LSC hucrelerinde miRNA ekspresyonlarina etkisi

LSC
Kontrol LSC Imatinib Kat FDR p
Transforme Transforme Degisi diizeltme
Ortalama Ortalama m si

hsa-miR-100* 14,56 2,73 -5,33 0,003 0,017
hsa-miR-4294 15,13 2,86 -5,30 0,003 0,020
hsa-miR-922 14,41 2,80 -5,15 0,003 0,019
hsa-mir-517* 12,09 2,56 -4,73 0,004 0,026
hsa-mir-613 13,45 3,06 -4,40 0,011 0,043
hsa-mir-033- 14,43 3,31 -4,36 0,009 0,038
pre
hsa-mir-379- 14,07 3,36 -4,19 0,012 0,045
pre
hsa-miR-3131 14,47 3,46 -4,18 0,012 0,046
hsa-miR-1228 13,68 3,31 -4,13 0,012 0,045
hsa-miR- 12,58 3,19 -3,95 0,013 0,048
302d*
hsa-miR-1249 3,76 11,03 2,93 0,004 0,024
hsa-miR-320e 4,05 14,03 3,47 0,003 0,017

Ponatinibin 870 nM dozu 48. saatte LSC hucrelerinde kontrole gére 5

miRNA ekspresyonunu 2,82 — 3,91 kat arttirdi (Tablo 16, Sekil 59).
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Tablo 16: Ponatinibin LSC hucrelerinde miRNA ekspresyonlarina etkisi

LSC Kontrol LSC Imatinib

Transforme Transforme Kat FDR p
Ortalama Ortalama Degisim diizeltmesi

hsa-mir-200a- 4,38 12,40 2,82 0,012 0,048
pre

hsa-miR-1323 417 12,10 2,90 0,009 0,038
hsa-miR-3165 4,06 11,77 2,90 0,013 0,050
hsa-miR-4285 3,49 10,97 3,14 0,002 0,010
hsa-mir-520c- 3,19 10,20 3,19 0,002 0,015
pre

hsa-miR-1249 3,76 12,83 3,41 0,001 0,004
hsa-miR-320e 4,05 14,00 3,46 0,003 0,016
hsa-miR-508-3p 3,03 11,82 3,91 0,000 0,001

Sekil 58. Imatinib, Dasatinib ve Ponatinibin insan Lésemi Kanser Kok

Hucrelerindeki miRNA Ekspresyon Degisimlerinin 1si haritasi
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BOLUM IV

4.1. TARTISMA

Kronik myeloid l6semi, hematopoietik kok hdcrenin klonal, malin bir
hastaligi olup, BCR ve ABL genlerinin fizyonu ile sonuglanan, 9 ve 22 nolu
kromozomlarin translokasyonu ile karakterizedir (149). Translokasyon
sonucu olusan Philadelphia kromozomunun protein Grlnu, tirozin kinaz
aktivitesine sahip 16semik transformasyona neden olan bir protein kinazdir

(197).

Imatinib, ABL spesifik aktivite gosteren 2- fenilaminopirimidin tirozin
kinaz inhibitérudur. p210 onkoproteinin ATP baglanan bodlgesindeki
aminoasitlere, ancak kinazin aktivasyon ilmek yapisi kapali oldugunda
spesifik olarak baglanabilir. Imatinibin tirozin kinaza konformasyonal spesifik
baglanmasi  imatinibin  segciciligini  arttirmaktadir ~ (207).  Imatinib
baglanmasiyla, ABL’ nin fosfat baglayan ilmek yapisinin purizsiz sekli
bozulur. Bdylece proteinin ATP baglayamayan inaktif konformasyonda
kalmasini saglar. Boylece tirozin otofosforilasyonu engellenir ve dolayisiyla
substrat fosforilasyonu gergeklesmez, I0komogenezi baslatan sinyal

yolaklarinin kapanmasi saglanir (57, 167).

Druker ve arkadaslari, BCR-ABL proteini l6semik hicrelere has

oldugundan, bu hulcrelerde ylksek dizeylerde eksprese edildiginden ve
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|I6semiyi indUklemek icin mutlaka BCR-ABL tirozin kinaz aktivitesi
gerektiginden yola ¢ikarak imatinibin KML igin ideal bir hedef oldugunu ortaya
koymuslardir. BCR-ABL igeren prolifere olan myeloid hlcrelerin imatinib ile
spesifik olarak inhibe edildigi ve ya oldurildigini ancak imatinibin normal

hicrelere minimal zarar verdigini gostermiglerdir (205).

Kosova ve ark. galismalarinda, imatinib ICsy dozunu K562 KML hucre
hatti icin 280 nM, K562/ima3 imatinib direncli KML hticre hatti i¢cin 14761 nM

bulmuslardir (133).

Baska bir calismada Gottschalk ve ark., K662 KML hlcre hatti icin
imatinibin ICso degerini 4,7 yM olarak gostermigler ancak BCR-ABL negatif

HC-1 hucrelerinde imatinibin etkisiz oldugunu ortaya koymuslardir (80).

Ohtomo ve ark. yaptiklari calismada, 24-96. saatte ortamina 3-30 uM
imatinib eklenen HL-60 hucrelerinde eklenmeyenlere gore, hucre canliligini
1,6 kat arttirdigini  ortaya koymuslardir. Nedenini tam olarak

aciklayamamakla birlikte otofaiji ile iliskilendirmiglerdir (179).

Deguchi ve ark, imatinibin 1Cso degerini K562 KML hucre hatti igin 414,8
nM, HL-60 Philadelphia negatif I6semi hlicre hatti icin 2000 nM’dan buyuk

olarak saptamislardir (53).

Calismamizda, WST-1 testi ile sitotoksisiteye bakiimig, K562 KML
hicrelerinde imatinibin 1C5yp dozu 650 nM olarak saptanmistir. Saptadigimiz
imatinibin sitotoksisitesi Kosova ve ark. nin ve Deguchi ve ark. nin
belirledilleri sitotoksisiteden ylUksek Gottschalk ve ark., belirlediginden

duguktar. Imatinibin sitotoksisitesi HL-60 BCR-ABL negatif I6semi hicre hatt
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icin yUksek olup ICsy degerini 18 uM olarak saptanmistir. Deguchi ve ark.
ICs50 degerini HL-60 hticre hatti icin 1Csy degerini 2000 nM’dan buyudk olarak
belirlemis, Gottschalk ve ark. HC-1 BCR-ABL negatif 16semi hatti igin

imatinibin etkisiz oldugunu ortaya koymuslardir.

Imatinib direngli KML hicre hatti K562/ima3’ de imatinibin 1C5y degeri
yuksek olarak (18350 nM) belirlenmistir. Kosova ve ark., K562/ima3 hucre
hatti icin imatinib 1Csy degerini 14761 nM bulmuslardir. Sitotoksisitedeki bu
farkhligin, etken maddelerin farkli kimyasal yapilardaki analoglarinin
kullaniimis olabileceginden kaynaklandigini disinmekteyiz. Ohtomo ve ark.
ise HL-60 hucrelerinde imatinibin sitotoksistesini belirleyemeyip proliferatif
olarak degerlendirmesi etken maddenin etkinliginden kaynaklandigini

dusunmekteyiz.

Cahgsmamizda saglikli B-lenfositlerden olugsan NCI-BL 2171 kontrol
hicre hattindaki hucrelerin, kronik myeloid I6semi hucrelerine kiyasla
imatinibe kargi daha hassas oldugu ve imatinib ICsy dozunun 274 nM oldugu

saptanmigtir. Imatinibin TKI etkisinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Copland ve ark., 72. saatte 5 uM imatinibin CD34" hiicrelerde %69,
CD34" CD38  hiicrelerde ise %47 azalmaya neden oldugunu
g6zlemlemislerdir. Aradaki farki, daha ilksel hiicreler olan CD34" CD38"
hicrelerinde daha ylksek BCR-ABL transkripsiyonunun goézlenmesiyle de
teyit edilen imatinib direnciyle iligkilendirmiglerdir (46). insan I6semi kanser
kok hucrelerinde imatinibin ICsg dozunu 87,3 uM olarak saptadik ve bu
yuksek degerin kdk hucrelerdeki imatinib direnci kaynakli oldugunu

disunmekteyiz.
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Park ve ark., imatinible muamele edilmeyen K562 hucrelerinin %3,8’i
erken apoptotik, %2,6’ s ge¢ apoptotik ya da nekrotik olarak belirlemislerdir.
2,5 pM imatinib ile muamele edilen K562 hicrelerinde ise kontrolle
karsilastinldiginda, 24. saatte %5,8 erken apoptotik %3,7 ge¢ apoptotik ve ya
nekrotik, 48. saatte %5,6 erken apoptotik %10,7 ge¢ apoptotik ve ya nekrotik
ve 72. saatte %9,1 erken apoptotik %29,8 ge¢ apoptotik ve ya nekrotik hlcre
seviyelerine ylUkseldigini ortaya koymuslardir (185). Bu bulgular uygulanan

doz farki da gozetildiginde bizim sonuglarimizlia értismektedir.

Greene ve ark., HL-60 hucrelerinde 250 nM imatinibin tek basina
apoptozu uyarmak igin yeterli olmadigini ortaya koymustur (88).
Calismamizda Annexin V analiziyle, imatinibin 1Csy dozlariyla muamele
edilen K562 hicrelerinde HL-60 ve K562/ima3 hicrelerine gore yaklasik 3
kat apoptoz indiksiyonu gozlenmistir. NCI-BL 2171 hcrelerinde ise K562
hlcrelerine yakin oranda apoptoz induksiyonu gorulmustur. HL-60 ve
K562/ima3 hiacre hatlari arasindaki bu benzerlik imatinibin BCR-ABL
uzerinden etki gosterememesinden, NCI-BL 2171 hicrelerinde yuksek
apoptoz oraninin hiicrelere uygulanan TKi etkisinden kaynaklandigini
disunmekteyiz. JC-1 Mitoprobe analiziyle, imatinib ICsy dozu ile muamele
edilen K562 hcrelerinde HL-60 hicrelerine gére yaklasik 2 kat, K562/ima3
hicrelerine gore yaklasik 1,5 kat apoptoz indiklendigi gézlenmisitr. NCI-BL
2171 hucrelerinde ise K562 hucrelerine gore yaklasik 2 kat apoptoz
indiiksiyonu gozlenmistir. iki yéntemden elde ettigimiz sonuglar arasindaki
farkhligin apoptozu farkli evrelerini detekte etmelerinden kaynaklandigini

dusunmekteyiz.

127



Basciani ve arkadaslari, Kaposi sarkomunda imatinib tedavisi
sonrasinda goérulen hicre Olumlerinin  apoptoz-otofaji igbirligine dayali
oldugunu gostermiglerdir (16). Klorokin otofagozomun lizozom ile
birlesmesini bloke ederek otofajik degradasyonu baskilayan bir molekuldur.
Mishima ve ark. galigmalarinda, K562 hucrelerini 0,5 pM imatinible ve 0,5 uM
imatinib+25 puM klorokinle ayri ayri muamele etmisler ve klorokin ile otofaji
mekanizmasi bloke edilen grupta anlamli olarak daha dusuk hucre canliligi
gozlemislerdir. Bu bilgiler 1s1ginda, imatinible uyarilmis apoptozun yaninda,
otofajinin de KML hicre oliumuand hizlandirici bir etken oldugunu ve otofajinin
baskilanmasinin hiucre olumunt arttirdigini ortaya koymuslardir. Ayrica
otofajinin BCR-ABL tirozin kinazi ile Ras/MAPK sinyali ile uyarildigindan
oturtd, direng mekanizmasinin otofaji Uzerinde etkili oldugunu 6ne
surmuslerdir. Yabanil tip BCR-ABL tasiyan BaF3 fare KML hiicre hattinda ve
mutant BCR-ABL tasiyan BaF3 hucrelerine imatinibin farkli dozlari tek basina
ve klorokinle kombine olarak verildiginde, klorokinle birlikte verilen yuksek
imatinib dozlarinin mutant BCR-ABL tasiyan BaF3 hiicelerinde bile hlcre
canhligini ciddi oranda dusurdiugund saptamisglardir (162).

Ohtomo ve ark. calismalarinda, imatinib ile muamele edilen HL-60
hicrelerinde otofajinin  indUklendigini, hucrelerdeki otofagozom artisini
elektron mikroskobu ile goruntuleyerek ortaya koymuslardir (179). LC3B-II
olugsmasiyla p62 baskilanir. p62 hem LC3 molekulu ile etkilesim bdlgesi hem
de ubikitinlenmis kargolari baglamak igin ubikitin iligkili bdlge tagsimaktadir. Bu
yuzden p62 baskilanmasi, otofaji suresince LC3-p62 etkilesimiyle artmis
degredasyonun godstergesidir (130, 165). Otofagozom olugsumunu bloke eden

lizozomal proteaz inibitorlerinin tek basina muamele edilmesine gore,
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imatinib ile kombine muameleden sonra LC3B-Il induksiyonu ¢ok daha fazla
uyarilmistir (164). Bu verilere dayanarak cesitli hiicrelerde imatinibe yanit
olarak otofajinin arttigini ve otofagozomlarin miktarindaki artisin tek basina
otofaji akisinin bloklanmasindan kaynaklanmadigini ortaya koymuslardir
(179).

Calismamizda Mishima ve ark. bulgularini destekleyecek yonde,
uygulanmamis kontrol hucreleri ile karsilastirildiginda imatinib ile muamele
edilmis K562 hicrelerinde otofajiyi 1,93 kat baskilandigi, K562/ima3
hicrelerinde 2,74 kat baskilandigi bulunmustur. Direncli hucrelerde daha
yuksek otofajik baskilanma nedenini diren¢g mekanizmasinda hlicre otofajiyi
yuksek oranda kullandiginindan dolayi oldugunu didstnmekteyiz. NCI-BL
2171 kontrol hiicre hattinda anlamli olarak otofaji represyonu ya da
induksiyonu gozlenmemistir.

Calismamizda ayrica HL-60 hicre hattinin imatinible muamele edilmesi
sonucu otofajinin kontrol hucrelerine gbére %25e yakin bir oranda
indUklendigi ortaya konmustur. Ohtomo ve ark. yaptiklari g¢alismadaki
bulgulari da bu sonucu desteklemektedir. Lésemi kdk hlcrelerinde ise %50
oraninda otofaji indiksiyonu gozlenmistir. Bunun kdk hicrelerin apoptozdan
kacis mekanizmasindan kaynaklandigini dusunmekteyiz.

Dasatinib, imatinib uygulamasinin KML hastalarinin tedavisinde etkisiz
kaldigi durumlarda kullanilan ¢ok hedefli bir tirozin kinaz inhibitoradur (152,
230). ABL kinaza hem aktif hem de inaktif konformasyondayken
baglanabilmektedir (47, 263). Hlcre hatti modellerinde, imatinib direngli kinaz

bdlgesindeki, dasatinibe kargi diren¢g olusmasinda da etkili olan T315I
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mutasyonu disindaki tim mutasyonlara baglanabilmekte ve inhibisyon
saglayabilmektedir (174, 214).

Deguchi ve ark. ¢calismalarinda, dasatinibin 1Csy, degerini K562 KML
hucre hatti icin 1,5 nM, HL-60 hicre hatti icin imatinibe benzer sekilde 2000
nM’dan buylk olarak saptamiglardir. Ayrica T315A, F317L, F317V, M351T
ve T315] mutant BCR-CBL tasiyan BaF3 hiicrelerinde de dasatinibin ICs
dozunu 2000 nM’dan buyuk olarak saptamiglardir (53).

O’Hare ve ark. ise BaF3 hucreleri ile yaptiklari ¢calismada, dasatinibin
IC50 dozunu 0,8 nM olarak belirlemigler ve dasatinibin imatinibden 325 kat
daha guli¢li oldugunu ortaya koymuslardir (175).

Nam ve ark. calismalarinda 1 nM dasatinibi K562 ve HL-60 hucreleri ile
muamele etmigler, 48. saat sonunda K562 hucrelerinin canliiginda %50
azalma go6zlenirken, HL-60 hicre canliiginda yaklasik %10 oraninda artig
g6zlenmistir (168).

K562 KML htcrelerinde dasatinibin 1Cso dozu 1,7 nM olarak saptanmig
ve imantinibten 382 kat daha etkili oldugu bulunmustur. Deguchi ve ark.
dasatinib icin 1,5 nM olarak bulduklari ICsy dozu ve O’Hare ve ark. ortaya
koyduklari dasatinibin imatinibe gore etki orani bizim bulgularimizla da
ortismektedir. HL-60 AML hucrelerinde dasatinibin 1C5y dozunu 896 nM
olarak saptadik. Bu degeri dasatinibin ¢ok hedefli bir tirozin kinaz inhibitoru
olmasindan dolayi, BCR-ABL bulunmasa da diger tirozin kinazlar Gzerinden
inhibisyonu saglayarak gergeklestirdigine baglamaktayiz. Deguchi ve ark.
bulgulariyla da desteklenecek sekilde K562/ima3 imatinib direncli hicrelerde
dasatinibin IC5p dozu 1830 nM olarak saptandi. Hucrelerdeki imatinib

direncinin BCR-ABL kinaz bdlgesi mutasyonlarindan kaynaklanabilecegini,
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bu mutasyonlardan T315]1 mutasyonunun dasatinibi etkisiz kildigini ve
hicrelerde dasatinibe de direng gelistiginden o6turi 1Cso dozunun ylksek
oldugunu dusunmekteyiz.

NCI-BL 2171 kontrol hlicre hattindaki hucrelerin, K562 |6semi
hlcrelerine gore imatinibe daha hassas olmalarinin aksine, dasatinibe karsi
hassasiyet gostermedikleri ortaya konmustur. NCI-BL 2171 1Cso dozu; K562
hicreleri 1Csy dozundan 28 kat daha yuksek olacak sekilde 48 nM olarak
bulunmustur. Bunun da tedavi sirasinda dasatinibin saglikli hucrelere zarar
vermemesi ve sadece l6semik hucreleri hedeflemesi agisindan énemli bir
sonug¢ oldugunu dugunmekteyiz.

Copland ve ark., CD34"CD38" primitif KML hiicrelerini 10 nM ve 150 nM
dasatinib ile muamele etmisler ve 10 nM dasatinibin htcrelerde %33
azalmaya, 150 nM dasatinibin ise %60 azalmaya neden oldugunu ortaya
koymuslardir (46). Primitif sessiz I6semi kdk htcrelerinin dogasi itibariyle
imatinibe (84) ve dasatinibe (46) direcli olduklar in vitro ortamda
gosterilmistir. Chomel ve Turhan kok huicreler Gzerinde dasatinibin imatinibe
gore daha etkili olduklarini séylemislerdir (40).

Calismamizda I6semi kok hucrelerinde dasatinib 1Cso dozu 870 nM
olarak saptanmistir. Bu deger K562 hucrelerinin 1Csy dozuna kiyasla oldukga
yuksek bir degerdir ve bunu sebebini 16semi kok hucrelerinin dasatinibe
direncli olmasina baglamaktayiz. Ama yine de I6semi kok hucrelerine kargi
dasatinib, imatinibe gore 10 kat daha etkili olarak bulunmustur.

Nam ve ark., K562 hucreleri Uzerinde dasatinibin apoptotik etkisini

Annexin V ydéntemi ile arastirmis ve 1X105%ml yogunlugunda hiicre icin 0,5;
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1; 10 nM dasatinibin sirasiyla yaklasik olarak %25, %40, %60 oraninda
apoptozu uyardigini bulmuslardir (168).

Fiskus ve ark., K562 ve LAMA-84 KML hucrelerini 2 nM’ dan 10 nM’ a
kadar dasatible muamele etmisler ve doza bagimli olarak apoptozun
uyarildigini ortaya koymuslardir. 10 nM dasatinibin K562 hucrelerinde %50,
LAMA-84 hicrelerinde ise %90 oraninda apoptozu indukledigini bulmuslardir.
Benzer sekilde 5 nM ile 20 nM arasi dasatinib ile muamele edilmis BaF3
hicrelerinde de, en yuksek konsantrasyonda yaklasik %70 apoptoz
indUksiyonu olmak Uzere, doza bagl apoptoz artisi gézlemlemislerdir (71).

Calismamizda Annexin V analiziyle, dasatinibin 1Cso dozlariyla
muamele edilen K562 hucreleri kontrolle karsilastirildiginda 24., 48. ve 72.
saatlerde sirasiyla 1,77 kat, 2,51 kat, 3,81 kat apoptotik artis gozlenmistir.
Hucrelerin dasatinible muamele suresi arttikga, apoptoz indiksiyonu da
arttirmistir.  Dasatinible muamele edilmis HL-60 hucrelerinde kontrolle
kargilastirildiginda anlaml bir apoptotik artis gézlenmemistir. K562/ima3
hicrelerinde ise, dasatinible muamele edilmelerinin 48. ve 72. saatlerinde
kontrole goére yaklasik 2 kat apoptoz indiksiyonu gozlenmistir. NCI-BL 2171
hicrelerinde K562 hicrelerinden 2 kat fazla oranda apoptoz indiksiyonu
gorulmustir. NCI-BL 2171 hucrelerinde yuksek apoptoz oraninin imatinible
ayni mekanizmadan kaynakladigini dugstunmekteyiz. JC-1 Mitoprobe
analiziyle, dasatinibin 1C5p dozu ile muamele edilen K562 hicrelerinde 72.
saattin sonunda kontrole gore 3 kat apoptoz indiksiyonu gdzlenmigtir.
Dasatinib K562 hucrelerinde apoptozu HL-60 hlcrelerine gore yaklasik 1,5
kat induklemektedir. K562/ima3 hucrelerinde ise 72. saatin sonunda kontrole

gore vyaklasik 1,5 kat apoptoz indiklendigi gozlenmigitr. NCI-BL 2171
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hicrelerinde ise K562 hlcrelerine gore yaklasik 1,5 kat apoptoz induksiyonu
gézlenmistir. iki ydntemden elde ettigimiz sonuglar arasindaki farkin
apoptozu farkh yolaklar Uzerinden detekte etmelerinden kaynaklandigini
dusunmekteyiz.

Calismamizda dasatinibin hem K562 hem de HL-60 hicrelerinde
kontrole gore otofaji yaklasik 2 kat, I6semi kok hicrelerinde ise 2,5 kat
baskiladigi gézlenmistir. K562/ima3 imatinib direncli hlcrelerde ise otofaji
klorokinle muamele edilmis hicrlere goére 4,62 kat baskilanmistir. NCI-BL
2171 saghkh kontrol hlcrelerinde ise otofaji baskilanmamigstir. Dasatinibin
HL-60, NCI-BL 2171 ve I6semi kdk hicrelerinde otofaji izerine olan etkisi ile
calisma bulunmamaktdir. Imatinibe benzer mekanizma ile otofajiye etki
ettigini dusinmekteyiz.

Ponatinibin faz ¢alismalari siirmekte olan bir TKi’ dir. T315 ile hidrojen
bagl kurmaya gerek duymayan bir yapi seklinde geligtirildiginden T315lI
mutant ABL1 otofosforilsayonunu da inhibe edebilmektedir. Ponatinib, ancak
inaktif konformasyondaki tirozin kinaza baglanabilmektedir. Ponatinib SRC
ailesi kinazlari, KIT, VEGFR2, PDGFRa, FGFR1 gibi kinazlarda da aktivite
gOsterebilmektedir (178).

O’Hare ve arkadaslari, ponatinibin hem yabanil tip hem T315] mutant
BCR-ABL ekspresyonu olan BaF3 hucrelerinde ve KML olgularindan alinan
hicrelerde buyumeyi baskiladigini ve apoptoza yodnlendirdigini ortaya
koymusglardi. BaF3 hucrelerinde 1Csy dozlarini, yabanil tip BCR-ABL
bulunduran hucreler igin 0,5 nM, T3151 mutant BCR-ABL bulunduran hticreler
icin 12 nM olarak bulmuslardir. Benzer bir sekilde myeloid blast krizindeki

KML olgularindan alinan htcrelerde ponatinibin 1Cso dozunu yabanil tip BCR-

133



ABL bulunduran hacrler i¢in 0,37 nM, T315] mutant BCR-ABL bulunduran
hicreler icin 2 nM olarak bulmuslardir. Ponatinib 1C5y dozu KML hicre
hatlarindan K562 icin 3,9 nM, KYO01 icin 0,4 nM, LAMA icin 0,3 nM olarak
belirlemislerdir. BCR-ABL negatif I6semi hlcre hatlarinda anlamli bir sonug
bulamamislardir (178).

O’Hare ve ark. bir baska galismalarinda, ponatinibin K562 hicrelerinde
buyumeyi inhibe ederken HL-60 hucrelerinde etmediklerini ortaya
koymuslardir. K562 hicrelerinin 24 saat 10 nM’ dan 100 nM’ a artan dozda
ponatinible muamelesi sonucu, doza bagmli olarak Gy¢/G4 fazinda
akimulasyon gozlerken, HL-60 hucrelerinde benzeri bir durum
g6zlememiglerdir (176).

Zhou ve ark. ise, BaF3 hucrelerinde ponatinib ICsy dozunu 0,5 nM
olarak bulmuslardir ki bu deger imatinibden 520 kat, dasatinibden ise 1,6 kat
dusuk bir degerdir. T3151 mutant BCR-ABL tasiyan BaF3 hicrelerinde ise
ICs50 dozunu 11 nM olarak belirlemiglerdir (271).

Gozgit ve ark. AML hicre hatlarinda yaptiklari ¢alismada, ponatinibin
ICs50 dozlarini MV4-11, Kasumi-1, KG1, EOL1 hucreleri i¢in sirasiyla 2nM,
8nM, 17 nM, 0,5 nM olarak bulmuslardir (81).

Calismamizda, K562 KML hucrelerinde ponatinibin 1Cso dozu 0,24 nM
olarak saptanmis ve dasatinibden 8 kat daha etkili oldugu bulunmustur. HL-
60 AML hucrelerinde dasatinibin 1Csop dozu 607 nM olarak saptandi. Bu
degeri ponatinibin ¢ok hedefli bir tirozin kinaz inhibitori olmasindan dolayi,
BCR-ABL bulunmasa da diger tirozin kinazlar Uzerinden inhibisyonu
saglayarak gercgeklestirdigine baglamaktayiz. O’Hare ve ark.” nin

calismalarinda T3151 mutant BCR-ABL tagiyan BaF3 hucrelerinde ponatinib
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ICs50 degeri, yabanil tip BaF3 hicrelerine gére 24 kat fazla olarak
saptanirken, c¢alismamizda K562/ima3 imatinib direngli hlcrelerde
ponatinibin IC5y dozu 9,37 nM oldugu ve K562 hicrelerinin den 41 kat fazla
oldugu saptandi. Imatinib direncinin, potatinibin 1Cso dederini yUkselttigi
yapilan goéstermistir. Calismamizda da direngli hicrede ponatinibin ICs
degeri yuksek bulunmustur.

NCI-BL 2171 kontrol hicre hattindaki hicrelerin, dasatinibe oldugu gibi
ponatinibe kargi da hassasiyet gostermedikleri ortaya konmustur. NCI-BL
2171 1Csp dozu; K562 hucreleri ICsyp dozundan 125 kat daha ylksek olacak
sekilde 30 nM olarak bulunmustur. Bunun da tedavi sirasinda ponatinibin
saglikh hicrelere zarar vermemesi ve sadece I6semik hlcreleri hedeflemesi
acisindan 6nemli bir sonug oldugunu dusinmekteyiz.

Calismamizda ponatinibin insan |6semi kanser kok hucreleri igin ICs
dozu 6,46 UM olarak saptanmis ve bu hucrelerde ponatinibe kargl dogal bir
ilag direng mekanizmasi oldugu seklinde degerlendirilmigtir.

O’Hare ve ark., K562 ve HL-60 hicrelerini farkl dozlarda ponatible 48
saat muamele etmisler ve Annexin V ile apoptozu gozlemlemislerdir. K562
hicrelerinde 100 nM ponatinibin apoptozu indukledigini ve induksiyonun
doza bagh olarak arttigini, bunula beraber HL-60 hucrelerinde 10 pM
ponatinibin bile apoptozu induklemedigini ortaya koymuslardir (176).

Calismamizda Annexin V analiziyle, ponatinibin [Csy dozlaryla
muamele edilen K562 hucreleri kontrolle karsilastirildiginda 24., 48. ve 72.
saatlerde sirasiyla 2,24 kat, 2,93 kat, 3,00 kat apoptotik artis gdzlenmistir.
Ponatinible muamele edilmis HL-60 hicrelerinde kontrolle karsilastirildiginda

yaklasik K562 hucreleri kadar apoptotik induksiyon gozlenmigtir. O’Hare ve
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ark.” nin galismasiyla sonuglarimiz gelismektedir. K562/ima3 hucrelerinde
ise, 72 saat boyunca kontrole gore yaklasik 1,5 kat apoptotik artis
g6zlenmigtir. 72. saatte NCI-BL 2171 hucrelerinde K562 hcrelerinden 2 kat
fazla oranda apoptoz indiksiyonu goértlmustir. NCI-BL 2171 hUcrelerinde
yuksek apoptoz oraninin  hucrelere  uygulanan yuksek dozdan
kaynaklandigini dustinmekteyiz. JC-1 Mitoprobe analiziyle de K562, HL-60,
K562/ima3 hlicre hatlari icin benzer sonuclar bulunmustur. NCI-BL 2171
hicrelerinde ise K562 hicrelerine gore yaklasik 1,5 kat apoptoz induksiyonu
g6zlenmistir. NCI-BL 2171 hicrelerine ponatinib muamlesiyle elde ettigimiz
sonuglar dasatinib ile benzerlik gostermektedir.

Ponatinib kontrolle karsilastirildiginda, K562 hicre hattinda otofaijiyi,
dasatinible benzer olarak yaklagik 2 kat, HL-60 hucrelerinde 1,5 kat, |[6semi
kok hucrelerinde ise yaklasik 2 kat baskilamigtir. Imatinib ve dasatinib gibi
NCI-BL 2171 kontrol hucrelerinde otofajik baskilanmayi indiklememistir.
K562/ima3 imatinib direngli hlcrelerde ise klorokine gore 9,15 kat gibi ciddi
oranda bir otofaji baskilanmasi goézlenmistir. Ponatinibin direngli hlicreler
Uzerindeki etkisinin apoptozdan c¢ok otofaji Uzerinden gergeklestigi
sOylenebilir ve bunu direng mekanizmasinda bu yolagin aktif olmasi ile
iligkilendirmekteyiz.

Guogen ve ark. (156) miR-422a’ nin MLH1 genini baskilayarak MutLa
genini asagi regule ettigini gostermislerdir. Uhl ve ark. (237) B-hlcre
lenfomalarinda miR-19a’ nin ekspresyonunun periferik kandaki mononukleer
hicrelere gore arttigini bulmuslardir. Imatinib ile muamele edilmis K562

hicrelerinde bu iki kanserlerde artmis miRNA ekspresyonunun yaklagik 5 kat
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azalmis olmasi imatinib tedavisinin miRNA Uzerinden de etkili olabilecegini
gOstermektedir.

Watahiki ve ark. (248) mir-2115’ in metastatik prostat kanserlerinde hi¢
eksprese olmadidini bulmuslardir. K562’ de imatinib maruziyetinde mir-2115
ekspresyonu 6,33 kat arttirmig, ponatinib maruziyetinde ise 5,99 kat artrmig
olmasi olumlu olarak degerlendirilmistir.

Wu ve ark. (253) meme kanseri hlcrelerinde tam patolojik yanitta mir-
1299 ekspresyonunun yuksek, tam patolojik yanit olmadigi durumlarda disuk
oldugunu gdstermislerdir. Schrauder ve ark. (209) meme Kkanseri
hicrelerinde miR-718 in asagi regule oldugunu ve timor supresor 6zellik
gosterdigini bulmusglardir Imatinib K562 hucrelerinde mir-1299 ve miR-718
ekspresyonunu yaklasik 5 kat arttirmig ve bu artisin tedaviye olumlu bir etkisi
olarak degerlendirilmigtir.

Yan ve ark. (259) mir-1228 in MOAP1 proteini Uzerinden apoptozu
engelledigini gostermiglerdir. K562’ de dasatinib ekspresyonunu 5,58 kat
azalmig, LSC de ise 4,13 kat azalmis ve dasatinibin apoptotik
induksiyonunda mir-1228 GUzerinden de etkili oldugu seklinde
degerlendirilmistir.

Son ve ark. (222) kuguk hucreli olmayan akciger kanseri hicrelerinde
mir-371-3p’ nin yukar regule oldugunu gostermiglerdir. Onkojenik 6zellik
gOsteren mir-371-3p K562’ dasatinib uygulamasinda 2,17 kat azalmis ve
olumlu bir etki olarak degerlendiriimstir.

Godlewski ve ark. (78) glioma hucrelerinde mir-451-pre’ nin migrasyonu
engelledigini Jin ve ark. (122) mir-1226 meme kanser hucrelerinde MUC1

proteinini asagi regule ederek apoptozu indukledigini gostermistir. mir-1226
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ekspresyonu K562 ponatinibte 3,04 kat artmig, imatinibte 3,15 kat artmis ve
mir-451-pre ekspresyonu da K562 ponatinibte 5,49 kat artmistir.
Ekspresyonu azalan bu iki miRNA’ nin ekspresyonun artmasi olumlu olarak
degerlendirilmistir.

Seong-Yeon ve ark. (186) mir-29a mir-29b mir-29¢’ nin p58 ve
CDC42yi hedef alarak p53’ U aktive ettigini, Lee ve ark. (144) bas ve boyun
timorlerinde mir-204’ (n timor baskilayici olarak rol oynayip metaztasi
baskiladigini géstermislerdir. K562/ima3 imatinibte miR-29b-1* ekspresyonu
3,44 kat, mir-204 ekspresyonu 5,32 kat artmistir.

Haller ve ark. (94) mir-629*'un gastrointestinal kanser hicrelerinde asiri
eksprese oldugunu, Yi ve ark. (260) mir-663’ tn farkli timdrlerde onkogen ya
da timor baskilayici olarak farkh gérevlierde olabilecegini ve nazofaringal
karsinoma hucrelerinde yukari regule oldugunu ortaya koymuslardir.
K562/ima3 ponatinib mir-629* ekspresyonunu 5,44 kat ve mir-663
ekspresyonunu 4,72 kat azalmistir. Bunun yaninda Xu ve ark. (257) prostat
kanserinde asagl regule oldugunu buldugu mir-1277° nin ekspresyonu
K562/ima3 ponatinibde 5,29 kat artmistir.

Zhao ve ark. Meme (270) kanserli olgularda saglikli kigilere goére
artmigs mir-589 ekspresyonu saptamis Roldo ve ark. (200) miR-26b-pre
endokrin ve asinar tumorlerde asiri eksprese oldugunu gozlemlemiglerdir.
Onkojenik Ozellik gosteren bu iki miRNA ekspresyonu K562/ima3 hucre
hattinda dasatinib uygulamasi ile yaklagik 5 kat azalmis olup dasatinib
tedavisinin de miRNA Gzerinden de etkili oldugunu gostermektedir.

Zeng ve ark. (264) mir-100* asiriekspresyonunun mezenkimal kok

hdcreleri  farklilagmasini  engelledigini, Marcucci ve ark. (157) AML
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hicrelerinde mir-302d* nin asagi regllasyonunun ‘stemness’ ilskili oldugunu,
Toffanin  ve ark. (234) miR-517* nin hepatoselular karsinomada
timorogenezi destekledigini, Ou ve ark. (181) mir-613’ Gn aktif halde
proliferasyonu inhibe eden LXRa Uzerinden proliferasyonu etkiledigini, Pollari
ve ark. (191) meme kanserinde mir-379-pre’ nin CDK6’ yI asagi reglle
etmesiyle proliferasyonun arttigini ve Fuster ve Andres (73) mir-033’ {n
asagl regule ettipi p53 Gn hematopoetik kdk hicrelerin  kendini
yenileyebilmesinde etkili oldugunu ortaya koymuslardir. Calismamizda
imatinible muamele edilen 16semi kanser kdk hlcrelerinde miR-100*, miR-
302d*, miR517*, miR-613, miR-379-pre, miR-033-pre ekspresyonlarinin
sirastyla 5,33; 3,95; 4,73; 4,40; 4,19; 4,36 kat azaldigi1 saptandi.

Zhai ve ark. (265) renal karsinoma htcrelerinde mir-508-3p’ nin timor
baskilayici olarak rol oynadagini ve proliferasyonu baskiladigini, Rippe ve
ark. (198) kok hicreyi karakterize eden mirna’ lardan biri olan mir-520¢’ nin
prostat kanserinde asagi duzenlenmesinin migrasyonu ve invazyonu
arttirdigini ve Xia ve ark (255) nazofaringal karsinoma hucrelerinde mir-200a
asirn  ekspresyonunun ZEB-2 asagi regulasyonunun hicre buyumesi,
migrasyonu ve invazyonunu engelledigini ortaya koymuslardir. Calismamizda
ponatinible muamele edilen 16semi kanser kdk hucrelerinde mir-508-3p, mir-
520c ve mir-200a’ nin ekspresyonlarinin sirasiyla 3,91; 3,19; 2,82 kat artis

gOsterdigi saptandi.

Sonug olarak imatinib, dasatinib ve ponatinib |6semi kanser
modellerinde ve direncli kanser modelinde apoptozu indiklerken otofajiyi de
baskilamaktadir. Bu bulgu oldukga ilgingtir. ClUnkl tedavi amacgh etken

madde uygulanmasi kanser hucrelerinin  yeni savasma metodlar
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gelistirmesine neden olmaktadir. Ayrica (¢ nesil TKi’ leri onkojenik miRNA
ekspresyonlarini  baskilamakta, tumor  supresor  Ozellikli  miRNA
ekspresyonlarini induklemektedir. Bu bulgular imatinib, dasatinib ve
ponatinibin miRNA aracili tedavi etkinligini de gostermektedir. KML tedavisi
icin TKI’ lerinin uygulanmasinda molekiiler defektleri yenebilecek ve hiicreleri
tedavinin etkisinden kagmasini énleyebilecek miRNA’ in uygulamasi preklinik

calismalarla desteklendiginde oldukga Umit vermektedir.
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BOLUM Vv

5.1. SONUG VE ONERILER

Calismamizda; ponatinibin, kronik myeloid I6semi hicrelerinde ve
lI6semi kok kok hucrelerinde imatinib ve dasatinibden farkli olarak sitotoksik
etki dizeyinde, apoptoz indlksiyonunda, otofaji baskilanmasinda ve miRNA

ekspresyon duzeyinde ne gibi degisikliklere neden oldugunu arastirdik.

Imatinibin K562 hicre hattinda ICsy dederi 48. saatte 650 nM olarak
belirlenmistir. Imatinibin HL-60 hlcre hattinda 1Cs, degeri 48. saatte 18 yM
olarak belirlenmigtir. Imatinibin K562/ima3 hlicre hattinda ICs, degeri 48.
saatte 18,35 uM olarak belirlenmistir. Imatinibin NCI-BL 2171 hlicre hattinda
ICs50 de@eri 48. saatte 274 nM olarak belirlenmistir. Imatinibin insan I6semi

kanser kok hicre hattinda ICso degeri 48. saatte 87,3 uM olarak belirlenmistir.

Dasatinibin K562 hicre hattinda 1Cso degeri 24. saatte 1,7 nM olarak
belirlenmistir. Dasatinibin HL-60 hucre hattinda ICso degeri 48. saatte 896 nM
olarak belirlenmistir. Dasatinibin K562/ima3 huicre hattinda 1Cso de@eri 48.
saatte 1,83 UM olarak belirlenmistir. Dasatinibin NCI-BL2171 hilcre hattinda
ICs0 deg@eri 24. saatte 48 nM olarak belirlenmistir. Dasatinibin insan [6semi

kanser kok hicre hattinda ICso degeri 48. saatte 870 nM olarak belirlenmistir.
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Ponatinibin K562 hicre hattinda 1Cso degeri 48. saatte 0,24 nM olarak
belirlenmistir. Ponatinibin HL-60 hticre hattinda ICso degeri 48. saatte 607 nM
olarak belirlenmigtir. Ponatinibin K562/ima3 hlcre hattinda ICsy, degeri 48.
saatte 9,87 nM olarak belirlenmistir. Ponatinibin NCI-BL 2171 hlicre hattinda
ICs50 degeri 48. saatte 30 nM olarak belirlenmistir. Ponatinibin insan |6semi

kanser kok hicre hattinda ICso degeri 48. saatte 6,46 uM olarak belirlenmisgtir.

Imatinib ile muamele edilen K562 hulcrelerinde 24. saatte 3,65 kat, 48.
saatte 2,67 kat, 72. saatte 4,53 kat; dasatinible muamele edilen K562
hicrelerinde 24. saatte 3,05 kat, 48. saatte 2,51 kat, 72. saatte 4,81 kat;
ponatinible muamele edilen K562 hicrelerinde 24. saatte 3,07 kat, 48. saatte

2,32 kat, 72. saatte 3,00 kat apoptoz artigi gozlenmigtir.

Imatinib ile muamele edilen K562/ima3 hlcrelerinde 24. saatte 1,33 kat,
48. saatte 1,50 kat, 72. saatte 1,67 kat; dasatinible muamele edilen
K562/ima3 hlcrelerinde 24. Saatte 0,91 kat, 48. saatte 1,94 kat, 72. saatte
2,17 kat; ponatinible muamele edilen K562/ima3 hucrelerinde 24. saatte 1,35

kat, 48. saatte 1,35 kat, 72. saatte 1,41 kat apoptoz artisi gézlenmistir.

Imatinib ile muamele edilen insan I6semi kanser kok hucrelerinde 24.
saatte 1,59 kat, 48. saatte 12,45 kat, 72. saatte 6,00 kat; dasatinible
muamele edilen insan I6semi kanser kok hucrelerinde 24. saatte 0,74 kat, 48.
saatte 3,17 kat, 72. saatte 6,00 kat; ponatinible muamele edilen insan |6semi
kanser kok hlcrelerinde 24. saatte 2,61 kat, 48. saatte 10,72 kat, 72. saatte

6,00 kat apoptoz artisi gozlenmistir.
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Kontrol grubuyla karsilastirildiginda; K562 hucrelerinde 30 uM klorokin
otofajiyi 1,93 kat baskilarken, imatinibin 1,77 kat, dasatinibin 2,11 kat,
ponatinibin 2,09 kat baskiladigi  bulunmustur. Kontrol grubuyla
kargilastirildiginda; HL-60 hucrelerinde 30 pM klorokin otofajiyi 1,48 kat
baskilarken, dasatinibin 1,95 kat, ponatinibin 1,60 kat baskiladigi
bulunmustur. Imatinib ise HL-60 hicrelerinde otofajiyi baskilamamis,
kontrolle karsilastinildiginda 0,77 kat otofaji gdézlenmistir. K562/ima3
hicrelerinde 30 uM klorokin otofajiyi 2,74 kat baskilarken, imatinibin 3,49 kat,
dasatinibin 4,62 kat, ponatinibin 9,15 kat baskiladigi bulunmustur. insan
Loésemi Kanser Kok Hucre hicrelerinde 30 uM klorokin otofajiyi 1,48 kat
baskilarken, imatinibin otofajiyi 1,47 kat indikledidi, dasatinibin 2,78 kat,
ponatinibin 1,93 kat baskiladigi bulunmustur.

TKP’ leri miRNA ekspresyonlari (izerine etkileri degerlendirilmis ve
Imatinib K562’ de hsa-mir-422a-pre ekspresyonunu 5 kat ve hsa-miR-19a*
ekspresyonunu da 4,72 kat azaltug saptanmistir. Otuz miRNA
ekspresyonunu yaklasik 2 — 6 kat arttirdii belirlenmistir. Dasatinibin 1Csq
dozuna (1,70 nM, 24. saat) maruz birakilan K562 hicrelerinde miR-1228
ekspresyonu 5,58 kat ve mir-371-3p ise 2,17 kat azaldigi saptanmistir.
Ponatinibin 1Csy dozu (0,24 nM, 48. saat) ise mir-221 ekspresyonunu 4,58 kat
azaltirken 20 miRNA ekspresyonunu 2 — 6 kat arttirmigtir.

Imatinib direng gelisiminde miRNA’ larin etkisi degerlendiriimis ve
Imatinibin 18,35 uM dozu 48. saatte K562/ima3 hucrelerinde kontrole gore
miR-3117 ve miR-548q ekspresyonlarini yaklasik 5 kat baskilarken 6 miRNA
ekspresyonunu 3,44 — 5,65 kat arttirmigtir. Dasatinibin 18,30 uM dozu 48.

saatte K562/ima3 hucrelerinde kontrole gore mir-589-Pre, mir-026b-pre ve
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mir-217 ekspresyonlarini yaklasik 5 kat baskilarken miR-150 ekspresyonunu
5,30 kat arttirmistir. Ponatinibin 9,87 nM dozu 48. saatte K562/ima3
hucrelerinde kontrole gore 14 miRNA ekspresyonlarini 3,38 — 5,44 kat
baskilarken 14 miRNA ekspresyonlu da 2,46 — 5,35 kat arttirmigtir.

Losemi kdk hiicrelerinin Gic nesil TKI’ lere miRNA vyaniti da
degerlendirilmigtir. Imatinibin 87 pM dozu 48. saatte LSC hicrelerinde
kontrole gore 10 miRNA ekspresyonunu 3,95 — 5,33 kat baskilarken 2
MiRNA ekspresyonunu 2,93 — 3,47 kat arttirmigtir. Ponatinibin 870 nM dozu
48. saatte LSC hicrelerinde kontrole gére 5 miRNA ekspresyonunu 2,82 —

3,91 kat arttirmistir.

Sonu¢ olarak imatinib, dasatinib ve ponatinib 16semi kanser
modellerinde ve direncli kanser modelinde apoptozu indiklerken otofajiyi de
baskilamaktadir. Bu bulgu oldukg¢a ilgingtir. ClnklU tedavi amach etken
madde uygulanmasi kanser hdcrelerinin  yeni savasma metodlari
gelistirmesine neden olmaktadir. Ayrica (¢ nesil TKi’ leri onkojenik miRNA
ekspresyonlarini  baskilamakta, tumor  supresor  Ozellikli  miRNA
ekspresyonlarini induklemektedir. Bu bulgular imatinib, dasatinib ve
ponatinibin miRNA aracili tedavi etkinligini de gostermektedir. KML tedavisi
icin TKI’ lerinin uygulanmasinda molekiiler defektleri yenebilecek ve hiicreleri
tedavinin etkisinden kagmasini 6nleyebilecek miRNA’ in uygulamasi preklinik

calismalarla desteklendiginde oldukga Umit vermektedir.
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BOLUM VI

6.1. OZET

KRONIK MYELOID LOSEMi TEDAVISINDE KULLANILAN BAZI
ILAGLARIN LOSEMi KOK HUCRELERIi UZERINE ETKILERININ GENOM

DUZEYINDE ARASTIRILMASI

Kronik myeloid 16semi (KML) olgularinin %90'dan fazlasinda (9;22)
translokasyonu sonucu l6semik fenotipin gelismesinden sorumlu BCR-ABL

flzyon proteini olusmaktadir

BCR-ABL tirozin kinazin inhibitord olan imatinib mesilat, ikinci
jenerasyon nilotinib ve dasatinib ¢ogu olguda tam hematolojik, tam
sitogenetik ve major molekuler yanit elde etmek basarilsa da bazi olgularda
yanit alinamamaktadir. Uclncl jenerasyon tirozin kinaz inhibdri olan
ponatinib hem yabanil tip hem de T315] mutant ABL1 otofosforilasyonunu

inhibe etmektedir

Calismamizda, Ph+, Ph-, kontrol, imatinib direncli ve l16semi kdk hucre
hatlari imatinib, dasatinib ve ponatinibe maruz birakiimasi ile sitotoksik,
apoptotik ve otofajik etkileri ile tim genom miRNA degdisimlerinin arastiriimasi

amagclanmistir.

Imatinib, dasatinib ve ponatinib ICsy degerleri belirlenmis ve K562 hiicre
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hattinda sirasiyla 650 nM, 1,70 nM ve 0,24 nM bulunmustur. Imatinib direngli
hicre hatti K562/ima3’ te Imatinib 1,8 pM, dasatinib 896 nM ve ponatinib
9,87 nM ICsp degerleri belirlenmistir. Bu U¢ etken maddenin ICs, dozlari
apoptozu indukledigi saptanmigtir. Ayrica ayni dozlar I16semi hicrelerinde

otofajiyi de baskilamaktadir baskilamaktadir.

TKI* leri miRNA ekspresyonlari (izerine etkileri ve Imatinib direng
gelisiminde miRNA’ larin etkisi degerlendirilmistir. Onkojenik 6zellikli miRNA

ekspresyonlarinin baskilandigi saptanmistir.

Sonu¢ olarak imatinib, dasatinib ve ponatinib 16semi kanser
modellerinde ve direngli kanser modelinde apoptozu induklerken otofajiyi de
baskilamaktadir. Bu bulgu oldukga ilgingtir. CUnkl tedavi amagh etken
madde uygulanmasi kanser hucrelerinin  yeni savasma metodlari
gelistirmesine neden olmaktadir. Ayrica ¢ nesil TKI' leri onkojenik miRNA
ekspresyonlarini  baskilamakta, tUmor  supresor  Ozellikli  miRNA
ekspresyonlarini induklemektedir. Bu bulgular imatinib, dasatinib ve
ponatinibin miRNA aracili tedavi etkinligini de gostermektedir. KML tedavisi
igin TKI’ lerinin uygulanmasinda molekiiler defektleri yenebilecek ve hiicreleri
tedavinin etkisinden kagmasini dnleyebilecek miRNA’ in uygulamasi preklinik

calismalarla desteklendiginde oldukga Umit vermektedir.
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6.2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF CERTAIN DRUGS EFFECTS THAT USED IN
CHRONIC MYELOID LEUKEMIA TREATMENT ON LEUKEMIA STEM

CELLS AT THE GENOME LEVEL

BCR-ABL fusion protein, responsible for developing of leukemic
phenotype as a result of (9;22) translocation, is occured in more than 90% of

Chronic Myeloid Leukemia (CML) cases.

BCR-ABL tyrosine kinase inhibitor imatinib mesilat, second generation
tyrosine kinase inhibitors nilotinib and dasatinib are exact haematologic,
exact cytogenetic and major molecular response were achieved succesfully
even some of the cases did not response. Third generation tyrosine kinase
inhibitor ponatinib inhibits both wild type and T315] mutant ABLA

autophosphorylation.

In our study, it is aimed to investigate cytotoxic, apoptotic and
autophagic effects and whole genom miRNA alterations in Ph+, Ph-, control,
imatinib-resistant and leukemia stem cell lines by imatinib, dasatinib and

ponatinib exposure.

ICs0 values of imatinib, dasatinib ve ponatinib were determined and it is
found 650 nM, 1,70 nM and 0,24 nM in K562 cells respectively. Imatinib 1,8
MM, dasatinib 896 nM and ponatinib 9,87 nM IC5 values were determined in
Imatinib-resistant cell line K562/ima3. It is determined that ICsy doses of
these three compounds induced apoptosis. Also same doses repress

autophagy in leucemia cells.
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TKI 's effects on the expression of mIRNA and miRNA in the
development of resistance to imatinib' s was evaluated. miRNA expressions

with oncogenic property were suppressed.

As a result, imatinib, dasatinib, and ponatinib, induce apoptosis ans
suppress autophagy in the same time in leukemia cancer and in resistant
cancer model. This finding is quite interesting. Because application of the
active ingredient for the treatment of cancer cells to cause the development
of new methods for fighting. In addition, three-generation TKI 's to suppress
the expression of oncogenic miRNA, induces the expression of tumor
suppressor miRNA featured. These findings demonstrates the efficacy of
imatinib, dasatinib and ponatinib in mMiRNA-mediated treatment. Co-
application of TKI and miRNAs that can overcome molecular defects and
prevent the leukemic cells escape from the cure in the treatment of CML

become very promising with the support of preclinical studies.
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