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OZET

REKOMBINANT YAPAY PEPTITLER iLE HUCRE HEDEFLEME
YAKLASIMI

Yildiz, Sanem
Doktora Tezi, Biyofizik ABD
Tez Danigmani: Yard. Dog. Dr. Ayfer ATALAY

Mayis 2010, 111 Sayfa

Canli sistemlerinin en alt birimi olan hiicreler, canlinin yapi-islev iligkilerini
arastirmak i¢in model olarak kullanilmaktadir. Kanser hiicreleri ile yapilan caligsmalar,
hiicre yasayabilirligi, cogalmasi ve amaca yonelik kosullarin kolaylikla saglanabilmesi
nedeniyle hiicre kiiltiir yoOntemlerinin kullanim alanlarmi genisletmistir. Gen
mithendisligi ve biyoteknoloji alanlarindaki gelismeler, antikorlar, enzimler ve hiicre
yiizey reseptorleri gibi birgok molekiilii konformasyonel etkilesim ile taniyabilecek
peptidlerin faj ylizeyinde ekspresyonu esasina dayanan faj gosterim tekniginin yerini
onemli kilmaktadir. Hedef molekiillere yiiksek ilginlik gdsteren peptidler bu yontemle
tanimlanmaktadir. Hiicre hedefleme yaklagimlarinda, hiicre membran yapilarini 6zgiin
olarak algilayabilen rekombinant molekiillerin (peptid formatinda) molekiilsel tanida
kullanilmast miimkiin olabilmektedir.

Rekombinant peptidlerin hiicre islevleri iizerine etkilerini incelemeyi amagladigimiz
calismamizda, islevsel ve yapisal olarak iyi tanimlanmis insan eritrolosemi hiicresi
kokenli, doksorubisine direngli K562 hiicreleri (K562-dox) model olarak kullanilmistir.
Calismada, 12-mer yapay peptid kiitliphanesi kullanilarak, K562-dox hiicrelerini 6zgiin
olarak taniyan peptidler se¢ilmis, amino asit dizileri belirlenmis ve bu peptidlerin hiicre
sag kalimi analizleri ile hiicreler iizerindeki etkileri incelenmistir. K562-dox
hiicrelerinin 12-mer’lik lineer peptid kiitiiphanesi ile yapilan biyopaningler sonucu,
DNA dizi analizleri sonucunda elde edilen 29 faj klonunun K562-dox hiicre sag
kalimina negatif etkileri gozlenmistir. Bu fajlarla birlikte doksorubisinin hiicre sag
kalimma katkilar1 irdelendiginde, bazi klonlarda doksorubisin ile birlikte daha negatif
etkili olduklari, birka¢c klonda ise doksorubisinin fajin etkisini tersine cevirdigi
saptanmuistir.

Hiicre hedefleme yaklasimi calismalari ile molekiilsel biyofizik ve membran
biyofizigi caligmalarina temel bilimsel katki saglanmasi  disiiniilmektedir.
Calismamizda elde edilen veriler dogrultusunda, ileri c¢aligmalarda, peptid-hiicre
etkilesimlerinin dogasinin detaylandirilmasi ile ilgili farkli yontemler kullanilmalidir.
Bu sekilde, AFM, SPR, Flow Sitometri, Patch Kenetleme gibi tekniklerin kullanilmasi,
peptid-hiicre modellerinde baglanma-ayrilma kinetikleri, peptidin hiicre {izerine
uyguladigi gerilme kuvvetleri ve etkileri, peptidlerin hiicre membrani {izerindeki
kanallar ile etkilesimleri ve hiicredeki elektriksel faaliyetlere etkisi, hiicre membranin
tanimlanmas1 gibi pek c¢ok biyofiziksel o6zellik ayrintili olarak incelenmesi, bu
konulardaki yaklasimlarin daha 1yi hazirlanip degerlendirilebilmesine katkilar
saglayacagi ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: K562-dox hiicreleri, Hiicre hedefleme, Faj gésterim teknolojisi



ABSTRACT

CELL TARGETING APPROACH WITH RECOMBINANT ARTIFICIAL
PEPTIDES

Yildiz, Sanem
PhD Thesis in Biophysics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ayfer ATALAY

May 2010, 111 pages

Cell lines are being used as a model to investigate the structural and functional
properties of living organisms. Cell culture is one of the laboratory methods to observe
cancer cells activity such as proliferation and differentation. Phage display is also
another laboratory method based on peptide libraries, a number of peptides that interact
with protein targets, in some cases with high affinity and specificity with the target
molecule. The ability of a peptide to target a specific protein in vitro have a potential for
recognizing the cell membrane structure, protein-protein and receptor-ligand
interactions.

Main objectives of the thesis is to develop peptides recognizing the membrane motifs
of doxorubicin resistant K562 cells (K562-dox) and their effects on membrane
biophysics. Our aim is to contribute the molecular and cell membrane biophysics in the
model of K562-dox cells. Specific peptides were selected via phage library approach
and their functions on the cells were determined by viability assay. On the basis of
molecular interactions, phage display procedure was done for targeting K562-dox cells.
In this study, 12-mer peptide library was screened to find specific binding clones to
K562-dox cells. Peptides recognizing K562-dox cells were identified according to
peptide sequences and amino acid properties. We selected 29 different phages from
biopannings with the cells. According to our cell viability assay results, selected phages
were effected negatively to the viability of the K562-dox cells.

Depending on our results, AFM, SPR, Flow Cytometry, Patch Clamp approaches
should be used for further investigations. Biophysical properties including peptide and
cell membrane, peptide — targets binding kinetics, streching forces and ion channel
characteristics should be analyzed to understand interaction between molecules of cell
membrane and peptides. Additionally, such peptide could be used in some molecular
recognation researches and cell targeting approaches.

Keywords: K562-dox cells, Cell targeting, Phage display technology
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cDNA Komplementer Deoksiriboniikleik asit
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Xgal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactosid



1.GIRIS

Hiicreler, hiicre zar1 ile ¢evrelenen farkli yapi ve islevlere sahip birgok organel igeren
en kiigiik canli birimidir. Cok hiicreli canlilarda hiicreler, farkli islevleri
gerceklestirebilmek icin farklilasmiglardir. Hiicre zarinin yapisinin aydinlatilmasinda
giiniimiizde kabul edilen hiicre zar1 modeli, 1972 yilinda Singer ve Nicolson tarafindan
ortaya konulan akiskan mozaik zar modelidir. Bu yapilanmada, hiicre i¢ ortamin1 ayiran,
madde giris ¢ikisin1 diizenleyen, segici- gegirgen 6zellige sahip hiicre zari, temel olarak
protein, lipit ve karbohidrat molekiillerinden meydana gelmistir. Hiicrenin yap1 ve
islevlerine bagl olarak, hiicre zarinda yer alan protein, lipit ve Kkarbohidrat
molekiillerinin ¢esitliliginde farkliliklar gozlenmektedir. Hiicrenin dis ortam ile madde
aligverisini, diger hiicreler ile haberlesmesini hiicre yiizey molekiilleri ile olanakli kilan
hiicre zari, hiicreye sekil vererek hiicre i¢i ortamin 6zgiin yapisinin korunmasinda ve

hiicre islevlerinin diizenlenmesinde de gérevlidir.

Canli sistemlerinin en alt birimi olan hiicreler, hiicre kiiltiiri yontemlerinden
yararlanilarak, canlinin yapi-islev iligkilerini arastirmak i¢in model olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle kanser hiicreleri ile yapilan calismalar, hiicre yasayabilirligi,
cogalmasi ve amaca yonelik kosullarin kolaylikla saglanabilmesi nedeniyle hiicre kiiltiir
yontemlerinin kullanim alanlarini genisletmistir. Bu nedenle rekombinant peptidlerin
hiicre islevleri iizerine etkilerini incelemeyi amagladigimiz ¢alismamizda, islevsel ve
yapisal olarak iyi tanimlanmig insan eritrolosemi hiicresi kokenli doksorubisine direngli

K562 hiicreleri model olarak kullanilmistir.

Humoral bagisik yanitin temel molekiilii immiinoglobulinlerin (Ig) gen-yapi-islev
ozellikleri, arastirma, tani ve tedavi gibi yaklasimlarin gelistirilmesinde model
olusturmustur. Bu konuda ilk gelisim, monoklonal antikorlarin hiicre kiiltiirlerinde
iretilebildigi hibridoma yontemidir. Molekiilsel teknolojilerin gelisimine paralel olarak
antikorun antijenle baglantt kurdugu bdlgelerin faj gosterim ydntemleri ile
modellenmesi, bu konudaki arastirmalarin daha kolay uygulanabilmesine neden
olmustur. Herhangi bir molekiil, hiicre veya dokunun hedef olarak kullanilabildigi faj
gosterim yontemi, hedefle iliski kurabilen peptidlerin elde edildigi ve bu peptidlerin

genotip-fenotip iliskilerinin tanimlanabildigi bir yaklasimdir. Hiicre zarinda bulunan



yapilarin hiicre islevlerindeki dnemini ve yapisal 6zelliklerini tanimlamak amaci ile faj

teknolojilerinin kullanim1 giderek yayginlasmaktadir (Siegel 2002).

Bu tez c¢alismasinda, doksorubisine direng¢li K562 hiicreleri, yapay peptid
kiitiiphaneleri ile karsilastirilarak, hiicre zarindaki yapilara 6zgiin olarak baglanabilen ve
baglandiklari yapilar aracilig ile hiicre islevlerini etkileyebilen yapay peptidlerin elde
edilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, 12-mer’ lik yapay peptid
kiitiiphaneleri kullanilmis ve elde edilen peptidlerin hiicre yasamina etkileri sag kalim

analizleri ile incelenmistir.



2. KURAMSAL BIiLGILER ve LITERATUR TARAMASI

Organizmanin normal yasam siireglerinin aydinlatilmasi, organizmayi olusturan
hiicrelerin temel o6zelliklerinin belirlenmesine bagimlidir. Insan viicudunda yap1 ve
islevsel ozellikleri nedeniyle yaklagik 200 farkli hiicre tipi bulunmaktadir. Hiicrelerin
ayni gensel yapilarina karsin farkli 6zellikleri bulunmasi birgok arastirmanin temelini
olusturmaktadir. Insan viicudunun bu hiicresel yapilanmasmin aydinlatilmasi normal
islevlerin yan1 sira hastalik olusumuna katkida bulunan biyofiziksel olaylarin
tanimlanmasina ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine de katki saglayabilmektedir.
Viicudun hiicresel yapilanmast ve hiicre biitlinliigiiniin korunarak canliligin
siirdiiriilebilmesinde 6zellikle hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicrenin i¢ ve dis ortam
etkilesimlerinde hiicre zari1 yapisinin O6nemi vurgulanabilir. Tiim prokaryotik ve
Okaryotik hiicreler, hiicre icerigini ¢cevreden ayiran ve sitoplazma bilesimini belirleyen
bir plazma membrani ile c¢evrelenmistir. Hiicre membraninin temel yapist lipitler,

proteinler ve karbohidratlardan olusmaktadir.

Hiicre zarmin dogasi, hiicre smirlariin belirlenmesinin 6tesinde hiicrenin madde
aligverisi, hiicreler arasi iletisim ve cevreden gelebilecek sinyallerin hiicre islevlerini
yonlendirebilecek yapilar ile 6zgilinlesmistir. Her ne kadar hiicre zarlarinin temel yapisi
lipitler tarafindan olusturulsa da, hiicre yasami ve aktivitesi ile ilgili birgok 6zel
fonksiyon, proteinler tarafindan gerceklestirilmektedir. Hiicre zarinda bulunan
proteinler; reseptdr, enzim ya da kanal islevi goriirler (Sachs 2006). Okaryotik
hiicrelerde hiicre zar1 yapis1 ve islevine yonelik ¢alismalarda, ¢ekirdek ve diger hiicre ici
organelleri olmayan eritrositler, kandan kolayca saflastirilip pargalanabildigi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Benzer sekilde kandan kolaylikla elde edilebilen lenfositler de
hiicre zarindaki protein-protein veya protein olmayan-protein gibi molekiilsel
etkilesimlerin, hiicre yap1 ve islevlerine etkilerinin incelenmesinde kullanilan baglica
hiicrelerdir (Leen 2007). Son yillarda molekiilsel teknolojilerdeki ilerlemeler hiicre
zarinda bulunan proteinlerin yap1 ve islevlerinin aydinlatilmasinda biiylik katk:
saglamistir. Protein-protein etkilesim analizlerine yonelik calismalarda model olarak
stkca hematopoietik hiicreler kullanilmaktadir (Rudolph 2002, Kerppola 2008).
Ornegin, T lenfositlerin aktivasyonu i¢in T hiicre reseptdriiniin ve antijenik peptid

tastyan MHC molekiillerinin molekiilsel etkilesimlerine takiben T hiicre reseptoriiniin



CD3 birlikteligi ve CD4- MHC smif II veya CD8-MHC sinif I etkilesimlerinin eslik
etmesi ile bu hiicrelerde hiicre i¢i sinyalizasyonun baglatilmasi bu yollar ile

belirlenmektedir (Rudolph 2002, Ma’ayan 2005).

Hiicre kiiltiirii  yontemleri, hiicresel aktiviteleri kolaylikla takip edilebilen
lenfositlerin  yaninda, Ozellikle kanser hiicrelerinin ¢ogalma ve farklilagsma
mekanizmalarinin aydinlatilmasi, ¢esitli ilaglar veya uyarimlarin hiicreler tizerindeki
etkilerinin takip edilebilmesi bakimindan olduk¢a kullanighdir. Bu nedenle
calismamizda model olarak kullandigimiz doksorubisine direngli K562 hiicreleri de

hiicre kiiltiir yontemleri ile ¢ogaltilarak takip edilmislerdir.

2.1 K562 Hiicreleri

K562 insan 16semi hiicreleri, Lozzio vd tarafindan 1975 yilinda kronik miyeloid
16semi hastasinin plevral sivisindan elde edilmistir. K562 hiicreleri genellikle iki veya
daha fazla g¢ekirdek¢ik iceren ve 20 um capinda farklilagmayan blast hiicreleridir.
Sitoplazmik graniil i¢ermedikleri i¢in graniilosit veya monositlerde oldugu gibi
sitokimyasal boyalar ile boyanmazlar. Ortalama boliinme zamanlart 12 saat olan bu
hiicrelerin normal hiicrelerden farkli olarak 1,5 kat fazla kromozom sayisina ve
Philadelphia kromozomu [t(9q34;22q11)] gibi anormal kromozomlara sahip olduklari
belirlenmistir. K562 hiicreleri, [t(9q34;22q11)] translokasyonu sonucu gelisen
BCR/ABL gen fiizyonu ile eksprese olan protein sayesinde apoptoza ugramayan

hiicrelerdir (Lozzio 1975, Koeffler 1980, Foon 1982, Tsiftsoglou 2003).

Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde, K562 hiicrelerinin diizgiin sekilli,
kisa mikrovilliislii 16semik hiicrelere benzedikleri goriilmiistiir. Ayn1 zamanda kendini
yenileme Ozelliklerine sahip olmalar1 nedeniyle de hematopoetik pluripotent hiicrelere
de benzeyen K562 hiicre soylari, Epstein-Barr viriis (EBV) genomu ve niikleer
antijenine kars1 reseptorler, HLA-DR molekiilleri gibi B hiicrelere 6zgilin yiizey
antijenleri tasimamaktadir. Ayrica T lenfosit soyuna 6zgiin temel yiizey antijenlerini de
tasimamalari, lenfoid kokenli 16semi hiicreleri olmadigini, kronik miyeloid 16seminin
hiicre ylizey antijenlerinin gdzlenmesi graniilosit seri hiicreleri olduklarini isaret

etmektedir (Lozzio 1975).



Ozellikle hematopoietik hiicrelerin  gelisim siireglerinde degisik ydntemler
kullanilarak, hiicre yiizeyinde eksprese olan proteinlerin hiicre-hiicre, hiicre-
ekstraseliiler matriks, hiicre-hormon gibi etkilesimlerle hiicrelerin ¢ogalma ve
farklilasma siireglerine katkilar1 arastirilmistir. Molekiilsel teknolojilerin ilerlemesine
paralel olarak, molekiillerin biyofiziksel bi¢cimde izlenebildigi flow sitometri
yontemleriyle hiicrelerin kimliklendirilmesi ve farklilagma basamaklarinda eksprese
olan veya ekspresyonu olmayan proteinlerin izlenebilmesi ve hematolojik hastaliklarin
tanis1 ve tedavinin etkilerinin takip edilmesi miimkiin olabilmektedir (Geuijen 2005).
Bu yontemler kullanilarak, kemik iligindeki pluripotent kok hiicrelerden eritroid ve
megakaryositik hiicrelerin ayni progenitdr hiicrelerden koken aldigi saptanmistir
(Papayannopoulou 1987, Alitalo 1990, Debili 1996, Hoffman 1996). K562 hiicreleri;
fosfor esterlerine (PMA) maruz kaldiginda MAP kinaz yolaklarin1 aktive ederek
megakaryositik ve makrofaj-monositik hiicre serisine farklilasma yetenegine sahiptir
(Whalen 1997). Diger taraftan kemik iligi pluripotent kok hiicrelerinin interlokin-3 (I1L-
3), interlokin-7 (IL-7) gibi sitokinler ve eritropoietin ve trombopoietin gibi hormonlarla
hiicrelerin hangi seriye farklilasacagi, hiicre ylizey molekiillerinin ¢esitliligi
incelenmistir (Polliack 1983, Kardinal 2001). Ornegin, kemik iligi mononiikleer hiicre
kiiltirlerinde, transferrin reseptorii (CD71) ve glikoforin A’nin ekspresyonu ile
eritropoietinin glikoforin A ekspresyonundaki etkinligi flow sitometri yontemi ile
gosterilmistir (Bony 1999). Giinlimiizde kiiltiir ortaminda kolaylikla ¢ogalabilen K562
(insan miyeloid 16semi), HL-60 (insan myelositik 16semi), MEL (murin eritrolosemi),
KG-1 (insan eritrolosemi), U937 (lenfositik 16semi) gibi farkli hiicrelerin hiicre zarinda
tagidiklar proteinlerin kimliklendirilmesi, hiicre farklilagmasi ve apoptoz gibi hiicresel
faaliyetlerin izlenmesinde de benzer yontemler kullanilabilmektedir (Azam 2006,
Tsiftsouglu 2003). Monositik hiicre dizisi olan MUTZ-3’lin, sitokine bagli biiylime
ozelligi ve yliksek CD34 ekspresyon diizeyine sahip hiicreler gibi K562, HL-60, KG-1,
U-937 ya da THP-1 gibi hiicre soylarinda, farkli kimyasal ajanlara karsi duyarlilik
potansiyelleri hesaplanabilmektedir. Bu hiicre grubunun yaninda benzer g¢aligmalar,
giiclii sensitizer 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (DNCB) ve irritant sodyum dodesil siilfat
(SDS) ile uyarilmalar1 sonucu HLA ve CD molekiillerinin ekspresyon diizeyleri
incelenebilmektedir (Azam 2006). Eritroid ve myeloid hiicre serilerine ait yiizey
belirteclerinin K562 hiicrelerinde de gozlenmesi ile Gewirtz vd tarafindan
immiinfloresan ve immiinokimyasal analizler kullanarak, bu hiicrelerde trombosit

glikoproteininin varligr gosterilmistir. Boylece K562 hiicrelerinin bu proteinlerin



ekspresyonlar1 ile uyumlu, o6zellikle erken megakaryositik farklilasmada hiicresel ve
molekiilsel diizeyde incelemeye uygun heterojen hiicreler olduklar1 6ne siiriilmektedir

(Gewirtz 1982).

Eritroid farklilasma ve ¢ogalma sirasinda hiicre yiizey antijenlerinin
ekspresyonlarinda degisimler gozlenmis ve bu molekiillerin arastirilmasinda farkli hiicre
soylar1 incelenmistir. Dentritik hiicre benzeri hiicre serileri (K562, HL-60, THP-1, U-
937, MUTZ-3, KG-1) ylizey antijenleri, sitokinler, kemokinler ve kinazlar gibi
belirtecler ile tantmlanmiglardir. Dentritik hiicrelerde, belirteclerin ekspresyon diizeyleri
incelendiginde, farkli hiicre soylarinda CD86, CXCLS (IL-8) kemokini, p38 MAP kinaz
gibi belirteglerin hiicre tabanli analizlerde umut verici olduklar1 vurgulanmaktadir (dos
Santos 2009). K562 hiicrelerinin, GM-CSF, IL-4 veya TNF-a aracili farklilasma igin
uyarilmalar1 ile CD1 belirteci ekspresyonunun olmadigr gosterilmistir. Bu da, K562
hiicrelerinin dentritik hiicre benzeri hiicrelere farklilagmadiginin bir gostergesidir (dos
Santos 2009). Bunun yaninda CD54 (intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) yiizey
molekiiliiniin K562 hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi bildirilmistir (Koeffler
1980, dos Santos 2009).

Losemik hiicrelerin farklilagsmalar1 iizerine yapilan c¢alismalarda, hiicre dongiisii
kontrolli, programlanmis hiicre Olimi (apoptoz) ve hiicre yasaminin yeniden
programlanmasi1 gibi hiicrenin farkli islevlerinde, uyaricilarin etki mekanizmalar
tartisilmaktadir. Hematopoietik hiicrelerden farkli olarak l6semi hiicrelerinde erken
hematopoietik progenitdrler dig uyaranlara cevap verme yetenekleri ile farkli hiicrelere
farklilasma egilimi gosterirler. Normal hiicrelere gore Oliimsiizliik, kendini devam
ettirebilme yetenegi ve daha fazla ¢ogalma gosterirler. Hematopoietik hiicrelerde
farklilasma mekanizmalarinin aragtirilmasinda bazi 16semi hiicreleri model sistemleri
olusturmaktadir. Kiiltiir ortamlarinda homojen bir cogalma gosteren bu hiicreler, farkh
fenotiplere sahip normal hiicrelere benzer sekilde yiiksek oranda farklilasma

gostermektedirler (dos Santos 2009).

Hiicre farklilagsmasina neden olan dogal ya da dogal olmayan ajanlar, yapi, islev ve
fizikokimyasal oOzellikler acisindan farkliliklara sahip olmalarina ragmen her biri
optimum indiikleme kosullarina sahiptir. Yapi-islev iliskilerinin incelenmesi ile bazi

ajanlarin benzer yapilar igermelerine ragmen reseptor aracili yollar ve sinyal iletim



yollar1 gibi farkli yollar ve mekanizmalar ile uyari1 sagladiklar belirtilmektedir. K562
hiicrelerinin de bu molekiiller ile uyarilmalart sonucu farkli fenotipik 6zelliklere sahip
hiicrelere farklilastiklar1 bildirilmistir (Tsiftsoglou 2003). Hematopoietik hiicrelerin
membranlarinda yer alan yapilarin bircoguna K562 hiicrelerinde rastlanmasi ile bu
yapilarin aydinlatilmasinda monoklonal antikor teknolojileri yaygin olarak kullanilmaya
baslanmustir. Ozellikle bu hiicrelerde, eritrosit membran proteini olan glikoforin
ekspresyonunun gosterilmesi, hemoglobin sentezi yeteneginin olmasi, kiiltiir ortaminda
eritroid benzeri koloniler olusturmasi, graniilosit membran antijenlerine rastlanmasi ve
monositik ve graniilositik enzimler icermesinin belirlenmesi monoklonal antikor

teknolojileri ile aydinlatilmistir (Young 1981).

Kiiltlire alinan K562 hiicrelerinin, sodyum bitiirat, hemin, hidroksiiire gibi ajanlar ile
uyarildiklarinda eritroid seriye farklilastiklart gosterilmistir (Rutherford 1981,
Tsiftsoglou 2003). Hematopoietik hiicrelerde ve bazi nonhematopoietik hiicrelerde,
hiicre farklilasmasinin diizenlenmesinde hemin molekiiliiniin fizyolojik rolii pek c¢ok
calismada gosterilmistir. K562 hiicrelerinde de hemopeksin ve hiicre yiizey reseptorii ile
hiicre i¢ine alinan hemin, ¢ekirdekte, gama globin gen promotoruna etki ederek Oct-1,
GATA-1 ve NF-E2 gibi eritroid farklilasmaya neden olan transkripsiyonel faktorlerin
etkilesimlerini diizenlemede goérev yapar. Bu hiicreler, sodyum bitiirat ile
uyarildiklarinda geri doniisimsiiz olarak hemoglobin sentezinin indiiklenmesi ve sadece
insan eritrositlerinde sentezlenen glikoprotein yapidaki glikoforin A’ nmn varliginin
gosterilmesi bu hiicrelerin eritroid seri kok hiicre oldugunu isaret etmektedir (Young
1981, Tsiftsoglou 1986). Bu nedenlerden dolayr K562 hiicreleri, insan eritroid
farklilasma calismalarinda 6nemli bir model olarak kabul edilmistir (Gahmberg 1979,
Koeffler 1980, Bony 1999).

Sitozin arabinoz (Ara-C), 5-florourasil (5-FU) gibi primidin tiirevleri, 16semik hiicre
farklilagmasini tetiklerler. Ozellikle Ara-C, dogal sitozin trifosfat ile yarisip DNA
polimerazlari inhibe ederek hiicre ¢ogalmasini engelleyip, farklilagsma belirteclerinin
ekspresyonuna neden olur. 5-FU ile indiiklenmis K562 hiicreleri farklilasmasi, ber/abl
iligkili kinaz aktivitesinin aracilik ettigi translasyon basamaginda gerceklesir (Luisi-

delLuca 1984, Gomez-Vidal 2004).



Hiicre dongiisiine etki eden hekzametilen bisasetamid (HMBA), K562 hiicrelerinde
eritrositik / megakaryositik seri farklilagmasina, 5-azasitidin, sitozinler iizerinden DNA
metilasyonunu inhibe ederek eritrositik farklilasmaya neden olurlar. Yine DNA’ ya
baglanma yetenegine sahip kromomisin ve mitramisin antineoplastik ajanlar, tirozin
kinaz aktivitesini inhibe eden herbimisin (Honma 1989), DNA polimeraz aktivitesini
inhibe eden aromatik yag asitlerinden piirin analogu PMEA’ nin [9-(2-phosphonyl-
methylethyl)-adenine] eritrositik  farklilasmada etkili  olduklar1  gOsterilmistir
(Tsiftsoglou 2003). Topoizomeraz II (TOPO II) enzim inhibitorii dekstrazoksan, DNA
zincir kiriklarina neden olarak K562 hiicrelerinde apoptozu indiikler. Aktif intraseliiler
metabolit olan thiazole- 4-carboxamide adenine dinucleotide (TAD), Sodyum
fenilasetat (PA), tiazofurin gibi inozin 5-monofosfat dehidrogenaz inhibitérii ajanlar ile
bu enzimin aktivasyonunun inhibe ederek, K562 hiicrelerinde farklilasmay1 indiiklerler
(Olah 1988). Cisplatin ve tirevleri, hiicre farklilasmasi ve apoptotik yolun

aktivasyonunda potansiyel uyaricilar olarak tanimlanmistir (Bianchi 2001).

Hemoglobin sentezinin gézlendigi eritroid hiicrelerde, adriyamisin, danuramisin gibi
antrasiklinlerin sitotoksik etkilerinin, farkli konsantrasyonlardaki hemin ile belirgin
Olclide azaldigir tespit edilmistir. Hemoglobin sentezini indiiklemesinin yaninda
adriyamisine direngliligi arttirdigi saptanmustir (Tsiftsoglou 1986, Tsiftsoglou 2003).
K562 hiicrelerinin farklilagmasi iizerine yapilan ¢alismalarda, bu hiicrelerin 6zellikle
hemin disinda adriyamisin ile uyarilmalar1 sonucunda da glikoforin A (GPA), CD15 ve
transferrin reseptorii (CD71) gibi membran antijenlerinin ekspresyonlarimin artigina

neden oldugu gosterilmistir (Ouagari 1995).

Danurobisin  (DRB), doksorubisin (DOX), ve epidoksorubisin (EDOX) gibi
antrasiklin tiirevlerinin, insan 16semi hiicresi K562’ lerde proliferasyonu inhibe ettikleri
bunun yaninda morfolin ve hekzametilenimin halkalar1 eklenmis yeni nesil tiirevlerinin
ise subtoksik konsantrasyonlarinin eritroid farklilagmaya neden olduklar1 gosterilmistir.
In vitro kosullarda, hiicreler {izerinde 6zellikle doksorubisinin hiicre gogalmasini
engellemesi ve farklilasmay:1 tetikleme potansiyeline sahip olmasi diger ajanlarin
etkilerini arastirmaya ydnlendirmistir. Ozellikle hiicre dongiisii mekanizmalarinda bu
molekiillerin etkileri aragtirilmis ve 16semi tedavilerine yonelik antikanser ilaglar olarak

kullanilmalarin1 giindeme getirmistir. Bu nedenle biyoyararlanim amaci ile yeni



ilaglarin ve etkilerinin incelenmesi, giincel tekniklerin gelistirilmesi ¢aligmalarina yarar

saglamaktadir (Sartiano 1979, Czyz 2005, Laginha 2005).

Farklilagmis K562 hiicreleri uyarildiginda embriyonik ve fetal hemoglobin sentezi
yaptiklarindan dolayr hemoglobin degisimlerinin aydinlatilmasinda bu hiicre grubu ile
calisilmistir (Koeffler 1980, Nakajima 1993, Plonczynski 1999, Assef 2005). Bunun
yaninda, K562 hiicrelerinin talasemik hiicreler gibi davrandigi ve hemoglobin switching
icin model olusturabilecegi vurgulanmaktadir (Tsiftsoglou 2003). Distamisin A’nin
sentetik tiirevi olan tallimustin, yiiksek anti-tiimdr aktivite gostermesinden dolay1 faz I
ve faz Il denemelerinde aday ilaglar olarak goriilmektedir. Tallimustin ile kiiltiire edilen
K562 hiicrelerinde, gama-globin mRNA’sinda, Hb Gower 1 ve Hb Portland
hemoglobinlerinin {iretiminde indiiksiyon boyunca artis gozlenmesi, tallimustinin
eritrositik farklilasmada giiglii bir indiikleyici oldugunu vurgulamaktadir (Bianchi 2001,
Tsiftsoglou 2003).

2.1.1 K562 Hiicreleri ile Yapilan Calismalar

T ve B lenfositlerde farklilagma belirteci olarak bilinen CD38’ in ekspresyonu, K562
hiicrelerinde hemin ile uyarilmalarinda gelisen farkliliklar takip edilmistir. K562
hiicrelerinin farklilasmasinda CD38-spesifik enzimlerin (ADP-ribozil siklaz, NAD
glikohidrolaz) aktivitelerindeki artis / azalis degisimleri takip edilerek zamana bagl
CD38 ekspresyonu incelenmistir. Istirahat halinde aktiflesmemis hiicrelerde yiiksek
oranda eksprese edildigi gosterilen bu molekiile, uyarilan lenfoid ve eritroid hiicrelerde
de rastlanmus, farklilasma boyunca ekspresyonunda azalma oldugu gosterilmistir. CD38
molekiiliiniin hiicre igine alinmasi, K562 hiicrelerinin farklilagsmasinin bir isareti olarak

diistintilmektedir (Yalcintepe 2003).

K562 hiicre serisi, graniilosit soyunun erken farklilagma evresini temsil etmesinden
dolay1, insan NK hiicre tayininde hedef hiicre olarak kullanilmaktadir. NK hiicreleri ve
T hiicreleri aktivitelerindeki Onemli degisimleri incelemek amaci1 ile yapilan
calismalarda, NK hiicrelerinin aktivitelerinin izlenmesinde K562 hiicreleri ile
karsilagtirilmali  bicimde c¢alisilmistir. Hagner vd yaptiklarn c¢alismalar, dogal
sitotoksisitenin hedef hiicre populasyonunun aktivitesine bagli oldugunu gostermistir.

K562 hiicrelerinin farklilasma evrelerinde hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesinde
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mononiikleer hiicrelerin aktif rol oynadig1 gosterilmis ve elde edilen veriler NK veya T
hiicrelerinin farklilasmaya bagli ekspresyonlarinin anlagilmasma katki saglamistir

(Hagner 1984, Cho 2009).

K562 hiicrelerinde eksprese olmayan CD20 molekiiliiniin gen bolgesi bu hiicrelere
gen klonlama yontemleri ile aktarilarak CD20 molekiiliiniin islevi incelenmistir. B
lenfositlerin hiicre yiizey molekiillerinden CD20’nin hiicrelerde kalsiyum gecisinin
diizenlenmesinden sorumlu oldugu, K562 hiicrelerine CD20’nin gen transfeksiyonu ile
hiicre yiizeyinde bu yapinin gosterilmesi ile irdelenmistir. Hiicre zarindan kalsiyum
gecisleri takip edildiginde, CD20’nin kalsiyum iyon kanallar1 gibi davrandigi ileri
stiriilmektedir (Bubein 1993). Kalsiyum kanali benzeri yapilarin K562 hiicre yiizeyinde
gosterilmeleri ile kalsiyumun hiicre i¢inde birikimleri takip edilerek bu kanallarin etki

mekanizmalart aydinlatilmistir (Li 2008).

Kanser hiicrelerinde hiicrenin apoptoz i¢in inhibisyonu, aktivasyonu gibi islevlere
etkili adriyamisin, metotreksat, |-D-arabinofuranosilsitozin gibi kemoterapi ajanlari
kullanilarak hem in vivo olarak tiimé&r hiicrelerinde hem de in vitro hiicre kiltiirlerinde
calisilmistir. Quinoline-N-oxide tiirevleri olan [(2-(4'-nitrostyryl)-quinoline-1-oxide) (2-
NSQO) ve [4-(4-nitrostyryl)-quinoline-1-oxide] (4-NSQO), mikrozomal NADPH
oksidorediiktaz aktivitesi lizerindeki etkileri, nikotinamid koenzim konsantrasyonlar1 ve
K562 hiicrelerinde apoptotik etkilerinin incelendigi calismalarinda, hiicre igi
aktivasyonun belirlenmesinde ve apoptozun baslamasinda goriilen 6nemli belirteglerden
kaspazlarin aktiviteleri izlenmis ve 4-NSQO ve tiirevlerinin organizmanin dokularinda
diisiik toksik etkiye sahip antitiimdr ajanlar olabilecekleri vurgulanmistir (Volkova
2007).

Diisiik miktarlardaki mortalinin, K562 hiicrelerinde, kompleman C9 ve membran
atak kompleksi (MAC) ile iliski kurarak komplemana bagli sitotoksiteye karsi yiiksek
hassasiyet olusturdugu gdosterilmistir. Mitokondriyal 1s1 soku proteini olan mortalinin
hiicrelerde yiiksek ekspresyonu diistik kanser riskinin bir isaretidir. Mortalinin bu agidan
kanser immiinterapisi i¢in yeni nesil hedef molekiil oldugu diisiiniilmektedir (Pilzer

2010).
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K562 hiicreleri gibi Ber/Abl bulunan kronik myeloid hiicrelerinde, hiicre ¢ogalmasi
ve farklilagma ile sonuglanan hiicre sinyal iletim yollarin1 ve apoptoza olan direngliligi
etkileyen tirozin kinaz aktivitesidir. Bu aktivitenin imatinib mesilat (ST1571) ile inhibe
edilmesi amac1 ile STI571 ve doksorubisin tek tek ve birlikte kullanimlarinin etkileri
incelenmigtir. Diisiik konsantrasyonlarda doksorubisin ile Dbirlikte hiicresel
farklilagsmasinin yaninda antiproliferatif etkilere yol actig1, yiiksek konsantrasyonlarinda
niikleer fragmantasyon ve DNA kiriklar1 olusturarak hiicre apoptozuna neden oldugu
gozlenmistir. Bu nedenle, STI571 molekiiliiniin, K562 hiicrelerinde doksorubisine

duyarliligr arttirdigr dolayisiyla hiicrelerin Sliimiine neden oldugu diisiiniilmektedir
(Jakubowska 2007).

K562 hiicrelerinde p-glikoprotein ekspresyonunun diizenlenmesine yonelik
sitokinlerin incelendigi ¢alismalarda ise, hiicresel aktivasyon sonucu insan
lenfositlerinden elde edilen 16koregulin sitokininin, tliimor hiicrelerinde, doksorubisin ve
diger antibiyotiklere karst plazma membran gecirgenligini, hiicresel sitotoksitenin
arttirllmasina yonelik olarak degistirdigi bildirilmistir. Lokoregulin ile muamele edilen
hiicrelerde, p-glikoprotein ekspresyonunda azalma ve membran gecirgenliginde artig
bildirilmistir. Boylece hiicrelerin doksorubisine olan gecirgenlikleri artarak, hiicrede

sitotoksiteye neden olmaktadir (Evans 1992).

2.1.2 K562 Hiicreleri ve fla¢ Direngliligi

Hiicre islevlerinde etkili yapilarin tanimlanmasi ve bu islergeler ile ilgili hiicre
yiizeyi yapilarin aydinlatilmasi Onemlidir. Her hiicrede, molekiilsel ve hiicresel
mekanizmalara etki eden farkli uyaricilar, tiimor hiicrelerinde histolojik yapilar ve
bunlara bagli uygulama kosullari bulunmaktadir. Calisilan mekanizmalarin anlasilmasi,
dirence neden olan molekiil ile etkilesim ve tiimor hiicrelerinin hassasiyetini devam
ettirebilme yollarmni ¢ézmede yardimer olacaktir. Ilag direngliliginden sorumlu hiicresel
yapilarin ve direnglilik mekanizmalarinin aydinlatilmasi, bu mekanizmalarin tersine
cevirimi glniimiiz kanser kemoterapisinde onem kazanmaktadir (Gottesman 1995,

Gottesman 2002, Igbal 2003).
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Danurobisin ilk olarak kanser kematerapisinde akut I6semi ve lenfomalarda
arastirilmis bir antrasiklin tlirevidir. Ancak 1967°de danurobisinin 6liimciil kardiyak
toksisitesine neden oldugu farkedilmistir. 1950’lerde danurobisinden farkli olarak
doksorubisin, kanser kemoterapisi i¢in arastirmalarda kullanilmaya baglanmais bir ilagtir.
Tam etki mekanizmasi karmasik ve heniiz netlik kazanmamis olmasina ragmen, tiim
antrasiklinler gibi DNA’ya interkale olan doksorubisin, DNA nin ipliklerinin agilmasini
saglayan Topoizomeraz II enziminin ilerlemesini inhibe etmektedir. DNA/RNA
zincirleri arasma girerek, hizli c¢ogalan kanser hiicrelerinde, DNA ve RNA
metbolizmasini bozarak protein sentezini inhibe ederler (Sartiano 1979, Minotti 2004).
Onceleri adriyamisin olarak isimlendirilen doksorubisinin, danurobisine gére murin
timdorler arasinda oOzellikle solid tiimdrlerde daha etkin oldugu gosterilmistir.
Gilintimiizde 2000’e yakin doksorubisin analogu bulunmaktadir ve bunlarin 553 tanesi,
1991°den bu yana, Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan tarama
programinda degerlendirilmektedir. Doksorubisin genel olarak 16semiler, Hodgkin’s
lenfoma, mesane, mide, yumurtalik, meme, akciger, tiroid, multiple miyeloma gibi

kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Momparler 1976).

Doksorubisin, danurobisin, vinkristin, vinblastin gibi antrasiklinler, pK 7-9 arasinda
zay1f lipofilik karakter gdsterirler. Normal intraseliiler pH’ da ytiksiiz molekiiller olarak
hareket ederler. Bu ilaglarin hiicre igerisine alinmalarinda, hiicre membraninin
organizasyonu ve vezikiiler yolaklarin énemi arastirmalarda vurgulanmustir. Ozellikle
ilaglarin hiicre i¢ine alimi, disar1 atim1 ve hiicre i¢inde dagitiminda vezikiiller araciligi
ile tasimanin gerekliligi ileri siiriilmektedir. Bu islevlerin tanimlanmasi antikanser

tedavilerin gelistirilmesinde yol gosterici olacag: diisiiniilmektedir (Larsen 2000).

Kanser tedavisinde ilag direncliliginin gelisimi temel bir problemi olusturmaktadir.
Farkli kanser modelleri kullanarak, memeli hiicrelerinde ilag direngliligi kismen
aydinlatilmistir. lag direncliligi mekanizmalari; ilacin hiicreden tagmmasinin artisi,
hedef enzim/ protein miktarindaki artis (gen amplifikasyonlart), hedef enzim ve/veya
proteinlerindeki degisimler (diisiik affiniteli enzimler) ve ilacin neden oldugu apoptozun
inhibisyonu olarak 6zetlenebilir. Kanser ilaglarinin ¢ogu, etkilerini kanser hiicresinin
boliinme fazlarini etkileyerek gosterirler. Bazi kemoterapotik ajanlar, bazi hiicrelerde
olumlu sonug¢ verirken, diger kanser hiicrelerinde etkileri sinirli olabilmektedir. Bu

nedenle farkli sitotoksik maddelerin, farkli hiicrelerdeki etkilerinin tam olarak
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aydinlatilmas1 oldukca Onemlidir. Bu mekanizmalar hakkindaki bilgiler hala zayif
olmakla birlikte ¢alismalar devam etmektedir (Rumjanek 2001). Antikanser ilaglarina
kars1 kanser hiicrelerinin in vivo veya in vitro kosullarda direnglilik gosterdikleri
bildirilmistir. /n vivo olarak kemoterapi sirasinda verilen ilaca diren¢ kazanan hiicreler
yaninda in vitro kosullarda tiimor hiicrelerinin ilacin yiiksek konsantrasyonlarina maruz
birakilmastyla hiicrelerin direng¢ kazanmasi saglanabilmektedir. Ayrica klonlama
teknikleri ile ilag¢ direngliliginden sorumlu yapilarin ekspresyonlarinin arttirilmasiyla da

ilag direngliligi saglanabilmektedir (Hamada 1988, Hait 1993).

K562 hiicrelerinin doksorubisine direnglilik gelistirmesi ile ilgili ilk ¢aligmalarda p-
glikoproteine 6zgiin antikorlar kullanilarak, kolgisin, vinblastin, vinkristin gibi diger
ilaglara direnclilik gosteren hiicrelerin membranlarindan farkli olarak molekiil agirlig:
85.000 olan bir proteninin, K562 hiicreleri membranlarinda daha fazla eksprese edildigi
gosterilmistir. Bu proteinin sadece doksorubisin direnglilik mekanizmasina 6zgiin

oldugu distiniilmistiir (Hamada 1988).

Hiicresel farklilasma mekanizmalarinin aragtirilmasi amaci ile farkli indiikleyiciler
ve antikanser ilaglarin hiicreler iizerindeki etkileri, p-glikoprotein ve diger MDR
fenotipleri, vinkristin (VCR) ve adriyamisine (doksorubisin) direngli K562 hiicrelerinde
incelenerek aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Farklilasmaya neden olan indiikleyiciler,
sadece antikanser ilaglara direngli 16semi hiicrelerinin biiyiimesi kontroliine degil, ayni
zamanda sitotoksik ajanlar ile ilaglarin toksisitesini arttirict yonde de etki ederler.
Eritrositik farklilasma faktorii olan aktivin A, vinkristine direngli K562 hiicrelerinde
(K562/VCR), vinkristin, aktinomisin D ve adriyamisinin sitotoksik etkisini arttirir. Bu
ilaglarin hiicre disma tasinmasi p-glikoprotein ile iliskilendirilmistir. Ara-C’ nin
sitotoksik etkisi, ¢apraz direng gostermeyen K562/VCR hiicrelerinde aktivin A ile
yiikselmemektedir. Bu da Ara-C’nin p-glikoprotein ile iliskisinin olmadigini
diistindiirmektedir. K562-dox hiicrelerinde aktivin A’ ya daha az hassasiyet gosterdigi
ve farklilagsmalar1 {izerinde diger hiicrelere gore daha az etkili oldugu gosterilmistir. P-
glikoprotein ekspresyonu goriilmeyen K562 parental hiicrelerinde ise vinkristinin toksik
etkisine aktivin A’ nin etkili olmadig1 gosterilmistir. Sonug olarak, p-glikoprotein
ekspresyonunun aktivin A ile baskilandigi ve MDR fenotipinin degistigi ileri

stiriilmektedir (Okabe-Kado 1991).
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Kanser kemoterapisinde kullanilan antrasiklin antibiyotik tlirevi olan doksorubisine
in vitro kosullarda direngli hale getirilen K562 hiicrelerinin yiizeylerinde, normal K562
hiicrelerine oranla daha fazla p-glikoprotein eksprese edildigi bilinmektedir.
Doksorubisine  direngli  hale  getirilmis K562 hiicrelerinde, p-glikoprotein
ekspresyonunun, parental K562 hiicrelerine oranla 130 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir. Bu sayede yiiksek doksorubisin konsantrasyonlarinda bu hiicreler
canliliklarin1 devam ettirebilmektedirler (Hamada 1988, Tsuruo 1988, Yusa 1989). Bu
bulguya paralel olarak doksorubisine hassas hiicrelere p-glikoprotein ¢cDNA’simin
transfeksiyonu ile bu hiicrelerde doksorubisin ve vinblastin gibi ilaglara direngliligin
arttig1 gosterilmistir (Hait 1993).

Hiicre membraninda bulunan p-glikoproteinin yaninda, ¢oklu ilag direngliligi ile
iligkili proteinin (multidrug resistance associated protein, MRP) de ilacin tiimor
hiicrelerinde disa atiminda goérev aldigi belirtilmektedir. Verapamilin p-glikoprotein
inhibe ettigi dolayisiyla ilacin hiicre icinde kalmasina neden oldugu gosterilmistir
(Sugawara 1988, Yusa 1989). P-glikoprotein inhibitérlerinin yiiksek konsantrasyonlarda
kullanilmasi, klinik uygulamalarda sinirlayici bir faktérdiir. Bu nedenle 6zellikle kanser
hiicrelerini 6zgiin olarak taniyabilen ve antikanser ilaclarin hiicreye ulagmasinda

yardimci aract molekiiller gelistirilmektedir (Mazel 2001).

Insan ve hayvanlarda doksorubisinin geri doniisiimsiiz kardiyotoksik etki yaratmasi
klinik kullaniminda énemli bir engeli olusturmaktadir. Doksorubisin sik¢a transferrin,
dekstran, lipozomlar gibi ¢esitli molekiiller ile konjuge edilebilmektedir. Peptid-
doksorubisin konjugatlarinin olusturulmasi ile doksorubisine direngli hiicrelerde doza
bagli olarak biiylimeyi inhibe ettikleri gdsterilmistir. Bu nedenle hiicre membranini
gecebilme kabiliyetine sahip pegelin ve penetratin gibi peptidler araciligr ile

doksorubisinin hiicre i¢inde birikimi saglanmistir (Mazel 2001).

Arora vd kanser kemoterapisinde onemli engellerden biri olan c¢oklu ilag direnci
gelisiminden sorumlu p-glikoproteininin diallil siilfit (DAS) tarafindan diizenlenmesini
arastirmiglardir. K562 hiicrelerini vinblastine karsi direncli hale getirerek K562-R hiicre
serisini elde etmigler ve bu hiicre serisinde vinkristin, doksorubisin ve diger
antineoplastik ajanlara kars1 da direng olustugu gozlenmistir. DAS’1n toksik olmayan

konsantrasyonu, zamana bagimli olarak direngli K562-R hiicre serisinde, vinblastin ve
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vinkristinin sitotoksik etkilerinin ortaya ¢cikmasina yol agnmistir. Immiinositokimyasal ve
western blot yontemleriyle incelendiginde, DAS’in direngli hiicrelerde indiiklenmis p-
glikoprotein ekspresyonunu azalttig1 belirtilmektedir. /n vivo hayvan calismalar1 da bu

bulgular desteklemektedir (Arora 2004).

flag direncliligi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, ilag direncliliginde etkili olan p-
glikoprotein (p-gp), 1280 amino asit igeren ve 170 kDa agirliginda olan bir
transmembran proteindir. ABC tasiyici protein siiper ailesi {iyesi olarak tanimlanan bu
protein, insanda 7p21-21.1 bolgesinde yer alan MDRI1 geni tarafindan kodlanir.
Ozellikle ilag direngliligi olan tiimér hiicrelerinde p-glikoproteinin asir1 ekspresyonu
gozlenebilmektedir. P-glikoprotein, ATP-bagimli disa atim pompasi olarak hiicreye
kars1 verilen ilacglarin hiicre disina atilmini gergeklestirerek, ilacin hiicre ici
konsantrasyonunu azaltmakta, dolayistyla ilacin antitiimor aktivitenin azalmasina neden

olmaktadir (Ambudkar 1999, Kim 2002, Haus-Cohen 2004).

P-glikoproteinin ekspresyonu, insan viicudunda bagirsak, karaciger, bobrek, kan
beyin bariyeri, akciger, overler ve testis basta olmak iizere pek c¢ok organda
gosterilmistir. Genis bir substrat listesine sahip olan p-glikoprotein, dogal maddeler
(vitamin A vb) hormon (aldosteron, Kortizol, testesteron vb), peptid (gramisin D,
valinomisin vb), floresan boyalar (rodamin123, etidyum bromiir vb) ve antitimér ilaglar
(antrasiklinler, vinka alkoloidler vb) gibi ksenobiyotiklerin hiicre digina taginmasinda
rol oynamaktadir (Ambudkar 1999, Marzolini 2004).

Kanser hiicrelerinde ¢oklu ilag direncliligi mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasi
lizerine yapilan bir calismada, K562 ve K562-dox hiicrelerinde farkli proteinlerin
ekspresyonlari incelenmistir. Bu ¢alismada, K562-dox hiicrelerinde 6zellikle NADH-
ubiquinone oxidorediiktaz, dihidrolipoil dehidrogenaz, aspartat aminotransferaz gibi
enerji metabolizmasinda gorevli proteinlerin, K562-dox hiicrelerinde ekspresyon
diizeylerinin azaldigr, bunun yaninda CRK benzeri protein, fosfatidiletonolamin
baglayic1 protein, statmin gibi sinyal iletimi, ¢ogalma ve farklilasmada gorevli bazi
proteinlerin ekspresyon diizeylerinin arttign  saptanmustir.  Ozellikle K562-dox
hiicrelerinde  p-glikoproteinin  ve LRP’nin  (Lung resistance-related protein)
histokimyasal analizlerle eksprese edildikleri, buna karsin K562 hiicrelerinde eksprese

olmadiklart gosterilmistir (Shen 2008). Bir baska calismada ise ilag direngliligini p-
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glikoprotein lizerinden gosteren K562-dox hiicrelerinde, yeni kalsiyum kanal blokeri
olan lomerizinin p-glikoprotein aktivasyonunu engellemesi ile doksorubisinin
hiicrelerde sitotoksik etkisinin arttig1 floresan boya olan kalsein birikimiyle takip

edilmistir (Shikari 2001).

2.2 Faj Gosterim Teknolojisi

Canli bagisiklik sisteminde, yabanci molekiilii taniyarak canlinin patojenlere karsi
savunmasinda gorev yapan antikorlarin, her birinin tek bir antijen taniyabilme ve
yiiksek 6zgiinliik 6zellikleri, uzun yillardan beri pek ¢ok teknolojiye temel olusturmus
ve yeni teknolojilerin gelismesine katkida bulunmustur. B hiicrelerinin gelisim
stireglerinde immiinoglobulin (Ig) genleri yeniden diizenlenerek hiicre yiizeyinde farkli
proteinler eksprese edilir. Bu farklilik, Ig agir ve hafif zincirlerine ait degisken bolgeler
olup antijene Ozgiinlikk gosteren bolgelerdir. Antijenle bir canlinin uyarilarak immiin
yanit elde edilmesi ile o canlidan elde edilen poliklonal antikorlarin 6zelliklerinin ayni
olmayisi, Ig tipi ile etkinliklerinin gesitliligi ve kullanilan kaynaklarin sinirli olmasi, bu
konudaki calismalarin gergeklestirilmesinde engel olusturmaktadir. ilk defa Kohler ve
Milstein tarafindan monoklonal antikor iiretim teknolojileri gelistirilmesi, bu konudaki
arastirmalarin gergeklestirilmesine biiyiik olanak saglamistir. Belirli bir antijene karsi
monoklonal antikor iiretmeye yonelik yontemlerin gelistirilmesi, biyolojik problemlerin
¢Ozlimlenmesi analizlerinde ve ¢esitli arastirmalarda derin etkiler olusturmustur
(Milstein 2000). Hibridoma teknolojisi ile iiretilen monoklonal antikorlar, ilk defa fare
immiinizasyonu ile fare dalak B hiicrelerinden bir antijene kars1 antikor iiretilmesi ve bu
hiicrelerin fare tiimor hiicreleri ile hibritlenmesi sonucunda, 6zgiin antikor {ireten hiicre
hatlar1 tiretilmistir. Hibridomalardan elde edilen monoklonal antikorlarin homojenite ve
Ozgiinlikleri nedeniyle in vivo terapotik ¢alismalara uygun olabilecekleri
diistiniilmiistiir. Ancak, tedavi amacgli ¢alismalarda, fare immiinizasyonu sonucu elde
edilen monoklonal antikorlarin 6zellikle insanlarda immiinojenik etkiye sahip olmasi,
monoklonal antikor teknolojisini sinirlamaktadir. Bu teknolojide 06zgiin antikor
olusturmak i¢in fare, tavsan gibi canlilarin kullanilmasi, hiicre kiiltiir yontemleri ve elde
edilen tiretilebilen antikorun sinirli 6zgiinliigii, giiniimiizde bu teknolojilerin kullanimini
da siirlamaktadir. Bunun yani sira monoklonal antikor iiretim tekniginde kullanilan
farelerde her hedef molekiile karsi antikor olusumunu gerceklestirebilmek de bu

yontemin simirlayict bir etkenidir (Hoogenboom 2000, Osbourn 2003) Faj gosterim
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teknolojisi yaklagimlari, hibridoma teknolojisi gibi antijene 06zgiin B hiicrelerini
Olumsiizlestirme gereksinimlerine ihtiya¢ olmadigini isaret etmektedir (Baca 1997, Fuh

2000).

Kanser ve otoimmiin hastaliklarda terapotik ajanlar olarak kullanilmasi hedeflenen
antikorlarin monoklonal olarak elde edilmesi ve iretilmesi yontemlerindeki
sinirlamalar, faj gosterim teknolojilerinin gelistirilmesine yol gostermistir. Antikor
miithendisligi alanindaki ilerlemeler ile monoklonal antikorlar ve faj gdsterim
teknolojilerinin kullanimi, hastaliklarin tani ve tedavisinde ¢ok Onemli gelismelere

neden olmustur (Binyamin 2004, Binyamin 2006, Filpula 2007).

Molekiilsel yontemlerin gelistirilmesi, antikor molekiillerinin ¢esitliligi konusundaki
bilgilerimizi arttirmakta ve bu bilgiler yeni teknolojilere temel olusturmaktadir. Bu
cercevede ilk yaklasim, Tonegawa’nin Ig agir ve hafif zincirlerinin degisken
bolgelerindeki somatik gen diizenlemeleri ile ilgili ¢aligmalardir (Tonegawa 1974,
Tonegawa 1976, Kurosawa 1982). Insanda Ig degisken bélgelerinin gesitliligi, somatik
gen diizenlemeleri ile gerceklesmekte ve bdylece antijen-antikor iligkisinin
ozgiinliigiinde Ig’nin degisken bolgeleri etkili olmaktadir. Insanda antikorun antijene
0zglin baglanabilme 06zelligini belirleyen, Ig degisken bolgelerinde en fazla gen
degisimi olan {i¢ farkli CDR (complementarity-determining regions, CDR1, CDR2,
CDR3) bolgest tanimlanmistir. Ig-antijen etkilesimi, molekiillerin ii¢ boyutlu
uyumlaria bagimli olarak, elektrostatik etkilesimler, hidrojen bagi, iyonik bag, van Der
Waals kuvvetleri veya hidrofobik etkilesimler gibi kuvvetli olmayan etkilesimler ile
gerceklesmektedir. Bu bdlgelerin i¢inde Ig molekiiliiniin antijenle dogrudan iligkili
oldugu ve en fazla degisim gosteren CDR3 bdlgesinin ¢esitliligi temel alinarak yeni faj
gosterim yaklasimlar1 gelistirilmistir. PCR tabanli teknikler kullanilarak antikorun agir
ve hafif zincirlerine ait degisken bolgeler c¢ogaltilarak faj gdsterim kiitiiphanesi elde

edilmektedir (Marks 1992, Hoogenboom 1997, Hudson 1999, Hoogenboom 2005).

Faj gosterim yontemi, ilk kez 1985 yilinda Smith tarafindan, 6zgiin islevleri
tanmimlanan farkli peptidlerin veya proteinlerin ¢ok miktarda tiretimi i¢in verimli bir
yontem olarak tanimlanmistir. Temel olarak, bu yontem filament6z fajin kilif protenini
kodlayan genlerinden birinin ig¢ine, calismasi yapilacak proteinin gen veya gen

pargaciklarinin rekombinant DNA yontemleriyle yerlestirilmesi (insertion) islemlerini
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kapsamaktadir (Azzazy 2002, Arap 2005, Paschke 2006). Uygulamalarin hemen hemen
tiimiinde tasiyici yap1 olarak fajmit partikiillerinin kullanilmasi nedeniyle, bu teknik “faj
tizerinde sunmak ya da gostermek’ olarak tanimlanmaktadir (Daugherty 2007).
Gliniimiizde, faj gOsterim yoOntemi protein-ligand iliskileri, reseptor veya antikor-
baglanma bolgeleri ve amino asit dizileri degistirilen proteinlerin islevlerindeki
yansimalarini arastirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Azzazy 2002). Bu
yontemle, gensel olarak farklilastirilan peptid veya proteinlere ait gen kiitiiphaneleriyle
ayni anda birka¢ milyon farkli gen {iriinii eksprese edebilecek faj gosterim kiitiiphaneleri
olusturulabilir. Bu kiitiiphaneleri igeren fajlar c¢ogaltildiktan sonra istenen hedef
molekiile baglanabilen yapiy1 igeren fajlarin se¢iminin yapilmasi ve secilen fajlarin
icerdigi genler ile amino asit dizilimleri kolaylikla tespit edilebilir. Faj gdsterim
yonteminin, genotip ile fenotip iliskisinin arastirilabilecegi, kisa zaman ve diisiik
maliyet nedeniyle iyi bir yaklasim oldugu disiiniilmektedir (Hoogenboom 1997,
Hoogenboom 2000, Azzazy 2002).

McCafferty vd 1990 yilinda immiinoglobulin degisken bdlgesini kodlayan genlerin
faj kilif protein genlerinden birisine yerlestirdikten sonra filamentéz fajin ylizeyinde
antikor pargalariin eksprese oldugunu rapor etmislerdir. Ayn1 yil, Winter vd ilk kez
bagisiklanan farelerin dalak B hiicrelerinden elde edilen kiitliphanelerle olusturulan faj
gosterim kiitliphanelerini, antijene 06zgiin antikorlarin se¢iminde kullanabildiklerini
aciklamiglardir. Bu gelismeleri, tek zincirli degisken parga (single chain variable
fragment, scFv), antijen baglanma pargas1 (fragment of antigen binding, Fab) ve diger
antikor pargalarini kodlayan genlerin faj kilif protein genine yerlestirilerek yapilan

caligmalar takip etmistir (Barbas 1991, Hoogenboom 2000).

Faj gosterim kiitiiphaneleri, faj icerisine yerlestirilen gen pargalarinin kaynagina
gore scFv (single chain of variable fragments) ve yapay peptid kiitiiphanelerine dayali
iki temel vyaklasimla hazirlanabilmektedir. ScFv igeren faj kiitiiphanelerinin
Olusturulmas1 sirasiyla; ilgili antijenle bagisik yanit olusturulan canlinin dalak B
hiicrelerinden elde edilen mRNA kiitiiphanesinden ¢cDNA sentezinin yapilmasi, bu
cDNA’dan antikorun antijene baglanma bdlgelerinin olusumuna katkida bulunan hafif
ve agir (VL ve Vy) zincir degisken gen bolgelerinin ¢ogaltimi, agir ve hafif zincir
genlerinin esnek polipeptidi olusturacak gen pargacigi ile birlestirilmesi ve bu gen

parcasinin faj genomuna yerlestirilmesi basamaklarini igermektedir. Agir ve hafif zincir
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degisken bolgelerini kodlayan genler arasina yerlestirilen polipeptid zinciri genellikle
(Gly,Ser)s tekrarindan olusan onbes amino asitlik bir yapidan olugsmaktadir (Kang 1991,
Azzazy 2002). Bu yaklasim ile antijeni algilayan parcalarin bir araya getirilmesi ve
antijeni algilama yetenegine sahip, tek bir zincir degisken parg¢anin elde edilmesi
amaclanmaktadir (Cwirla 1990). Bu sekilde hazirlanan kiitliphanede, fajmit
partikiiliiniin kilif proteinlerine bagli olarak scFv proteinleri eksprese edilir ve hedef
molekiil ile karsilagtirilmaya hazir hale getirilmis olur. ScFv Kkiitiiphanelerinin fare,
sigan, tavsan, deve ve insanlarin periferik kan, kemik iligi, dalak veya tonsillerinden
elde edilen B hiicreleri ile hazirlandig1 bildirilmistir (Hoogenboom 2000, Harmsen
2007). Bu yaklasimla antijen ya da enfeksiyoz bir ajanla karsilasarak bagisik yanit
gelisen veya otoimmiin hastalig1 olan veya kanserli bireylerden elde edilen B hiicreleri
kullanilarak faj gosterim kiitiiphaneleri olusturulmustur (Hoogenboom, 2000). Dogal
kaynaklardan hazirlanan scFv kiitiiphanelerindeki ¢esitliligin canlinin  bagigiklik
sistemine bagli oldugu ve bu sekilde hazirlanan kiitiiphanelerde mutasyon olusturan
sistemler kullanilarak cesitliligin arttirilabilecegi gosterilmistir (Hoogenboom 2000, Jain
2007).

Barbas vd ile Hoogenboom vd, 1992°de ilk kez antikorlarin CDR3 bdlgesini taklit
edebilen ve sentetik olarak {retilen kiitiiphaneleri kullandiklarint bildirmislerdir
(Hoogenboom 2000, Hoogenboom 2005). Yapay peptid kiitiiphaneleri, yapay olarak
tiretilen ¢esitli uzunluklardaki (7-mer, 12-mer, 16-mer vb) peptid dizilerini kodlayan
gen pargalarimi iceren fajin kilif proteinlerine bagli olarak eksprese edilmesi ile
hazirlanmaktadir. Bu yontemle fajin {izerinde eksprese edilen peptid gesitliligi icerdigi
yapay peptid uzunlugu ile dogru orantilidir (Binetruy-Tournaire 2000). Yapay peptid
kiitliphaneleri gelisimi scFv faj gosterim yonteminde gerekli olan canli sistemlerinin
kullanimmna gereksinimi ortadan kaldirmakta ve sistemin tiimiiyle in vitro
hazirlanmasini olanakli hale getirebilmistir (Hoogenboom 1991, Marks 1991, Marks
1992, Lerner 1992, Niv 2001, Li 2003).

Faj gosterim kiitliphaneleri ile in vitro kosullarda ileri derecede kontrol edilebilen
secimler yapilabilmesi nedeniyle bu yaklagimin tedavi amacli antikorlarin iiretilebilmesi
icin 6nemli bir teknolojik gelisim oldugu diisiiniilmektedir (Buckler 2008). Bu yontemle
elde edilen baglanma bolgelerini igeren rekombinant insan immiinoglobunlerinin in

vitro iretimleri gergeklesmistir (Buckler 2008). Giiniimiizde tedavi amagli antikorlarin
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gelistirilebilmesi icin endiistriyel ve akademik laboratuvarlarda yaklasik olarak 300

program Yyiiriitilmektedir (Filpula 2007).

Faj gosterim teknikleri ile elde edilen peptid ve protein algilayicilar gesitli
biyosensor uygulamalarinda, molekiilsel algilayici bilesen olarak kullanilmaktadir. Bu
molekiilsel algilayicilarin  hedeflerine olan ilginlikleri molekiilsel konformasyon
uyumuna dayanmaktadir (Kriplani 2005, Filpula 2007). Molekiilsel konformasyon
iliskileri molekiilsel biyofizikte 6nemli bir yer tutmaktadir (Barkhordarian 2006). Faj
gosterim  teknolojisinin uygulama alanlari, temelde molekiilsel yaklagimlarin
uygulandigi tiim alanlar olarak 6zetlenebilir. Bu nedenle, uygulama disiplinlerinden ¢ok
islevsel yaklagim i¢inde bir siniflama yapilirsa, peptidler, hormonlar, ¢esitli inhibitorler,
antikorlar, enzimler, asilar, transgenik hayvan ve bitki dretimi gibi biyoteknolojik
yaklasimlarin uygulamalarini da kapsamaktadir (Atalay 1998, Hoogenboom 2000,
Bajrovic 2001, Fischer 2005, Erdag 2007). Faj gosterim yontemleri uygulamalarinin
yani sira, hiicre yiizey gosterimi, ribozom gosterimi gibi yontemler, {retilen proteinin
genotip/fenotip arasindaki baglantilarini, hiicresel islevlerin belirlemesini kolaylastiran

giiclii tekniklerdir (Sergeeva 2006, Jackel 2008).

ScFv veya yapay peptid iceren faj gosterim kiitliphanelerinde eksprese olan peptid
veya proteinlerin arasindan hedef molekiile 6zgiin yapilarin se¢imi molekiilsel ilginlik
ozelligine bagli olarak yapilmakta ve “biyopaning” (biopanning) olarak
tanimlanmaktadir (Azzay 2002). Biyopaning islemleriyle elde edilen faj klonlarinin
hedef molekiile olan ilginliginin 6zellikleri, faj ELISA, Western blot, immiinofloresan,
yiizey plazmon rezonans (SPR), atomik kuvvet mikroskopu (AFM), patch kenetleme
gibi ek yontemlerle incelenebilmektedir (Hoogenboom 2000, Barkhordarian 2006,
Buckler 2008).
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2.2.1 Fajlarin Genel Ozellikleri

Faj gosterim teknolojilerinin uygulamasindaki énemli noktalardan biri uygulamada
kullanilan vektor ve o vektore ait O6zelliklerdir. Bu teknikte kullanilan vektorler, M13
tabanli filamentdz faj karakterindeki fajmitlerdir. E. coli bakterisine 6zgiin M13
filament6z faji, protein bir kilif ile ¢evrelenmis 6,4 kilobaz uzunlugunda dairesel tek
iplikli DNA igerir (Sekil 2.1) (Sidhu 2001, Arap 2005). Filament6éz fajlarin genom
yapisinin kiigiik olmasi nedeni ile genis kiitiiphaneler kolaylikla olusturulabilir ve
boylelikle in vitro se¢imde ideal tasiyici yapi olarak kullanilabilmektedir. Bu amagla
kullanilan filamentdz fajlar M13, fd ve fl veya bu faj kokeninden olusturulan

rekombinant faj ya da fajmit tiirleridir (Van den Hondel 1976, Sidhu 2000, Sidhu 2001).

E. coli i¢in parcalayict olmayan bakteriofaj (fl, fd ve M13) soylar yaklasik 6,5 nm
capinda ve 900 nm uzunlugunda filament seklindedir. Bakteriofajin (faj), tek zincirli
olan DNA genomu, replikasyonda, morfolojide ve viriis kilifin olusumunda gorev alan
onbir farkli proteini kodlar (Sekil 2.2). Minér kilif proteini pIIl, 406 amino asit
uzunlugunda 43.000 dalton molekiil agirhigina sahip iki alt iiniteden olusur. ilk alt
tinitesinin C-terminal ucunun viral kilif proteinle etkilesimi morfoloji ve membran
baglantis1 igin gereklidir. Ikinci alt birimin N-terminal ucu ise bakterinin f-pilisine
baglanarak bakteri hiicrelerini enfekte eder (Russel 1989, Manchak 2002, Mullen 2006).
Faj genomunda yer alan gen VIII (gVI1I), 50 amino asitlik major kilif proteinin (pVIII)
2700 kopyasmin tretiminden, gen Il (glll) ise 406 amino asitten olusan mindr kilif

proteinin (plll) 3-5 kopyasinin iiretiminden sorumludur.

Faj gosterim yontemi temel olarak filamentoz bakteriyofajin kilif proteinleri ile
birlikte faj yilizeyinde protein veya peptidlerin sunulmasi ve bu peptidlerin hedef
molekiiller ile taranmasinin miimkiin oldugu bir yontemdir. Faj gosterim yontemlerinde,
ekspresyonu yapilacak genler genellikle gIII gen bolgesine yerlestirilir. (Marvin 1969,
Atalay 1999, Sidhu 2000, Sidhu 2001). Bu tiir fajlarin gIII bolgesine gen aktarimi ile
eksprese edilen rekombine plll proteininin  bakterinin f-pilisi ile etkilesimi
degismemektedir (Sidhu 2000, Sidhu 2001).
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Filamentoz fajlar, E. coli bakteri konakgisinda litik enfeksiyon olusturmamasina

ragmen enfekte olmus bakteriler, faj partikiilleri {iretebilir ve onlar1 sekrete edebilirler.

Fajin E. coli’deki yasam dongisii, E. coli’nin f-pilisine fajin plll proteinin

baglanmasiyla baslar. Bakteriye baglanan faj partikiiliinden sadece faj DNA genomu

bakteri icine girer. Bakteri i¢ine giren fajin tek zincirli DNA genomu, ¢ift zincirli

DNA’ya dontistiiriiliir. Bu DNA, faj genlerinin ekspresyonu icin kalip gorevi gdren

replikatif formu (RF) olusturur. Yeni tek zincirli DNA faj genomu olusturularak faj
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protein yapilari ile paketlenip bakteri disina sekrete edilir. Boylece fajin yagam dongiisii

tamamlanmis olmaktadir (Sekil 2.3) (Azzazy 2002, Mullen 2006).
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Sekil 2.3 Fajin yasam dongiisii

2.2.2 Biyopaning Islemi

Faj gosterim teknolojilerinde fajlarin sahip olduklar1 temel o6zellikler sayesinde
hazirlanan peptid kiitiiphaneleri ile hedef molekiiller arasinda konformasyonel uyum
temelinde molekiilsel etkilesim kurabilen 6zgiin yapilar elde edilebilmekte ve bu yapilar
incelenebilmektedir. Fajlarin iizerinde ¢ok sayida ve cesitlilikte gosterilen peptidler
igerisinden, hedef yapilara 6zgiin olarak baglanan peptidin se¢imi biopaning adi verilen
secim dongiileri ile gerceklestirilir (Krumpe 2006). Molekiilsel etkilesim temeline
dayanan biyopaning iglemlerinde baglanma, fizyolojik kosullarda saglanirken, hedef
molekiil ile etkilesim kuran yapilari tagiyan fajlarin ayrilma islemi ise ortamin 1s1, pH,

iyonik degisimleri ile saglanabilmektedir.

Faj gosterim yontemi, hedef molekiil ile kiitiiphanenin karsilastiriimasi,
baglanmayan fajlarin yikama islemi ile uzaklastirilmasi, 6zgiin baglanmis fajlarin
hedeften ayrilarak ¢ogaltilmalar1 ile bir sonraki baglanma/amplifikasyon dongiisiine (3
veya daha fazla devir) alinmalar islemlerini igermektedir (Sekil 2.4). Son devirden
sonra secilen faj klonlarinin karakterizasyonlari, Faj-ELISA, DNA dizi analizi, amino
asit dizilerinin belirlenmesiyle yapilmaktadir (Koivunen 1999, Willats 2002).
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Faj gosterim yonteminde hedefler hemoglobin gibi molekiiller, karbon nanotiipler
gibi yapilar olabilecegi gibi, hiicre membran yapilar1 da hedef olarak segilebilmekte ve

canl sistemlerde de faj kiitiiphaneleri ile biyopaning islemleri yapilabilmektedir.
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Sekil 2.4 Faj gosterim tekniginin uygulama basamaklari

2.2.3 Kullanim Alanlar1

Rekombinant DNA teknolojisi ve yontemleri, 6zellikle molekiilsel algilama ve
molekiilsel etkilesim yontemlerinde onemli gelismelere neden olmustur. Gelisen gen
miihendisligi ve biyoteknoloji alanlarinda yapilan caligmalar, hastaliklarin tani ve
tedavisinde onemli katkilar saglamaktadir. Bu dogrultuda gelistirilen yapay peptid
kiitliphaneleri ile Ozellikle hiicre membran1 {izerindeki farkli yapilara 6zgiin
baglanabilen ve hiicre islevinde degisikliklere neden olabilen yapay peptidlerin
gelistirilmesi ¢alismalart hiz kazanmistir. Boylece kanser hiicrelerinin hedeflenmesine
yonelik ¢aligmalar ve yeni nesil molekiillerin gelistirilmesi, kanser tedavisinde dnemli
bir adim1 olusturmaktadir. Kanser tam1 ve tedavisinde hiicre hedefleme, bu hiicreleri
algilama, coklu ila¢ direngliligini tersine g¢evirebilme ve gelistirilen ila¢ ya da hiicre
islevini etkileyen molekiilii, bu hiicrelere dogru bigimde yonlendirebilme gibi konularda

caligmalar siirmektedir (Smith 1997, Paschke 2006).
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Faj kiitiiphanelerinin en biiyiik avantaji, ¢cok genis sayida farkli amino asit igeren
peptid dizilerini tastyan fajlar1 ayni1 ortamda bulunma kosulunu miimkiin kilmasidir. Bu
nedenle hedefe Ozgiin olarak baglanabilecek peptid yapilarini tasiyan fajlar1 elde
edebilmek ve bu yapilarla ileri arastirmalar yapabilmek oldukg¢a kolaylagsmistir (Falciani
2005). Hiicre membran yapilari, hiicre i¢i sinyal iletiminde gorevli molekiiller,
reseptorler, ilaglar, immiinoglobulinler, DNA, viriisler, matriks baglantili molekiiller,
hormonlar, tiimor iliskili antijenler gibi molekiillerin hedef olarak kullanilip segilen
hedefe 6zgiin baglanabilen fajlar1 elde edilmesinde faj gosterim kiitiiphaneleri basarili
bir bigimde kullanilmaktadir. Protein yapida olmayan molekiiller de faj gosterim
teknolojilerinde hedef molekiil olarak kullanilabilmektedir (Popkov 1998, Azzazy
2002). Yapay peptid kiitiiphaneleri, antimikrobiyal peptidler, reseptér antagonistleri,
hiicre ylizey reseptorleri ligandlari, protein kinaz inhibitorleri ve substratlari, T hiicre
epitoplar, MHC molekiillerine baglanabilen peptidler ve reseptér baglama bolgeleri,
peptid mimotoplart gibi biyoaktif peptidlerin islevlerinin aydinlatilmasinda basariyla
kullanilmaktadir. Bunun yaninda canli hiicreler iizerinde, hayvan veya insan
dokularinda eksprese olan molekiillere karsi son yillarda in vivo veya in vitro segimler
yapilabilmektedir (Arap 2005).

Faj gosterim teknolojisi, bagisiklik sistemi ve hematoloji alanlarinda hiicre
antijenlerini taniyabilen yapilarin elde edilmesinde kullanilmaktadir. Ornegin kan
gruplarin1 belirlemek amaciyla, faj gosterim teknolojilerinden elde edilen yapilar
giiniimiizde tam1 amacgli kullanilmaktadir. Bunun yaninda hematolojik hiicrelerin
(eritrosit, 10kosit, trombosit vb) tanisinda, immiin sistemde hiicre populasyonlarinin
belirlenmesi amaciyla in vivo goriintilleme tekniklerinde, hiicre yiizey belirteglerini
(CD3, CD16, CD20, CD25, CD30, IL-5 vb) 6zgiin olarak algilayan peptidler de faj
gosterim yontemleri ile gelistirilmistir. Bu dogrultuda farkli alanlarda kullanimi son

yillarda hiz kazanmistir (Mullaney 2001).

Insan monoklonal antikorlarin gelistirilmesinde, hibridoma teknolojisi, transgenik
fare lretimi, ribozom gosterim tekniginin yaninda giiniimiizde en ¢ok kullanilan faj
gosterim teknolojisi ile otoimmiin hastaliklarin tedavisinde insanlastirilmis antikorlar
iiretilerek, giiniimiizde yeni nesil ilaglar olarak kullanilmaktadir. Ornegin TNF-o’ya
kars1 6zgiin peptidler elde edilerek, insanlastirilmig antikor tiretimi ile romatoid artrit,

multiple skleroz gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde teropatik ajan olarak
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kullanilmaktadir. Faj gosterim teknolojileri ile gelistirilen bazi yeni nesil ajanlar ve
klinik denemeleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir (Osbourn 2003).

Tablo 2.1 Faj gosterim yontemi ile gelistirilen bazi kemoterapi ajanlar1 ve kullanim

alanlari
Uriin Ad Hedef Kullanim alam Klinik faz
Remicade (Infliximab) TNF-o Romatoid artrit, Crohn hastaligy psoriazis | FDA onayh
Campath (Alemtuzumab) | TNF-a Iultiple skleroz FDA onayl
HUMIRA (Adalimumab) | TNF-a Romatoid artrit FDA onayh
Raptiv  (Efalizumab) CDl11 Psoriazis Faz III
Antegren (Natalizumab) Integrin Multiple skleroz Faz III
HuZAF  (Fontolizumab) | Interferon-y Crohn hastalig1, psoriazis Faz II
Zenapax (Daclizumab) IL-2 Uvweit Faz II
CAT-192 (Metelimumab) | TGF-B Skleroderma Faz II
ABT-874 IL-12 Romatoid artrit, Crohn hastalig Faz II
HuMax-CD4 CD4 Psoriazis Faz II

Faj gosterim yontemleri, E. coli, Bacillus cereus, Salmonella sp. gibi bakteriler,
herpes, kuduz, hepatit C viriisleri gibi insan i¢in patojen olan canlilarin yiizey
molekiillerine 6zgiin peptidlerin elde edilmesi, ayrica enterotoksin, norotoksin gibi
biyolojik tehdit i¢eren toksinlere karsi peptidlerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalarda
son yillarda sik¢a bagvurulan bir yontemdir (Ivnitski 1999, Benhar 2001, Petrenko
2003). Lipoproteinler, ¢esitli polisakkaritler gibi lipid ve karbohidrat yapilara, karbon
nanotiipler, nanopartikiiller gibi farkli yapilardaki molekiillere 6zgiin peptidlerin
seciminde, ayrica bu peptidlerin biyosensor olarak yeni nesil tani sistemlerinde
kullanilabilmesine yonelik ¢aligmalar yiiriitiilmektedir (Zhu 2003, Dickerson 2004,
Sergeeva 2006, Su 2006, Koseler 2009).

Popkov tarafindan insan meme kanser hiicreleri ile yapilan ¢alismada, doksorubisine
Ozgiin olarak baglanan peptid ligandlart tanimlanmistir. Antijen bolgelerinin
konformasyonel yapisi, antikor baglanma kapasitesinin yeniden diizenlenmesiyle
olustugu disiiniilmekte ve bu ¢alismanin, ilag tasarlamada ve peptidler hakkindaki
bilgilere katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (Popkov 1998).
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Canli hiicrelerde, antikor, TCR, MHC molekiilleri gibi molekiillerin antijenle
baglanabilme Ozellikleri, yani epitop-paratop Ozelliklerinin arastirilmasinda yapay
peptid kiitiiphaneleri 6nemli bir olanak saglamaktadir. Bu tiir ¢aligmalar, asi
gelistirilmesi, hastaliklarin tan1 ve tedavisinde temel olabilecek arastirmalardir.
Ozellikle otoimmiin hastaliklarda yer alan antikorlarin epitoplarmin karakterizasyonu,
bu hastaliklarin gelisimindeki mekanizmalar1 hakkinda degerli bilgiler verebilecegi
diistiniilmektedir (Koivunen 1999, Li 2000, Shadidi 2003). Hedef molekiile kars1 elde
edilen peptidlerin, hiicre igine girebilmesini saglayacak peptid yapilariyla baglanarak
hiicre icine kolay tasinmalar1 konusunda tastyici peptidlerin elde edilmesi amaciyla da
faj gosterim yontemleri siklikla kullanilmaktadir (Temsamani 2004, Falciani 2005, Mae
2006).

2.3 Hiicre Hedefleme Yaklasim

Kanser tedavisinin temel amaci, normal hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicreleri
yok etmektir. Bu dogrultuda yapilan ¢aligsmalar, faj gosterim teknolojisinin kullanimai ile
hiz kazanmistir. Hiicre yiizeyi iizerindeki membran molekiillerine karsi peptid
kiitiiphaneleri ile se¢im miimkiin olmaktadir. Faj gosterim yontemi, se¢cim kosullarinin
iyi planlanmas1 ile birlikte, farkli karmasik yapili antijenler veya hiicre yiizey
molekiillerine 6zgiin baglanabilen faj secimini miimkiin kilmaktadirlar. Ozellikle timor
hiicrelerinde normalden fazla eksprese edilebilen hiicre yiizey molekiillerine karsi
peptidlerin segimlerinde bu hiicrelerin siispanse hiicre kiiltiirlerinde daha fazla bir verim

alindigi ifade edilmektedir (Hoogenboom 1998, Azzazy 2002).

Son yillarda, peptid kiitiiphaneleri, canli hiicreler, insan viriisleri, fare dokular1 ve
timorler gibi olduk¢a karmagik in vivo hedeflere karsi peptidlerin segilmesinde yarar
saglamaktadir (Koivunen 1999, Nilsson 2000). Hedef reseptorlerin bilinmedigi
caligmalarda, belirli hiicrelerin yiizeyinde bulunan ve tanimlanmamis yapilarin
tanimlanabilmesinde kullanilabilir. Spesifik organlara ya da tiimor dokularina 6zgiin
baglanabilen peptidlerin elde edilmesi, bu dokularin normal dokulardan ayiriminin
yapilmasinda ve tanimlanmasinda 6nem kazanmaktadir (Watters 1997, Kolonin 2001,

Krumpe 2006).
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Cesitli peptidler ile yapilan klinik Oncesi g¢alismalarda, peptidlerin hedefleme
potansiyelleri ve ilag gelistirmedeki rolleri gosterilmistir (Benhar 2001, Bar 2008). Lo
vd, hepatokarsinom hiicreleri ile in vivo ve in vitro ¢alismalarda, bu hiicrelere 6zgiin
baglanabilen peptidleri tasiyan fajlar1 elde etmislerdir. Bu ¢alismada tiim
hepatokarsinom hiicre soylarinin membranlarinda daha once tanimlanmamis bir
molekiiliin varlig1 faj gosterim teknigi ile gosterilmistir (Lo 2008). Bir baska ¢aligmada,
iki farkli hepatokarsinom hiicresine (HepG2 ve BEL-7402) 6zgiin baglanan fakat diger
kanser hiicrelerine ve karaciger dokularina baglanmayan bir peptid belirlenmistir. /n
vitro paningler sonucu elde edilen peptid, sentetik olarak hazirlanarak hem peptid hem
de faj bigiminde, in vivo Balb-c farelerinde tiimor doku hiicre baglanma affiniteleri
ELISA yontemi ile Olgiilerek, immiinfloresan mikroskopu ile takip edilmistir. Bu
peptidlerin, kanser tanisinda ve ayrica tedavide ilaglar i¢in tasiyict molekiil olarak

kullanilabilecegi ileri stiriilmektedir (Zhang 2007a).

Son birkag yilda, yapay peptid kiitiiphaneleri ile kiiltiirde intakt hiicrelerle ve canli
hayvanlarda dokularda yapilan segimler sonucu basariyla izole edilebilen peptidlerin
hiicrelere ve dokulara ozgiinliikkleri ispatlanmigtir. Zhang vd tarafindan yapilan bir
calismada, insan intestinal epitelyum hiicreleri ve kolon karsinoma hiicreleri arasinda in
vitro biyopaning ile hiicreler arasi ayirimi yapabilen peptidler segilmis, faj-ELISA ve
immiinsitokimya ile bu peptidlerin baglanma 6zgiinliikkleri 6l¢tilmiistiir. Bu ¢aligmada,
kolon kanser hiicrelerini (SW480 ve HT29) hedefleyen peptidler izole edilerek, kolon
kanserinin yeni tam1 ve tedavisinde kullanilabilecegi vurgulanmistir. Tiimdrlerin kiiglik
capli olmalari ve kapillerlerin peptide karsi bariyer olusturmasi dezavantaj olarak
goriilmesi nedeniyle, in vivo caligmalara oranla hiicre tabanl ¢aligmalarin daha basit ve

etkili oldugu arastiricilar tarafindan belirtilmektedir (Zhang 2007Db).

Serbest peptidler ile baglanan peptidlerin yarismali olarak verimliliklerinin
belirlenmesi amaci ile Rasmussen vd yaptiklari calismada, insan kolorektal WiDr
hiicrelerine yiiksek baglanma ve secicilik gosteren fajlarin se¢imi icin bir metot
tamimlanmistir. Ayrica farkli metotlar ve hiicreler karsilastirilarak en iyi peptid
adaylarinin fizikokimyasal 6zellikleri incelenmistir. HEW peptidi olarak isimlendirilen
peptidin DNA dizisi belirlenerek, WiDr hiicrelerine, negatif kontrol hiicreleri ve diger
hiicre gruplarina gére 1000 kat daha 6zgiin oldugu, sentetik peptid veya faj ile yarismali

olarak karsilastirilarak, WiDr hiicresi lizerinde bir reseptore Ozgilinliigii ve faj kilif
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proteini iizerinde gdsteriminden bagimsiz oldugu gdsterilmistir. /n vitro segimlerle
karmasik kiitiiphanelerden 6zgiin fajlarin se¢imi yapilarak, malign glioma hiicrelerine
Ozgiin baglanan faj gosterim temelli peptidlerin se¢imi igin basit bir protokol
uygulanmistir. Bu protokol sonucunda elde edilen peptid dizilerinin hiicre igine giris

yollarinin da énemli oldugu vurgulanmistir (Rasmussen 2002).

K562 ve direngli K562 hiicreleri, hiicre hedefleme calismalarinda hedef hiicreler
olarak kullanilmistir. Bu ¢ergevede faj gosterim teknigi ile gerceklestirilen ¢alismalar, in
vivo ve in vitro kosullarda 6zellikle lenfoma ve 16semi hiicreleri, hedef hiicre olarak
secilmiglerdir (Krumpe 2007). Boyle bir ¢alisma, Nishimura vd tarafindan
makropinositik yollarin aydinlatilmasinda faj peptid kiitiiphaneleri ile tarama yapilarak
belirlenen peptidlerin K562 gibi 16semi hiicrelerine baglanabildigini ve hiicre

membranini gecebildigi gosterilmistir (Nishimura 2008).

2.4 Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

Hiicre populasyonlarinda, hiicre canliligi ve ¢ogalmalarini belirleyebilmek i¢in pek
cok yontem gelistirilmistir. Hiicre grubunda 6lii ve canli hiicrelerin sayilarini ve canlilik
oranlarini hesaplamak amaci ile kullanilan boyalardan bir tanesi tripan mavisidir. Tripan
mavisi sadece 6lii hiicreleri mavi renge boyar. Canli hiicrelerde ise hiicre igine giren
boya aktif transportla disar1 atildigi i¢in normal renklerde goriliir. Hiicre
siispansiyonunda canli hiicreler kiigiik, yuvarlak ve sar1 renkte goriiniirken, 6lii hiicreler
biiyiik ve koyu mavi renkleri ile ayirt edilebilmektedir (Rabinowitz 1964, Hryniuk
1975, Jones 1985).

Canli hiicreleri belirlemek i¢in diger bir yontem, bir tetrazolyum tuzu olan XTT [2,3-
bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5[(phenylamino)carbonly]  -2H-  tetrazolium
hydroxide] boyasmin indirgenme 6zelligine bagimlidir. Olii hiicrelerde boyayi
indirgeme Ozelligini yitirmesi prensibinden yararlanilmaktadir. Hiicre canliligi,
aktivasyonu ve proliferasyonu igin sitotoksisite orani, MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue), XTT ([2,3-bis(2-methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl)-5[(phenylamino)carbonly] -2H- tetrazolium hydroxide]) gibi
kolorimetrik substratlar kullanilarak kolorimetrik Ol¢timler ile belirlenir. Bu

metabolitlerin kiiltiir ortaminda mitokondriyal aktivite ile renkli formazanlarina
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indirgenmesinden dolay1r sadece canli hiicrelerin aktiviteleri belirlenebilmektedir
(Scudiero 1988, Pieters 1990). Bu yontem, farkli tiimor hiicreleri kiiltiirlerinde hiicre
cogalmasi1 ve ila¢ direngliligi gibi konularda hiicresel aktivitelerinin ve hiicre sag
kaliminin takip edilmesi amaciyla siklikla bagvurulan yontemler igerisinde yer

almaktadir (Pieters 1990).

Bu tez calismamizda, tripan mavisi boyasi ile canli hiicrelerin hiicre sayimi iglemleri
gergeklestirilmistir. Buna karsin, XTT’ye dayali sag kalim analizlerinin canli hiicre
aktivitesinin belirlenmesi konusundaki hassasiyeti nedeniyle sag kalim yontemi
calismamizda kullanilmis olup, bu yontemde kullanilan XTT’nin indirgenme

reaksiyonu Sekil 2.5’de gosterilmektedir.

N Mitokondriyal aktivite R\ N
\ » H
,N =N Indirgenme N=N
R R/

Tetrazolium Tuzu Formazan

(suda ¢oziinebilen)

Sekil 2.5 XTT indirgenme reaksiyonu



31

3. GEREC VE YONTEMLER

Tez calismamizda, K562 hiicreleri (insan eritrolésemi hiicreleri) ile K562-dox
hiicreleri (doksorubisine direngli K562 hiicreleri), Dr. Hakan Akca’dan (PAU Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali) izin alinarak kullanilmistir. Bu hiicreler uygun
kiiltir kosullarinda gogaltilarak peptid kiitiiphanesi ile (Ph.D.-12™ Phage Display
Peptide Kit, New England Biolabs, E8110) biyopaning islemleri i¢in hazirlanmistir.
K562-dox hiicreleri, K562 hiicreleri ile karsilastirildiginda hiicreler arasindaki fark,
antrasiklin grubundan doksorubisine direnglilik gelistiren hiicreler olmalaridir. Bu
farklilik nedeniyle K562-dox hiicreleri ¢alismamizda hedef hiicre olarak kullanilmistir.
Hedef hiicrelerimize baglanan fajlar, E. coli’ye enfekte edilerek ¢ogaltilmis ve DNA
dizi analizi yontemi ile hiicreye baglanan peptidler kimliklendirilmistir. Son basamakta,
kimliklendirilen fajlarin hiicre yasami iizerindeki etkileri, XTT sag kalim analizi ile

incelenerek sonuclar degerlendirilmistir.
3.1 HUCRE KULTURU

K562 ve K562-dox hiicreleri, 37°C’ de, %5 CO; ortamda inkiibe edilerek yapay

peptid kiitiiphanesi ile biyopaning yapmak iizere hazirlandi.

3.1.1 Kullanilan Cozeltiler:

= RPMI 1640 Hiicre Besi yeri:
500 ml RPMI 1640 (Sigma R8758)
% 0,5 Streptomisin/ penisilin (Sigma, P0781)
% 10 Fetal Bovin Serum (Sigma F7524)

= Doksorubisin (Sigma, D1515)
1,7 mM stok soliisyon

* Dondurma Soliisyonu:

% 10 DMSO, besiyeri i¢inde hazirlandi.
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3.1.2 Hiicre Cozme Islemi

1. -80°C’de donmus halde bulunan K562 ve K562-dox hiicrelerini igeren tiiplerin
sicakliginin kademeli olarak oda sicakligina gelmesi saglandi.

2. Coziilen hiicreler, 10 ml RPMI 1640 besi yeri iceren temiz bir tiipe aktarildi. Iki
dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi ve iist s1v1 atildi.

3. Hiicreler iizerine, 10 ml taze medium eklenerek tamami ventilasyon kapakli hiicre
kiiltiir siselerine alindi.

4. K562 hiicreleri sadece besiyerinde ¢ogaltilirken, K562-dox hiicrelerinin besiyerine
1mM doksorubisin eklendi.

5. Hiicre kultiri siseleri, 37°C’de, %5CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi. Hiicre
cogalmas1 mikroskop ile takip edildi.

6. Asiri ¢ogalan hiicreler pasaj yapilarak seyreltildi.

3.1.3 Hiicre Dondurma Islemi

1. Kiiltir siselerindeki hiicrelerin sayimi yapildi. Her tilip i¢in yaklasik 1-2x10" hiicre
temiz tiipe aktarilarak bes dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi ve iist siv1 atildi.
2. Hiicreler tizerine 1 ml hiicre dondurma soliisyonu eklenerek tiipler -80°C’de

saklandi.

3.2 FAJ GOSTERIM YONTEMIi

2™ Phage Display

Bu tez galigmasinda kullanilan yapay peptid kiitiiphanesi (Ph.D.-1
Peptide Kit, New England Biolabs, E8110), fajin pIIl proteinine bagli ve amino asit
dizisi degiskenlik gosteren 12-mer’lik peptid dizilerine sahip M13 faj kiitiiphanesinden
olusmaktadir. Kiitiiphane, 2,7 x 10° cesitlilikte farkli peptid dizisine sahip fajlari
icermektedir. K562 ve KS562-dox hiicreleri ile 12-mer yapay peptid kiitiiphanesi
karsilastirilarak biyopaning islemleri gergeklestirildi. Elde edilen fajlarin ¢ogaltimi E.
coli (ER2738)’e enfekte edilerek IPTG (Isopropyl B-D-thioopyranoside-dioxane free)
ve Xgal (5-Bromo-4-chloro-3-indoly-B-D-galactopyraide) iceren agarli petrilere ekim
yapildi. Fajla enfekte olan E.coli, /acZo geni tasidigi i¢in, IPTG/Xgal igeren agar
ortaminda mavi renkli plaklar olustururlar. Beyaz renkli plaklar ise bu geni ¢alismayan

E. coli gruplar1 oldugunu isaret eder. Bu nedenle faj titrasyonunda mavi plaklar sayildi
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ve faj plak ¢ogaltim igin bu plaklar toplandi. Bu yéntem, Ph.D.-12™ Phage Display

Peptide kitinde Onerilen islemler dogrultusunda gergeklestirildi.

3.2.1 Kullanilan Cozeltiler:

» LB Medium (pH:7,4):
10 gr Bacto-Tryptone (Amresco, J859)
5 gr Yeast extract (Merck, 1.03753)
5 gr NaCl
100 pl 10 N NaOH

1 It, otoklavlanarak steril edildi.

= LB Agar:
15 gr Agar (Merck, 1.01613)

1 It LB medium ile hazirlandi ve otoklavlanarak steril edildi.

» IPTG/ Xgal cozeltisi:
1,25 gr IPTG (Fermentas, R0392)
1 gr Xgal (Fermentas, R0402)
25 ml Dimetil formamid (DMF) ile hazirlandi.

» IPTG/ Xgal -LB Agar Petri:

Yaklagik 60°C’deki otoklavlanmig 1 1t LB- agar iizerine, 1 ml IPTG / Xgal ¢ozeltisi
ilave edilip steril petri kaplarina paylastirilarak, agarin oda sicakligina gelmesi beklendi.

Kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

= Ust Agaroz:
10 gr Bacto-Tryptone (Amresco, J859)
5 gr Yeast extract (Merck, 1.03753)
5 gr NaCl
1 gr MgCl,
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7 gr Agaroz (Merck, 1.16801)
1 It, otoklavlanarak steril edildi.

TBS (pH:7,5):
50 mM Tris-HCI,
150 mM NacCl

1 It, otoklavlanarak steril edildi.

TBS / Tween-20:
%0,1 (v/v) Tween-20, TBS ile hazirlandi.

= Polyethylene glycol-8000 (PEG) / NacCl:
%20 (w/v) PEG
2,5 mM NacCl

Otoklavlanarak steril edildi.

* Sodyum iyodiir tamponu (pH: 8):
10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
4 M Nal

Glisin-HCI (pH: 2,2):
0,2 M Glisin

TBS-NaNs;:
% 0,02 NaNs, TBS ile hazirlandi.

3.2.2 Biyopaning islemi

Hiicreler ile faj kiitiiphanesi, Tablo 3.1°de belirtildigi gibi toplam bes dongii olacak
sekilde biyopaning islemleri gergeklestirildi. Her biyopaning isleminden sonra elde
edilen fajlar ¢ogaltilarak bir sonraki biyopaning islemine hazirlandi. Birinci biyopaning
K562-dox hiicrelerine baglanan fajlar1 segebilmek icin, ikinci ve liglincli biyopaning,

K562 hiicrelerine baglanan fajlar1 uzaklastirmak i¢in, dordiincii ve besinci biyopaning
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K562-dox hiicrelerine 6zgilin baglanan fajlari elde etmek amaciyla yapildi. K562-dox

hiicreleri ile yapilan biyopaningler sonrasinda fajlar1 elde etmek icin iki farkli islem

uyguland1. {lk basamakta glisin amino asitinin diisiik pH degeri ve proteinlere yarismali

baglanmasi temelinde K562-dox hiicre membranina baglanabilen fajlar elde edildi.

Ikinci asamada, kimyasal ve fiziksel vibrasyon etkileri ile hiicreler pargalanarak

membrana daha yiiksek affinite ile baglanabilen ve glisin etkisi ile ayrilamayan fajlar

topland. Ikinci biyopaning ve besinci biyopaningte kullanilan fajlar bu yontemle elde

edilen faj klonlaridir. Besinci biyopaning sonrasinda da ayn1 yontemle fajlar toplandi.

Tablo 3.1 Biyopaninglerde kullanilan hiicreler ve faj kaynaklari

Biyopaning No. Hiicre tipi Faj Kaynag
1 K562-dox Stok faj kiitiiphanesi
2 K562 K562 -dox hiicresine baglanan fajlar
3 K562 K562 hiicresine baglanmayan fajlar
4 K562-dox K562 hiicresine baglanmayan fajlar
5 K562-dox K562 -dox hiicresine baglanan fajlar

> wnp e

Hiicreler, 1 ml TBS ile ii¢ defa yikandi.

Hiicre sayimi yapilarak yaklagik 10" hiicre eppendorf tlipe alindi.
Hiicreler, 1500 rpm’de bes dakika santrifiij edilerek, iist sivi uzaklastirildi.

[Ik biyopaning igin yikanan hiicreler iizerine 990 pl TBS ve 10 pl stok faj

kiitliphanesi (1,5x10" pfu/ml) karigimi ilave edildi. Ardisik yapilan biyopaning

islemlerinde, Tablo 3.1°de belirtildigi sekilde elde edilen ve c¢ogaltilan fajlar

kullanildi.

5. 37 °C ve %5 CO» inkiibatoriinde bir saat inkiibe edildi. Inkﬁbasyon sirasinda her 10
dakikada bir hafif¢e karistirildi.

6. Hedef hiicre-faj inkiibasyonundan sonra inkiibasyon tiipii 1500 rpm’de bes dakika

santrifiij edildi.

7. Siipernatant temiz tlipe aktarildi. K562 hiicreleri ile yapilan biyopaninglerde

hiicrelere baglanmayan fajlar bir sonraki biyopaningde kullanildi.

®

ile ti¢c defa yikandi.

(o]

Hiicreye baglanmayan fajlarin uzaklastirilmasi i¢in faj baglh hiicreler, 1 ml TBS-T

. Hiicreye baglanan fajlar1 elde etmek i¢in yikanan hiicreler {lizerine 1 ml 0,2 M glisin-

HCI eklenerek karistirildi.
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10. Fajlarin hiicreden ayrilmasi i¢in karisim, oda sicakliginda 10 dakikadan daha az
olacak sekilde inkiibe edildi.

11. Fajlar hiicrelerden uzaklastirmak i¢in 2000 g’de iki dakika santrifiij edildi.

12. Faj igeren siipernatant temiz tiipe alinip, 150 pl 1 M Tris-HCI (pH:9,1) eklendi.

13. Hiicreye giris yapan fajlar1 elde etmek igin hiicreler, 1 ml TBS-T ile ii¢ defa
yikandi.

14. Hiicrelerin pargalanmalar1 ig¢in hiicreler tizerine, 200 ul TBS eklenerek, oda
sicakliginda 20 dakika bekletildi. Hiicreden kurtulan fajlar cogaltilmak {iizere
hazirlandi.

15. 12. ve 14. basamaklarda toplanan fajlarin 10 ul’si faj titrasyonunda, geri kalan

boliimii ise faj amplifikasyonunda kullanildi.

3.2.3 Faj Titrasyonu

Her bir biyopaningde elde edilen fajlarin miktarin1 belirlemek i¢in LB medium ile faj
seri dillisyon seti Sekil 3.1°de gosterildigi sekilde hazirlandi. Her seri diliisyon tiiplinde
bulunan fajlar ile ayr1 ayr1 E. coli enfeksiyonu saglanarak IPTG/Xgal iceren petrilere
ekim yapildi. Inkiibasyon sonrasi petriler degerlendirilerek biyopaningler sonunda elde

edilen fajlarin sayis1 hesaplandi.

1/10 1/10 1/10 1/10 1/10

Ny r

U

Stok faj l l l l
3 oo 50 1o

G (@) %) (9 (o
g 00 0°0 o

Sekil 3.1 Faj seri diliisyon seti

1.  Fajlarin tamami (10 pl) ile LB medium i¢inde 1’e 10 oraninda sulandirma yapilarak

seri diliisyon seti Sekil 3.1’de gosterildigi gibi (en az alt1 tiip) hazirlandi.
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Her bir faj tiiptinden 10 pl alinarak 200 ul E. coli (ODggo: 0,5) ile karigtirild1 ve oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

Bakteri/faj karisimi, yaklasik 45°C sicakliktaki bes ml {ist agaroz ile karistirilarak
IPTG/Xgal igeren petrilere yayma yapildi. Petrilerin oda sicakligina gelmeleri
beklendi.

Bakteri-faj ekimi yapilan petriler, 37 °C’de gece boyu inkiibe edildi.

Agaroz iizerinde gelisen mavi plaklar sayilarak biyopaning sonrasi elde edilen faj

sayis1 hesaplandi.

3.2.4 Faj Cogaltinm

Faj titrasyon yontemi ile titrasyonu hesaplanan fajlar, miktar1 10** pfu/ml olacak
sekilde, E. coli’ye enfekte edilerek ¢ogaltildi. Bu igslem tiim biyopaninglerden sonra

tekrarlandi.

1. 20 ml s1vi LB’ye ekilen E. coli, 37 °C’deki ¢alkalamali etiivde ODgg: 0,2 oluncaya
kadar inkiibe edildi.

2. Her biyopaning sonrasinda elde edilen fajlar, cogaltilan bakteri kabina ilave edildi.

3. Bakteri ve fajlar, 37 °C’deki ¢alkalamali etiivde 4,5-5 saat inkiibe edildi.

4. Bakteri ve faj karistmimin tamami santrifiij tiipline alinarak 6000 g’de 10 dakika
santrifiij edildi.

5. Santrifiyj tiipiindeki tist sivinin %80°1 temiz bir tiipe aktarilarak 1/6 oraninda PEG/
NacCl ¢ozeltisi eklendi ve gece boyu +4 °C’de bekletildi.

6. Gece boyu bekletilen tiipler, 9000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

7. Santrifiij tiipindeki Ust siv1 uzaklastirildi ve 1 ml TBS ile fajlar ¢oziilerek eppendorf
tiiptine alindi.

8. Faj silispansiyonu hacminin 1/6’s1 oraninda PEG/NaCl ¢ozeltisi eklenerek
karistirildi.

9. Faj karisimi bir saat buz igerisinde inkiibe edildikten sonra 10.000 g’de 10 dakika
santrifiij edildi.

10. Tipteki st s1v1 atilarak faj ¢okeltisi 200 pl TBS-NaNj ile ¢ozildi.
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11. Hazirlanan faj siispansiyonu ile %50 gliserol iceren faj stoklar1 hazirlandi ve

kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

3.2.5 Faj Plak Cogaltinu

Besinci  biyopaningden sonra hiicrelere 0zgiin olarak baglanan fajlari
kimliklendirmek igin, faj plak ¢ogaltimi yapildi. Faj titrasyonu sonunda petrilerden
klonlar tek tek toplanarak ¢ogaltimlar1 yapildi. Bu yontemle hiicreye baglanan 25 farkl
faj klonu ve hiicre membranina girdigi diisiiniilen ve hiicreler patlatilarak elde edilen 25

farkli faj klonu segilerek toplam 50 faj klonu elde edildi.

1. 1 ml E. coli (ODgg: 0.2) fiizerine titrasyon sonucu toplanan tek bir faj plagi
eklenerek 37 °C’de 4-5 saat inkiibe edildi.

2. Bakteri-faj siispansiyonunun tamami eppendorf tiipine alinarak 30 saniye hizli
santrifiij edildi.

3. Fajigeren iist s1v1 (yaklasik %80) temiz tiipe alind1 ve kullanilincaya kadar +4 °C’de

saklandi.

3.2.6 Faj DNA’smnin Saflastirilmasi

Hedef hiicreye baglanan faj klonu yiizeyindeki 12-mer peptid dizilerini
kimliklendirmek amaci ile DNA dizi analizinden 6nce toplam 50 faj plaginin DNA

izolasyonlar1 yapildu.

1. Faj plak cogaltimi ile elde edilen stok faj tiiptinden 500 ul temiz tiipe aktarildi ve
200 pl PEG/NaCl ¢ozeltisi eklenerek 10 dak oda sicakliginda inkiibe edildi.

2. FajJ-PEG/NaCl karisimi 10.000 rpm’de 10 dak santrifiij yapildi ve {ist siv1 atildi.

3. Faj ¢okeltisi tizerine, 100 ul sodyum-iyodiir tamponu ve 250 ul saf etanol eklenerek

oda sicakliginda 10 dak bekletildi.

Faj siispansiyonu 10.000 rpm’de 10 dak santrifiij yapildi ve iist siv1 atildi.

Faj DNA’s1 lizerine, 200 pl %70 etanol eklenerek yikandi.

Faj DNA’s1 vakumlu santrifiijde kurutuldu.

N g &

DNA c¢okeltisi, 30 pl distile su ile ¢oziilerek kullanilincaya kadar +4 °C’de sakland.
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K562-dox hiicrelerini hedeflemede kullanilan kiitiiphanede bulunan fajlarin genel

baz dizisi ve bu dizilere karsilik gelen amino asit dizileri Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Hedef hiicreye baglanan toplam 50 fajda bulunan yapay peptidlerin kimliklendirilmesi

amaci ile saflastirilan 50 faj DNA 6rneginin, DNA dizi analizi yontemi ile baz dizileri

saptandi. DNA dizi analizleri i¢in, Beckman Coulter Genome Lab™ Methods

Development Kit Dye Terminator Cycle Sequencing Kiti’nde Onerilen ydntem

uygulandi. Bu yontemde, faj DNA’larinin c¢ogaltiminda, yapay peptid kiitiiphanesi

kitinde onerilen ve niikleotit dizisi Tablo 3.2°de gosterilen 5° geri primeri kullanildi.

Toplam 50 faja ait DNA dizileri belirlendikten sonra DNA dizileri ayn1 olan fajlar aym

grupta degerlendirildi.

peptit dizisi

NNK NNK NNK NNK NNK NNK
NNM NNM NNM NNM NNM NNM
Xxx Xxx Xxx Xxx Xxx Xxx

TCG GCC GAA ACT GTT GAA
AGC CGG CTT TGA CAA CTT
Ser Ala Glu Thr Val Glu

AAT TCA TTT ACT AAC GTC
TTA AGT AAA TGA TTG CAG
Asn Ser Phe Thr Asn Val

CGT TAC GCT AAC TAT GAG
GCA ATG CGA TTG ATA CTC

57°-...TTA TTC GCA ATT CCT TTA GTG GTA CCT TTC TAT TCT CAC TCT
37-...AAT AAG CGT TAA GGA AAT CAC CAT GGA AAG ATA AGA GTG AGA
...Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser His Ser

NNK NNK NNK NNK NNK NNK GGT GGA GGT
NNM NNM NNM NNM NNM NNM CCA CCT CCA
Xxx Xxx Xxx Xxx Xxx Xxx Gly Gly Gly

AGT TGT TTA GCA AAA TCC CAT ACA GAA
TCA ACA AAT CGT TTT AGG GTA TGT CTT
Ser Cys leu Ala Lys Ser His Thr Glu

TGG AAA GAC GAC AAA ACT TTA GAT
ACC TTT CTG CTG TTT TGA AAT CTA
Trp Lys Asp Asp Lys Thr Leu Asp

Arg Tyr Ala Asn Tyr Glu
€= FAS-BYFo1 primeri

GGC...-3"
CCG...-5’
Gly...

Sekil 3.2 Fajin DNA baz dizisi ve buna karsilik gelen amino asit dizisi

Tablo 3.2 DNA dizi analizi reaksiyonu i¢in kullanilan primer

Primer Ada

Primer Dizisi

FAS-BYF01 (20-mer)

5 CCCTCATAG TTA GCG TAA CG-¥°
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1. 12-mer uzunlukta peptide karsilik gelen DNA bdolgesinin ¢ogaltimi, PCR reaksiyonu
hazirlanarak 1s1 dongii aletinde (Techgene, Techne) yapildi. Reaksiyon karigimi ve

151 dongii programi asagida verildigi sekilde uygulandi.

PCR Reaksiyonu: PCR Programi:
10 ul DTCS mix 95°C 5 dak denatiirasyon
5 ul faj DNA 94°C 30 sn
2 ul 1,6 pmol primer 65°C 25 sn
3 ul dH,0 72°C 30 sn
20 pl Toplam Hacim Toplam 25 dongt,
72°C 5 dak

2. BECKMAN CEQ™8000 cihazi ile elde edilen PCR iiriinii kullanilarak 12-mer’lik
peptidi kodlayan bdlgenin niikleotit dizileri belirlendi. Sekil 3.3°de bir faj klonu igin

elde edilen DNA dizi analizi 6rnegi gosterilmistir.

© KPC23.F05_030618171L 3 New Analysis : Untitled |
ol 100 110 120 130 140 150 16
Reference "‘_‘t‘_‘A CHMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNAGAGT GAGAAT AGAAAGGTACCACTAA]
Sequence | CHCCACCAGTC A G T KT AT CCKCAGCAGAGASTAAGAATAGAAAGCTACCACTAN
Conacnaus r:a:-:}\ CANXCERCHRCW A' 'A' 'f‘ 'f" TANFCHE AR T T AGACGTGAGAAT AGAAAGGTACCACT ALY
Error l

‘ J

Analyzed Data

B CCOAACCTICCACCAO TCCACO O CCTATO AT GC Y TCH TATCCHKCAAGCAG A

Fhaors veemce

3 _J

Sekil 3.3 Bir faj klonu i¢in yapilan niikleotit dizi analizi 6rnegi

3. Faj klonlarinin DNA dizileri saptandiktan sonra elde edilen farkli klonlarin DNA
dizileri karsilastirilarak ayn1 niikleotit dizisi i¢eren faj klonlar1 gruplandirildi.

4. DNA dizi analizi ile saptanan baz dizileri, Sekil 3.2’deki niikleotit dizileri ve amino
asit dizileri temel alinarak her faj klonuna ait 12-mer’lik lineer peptid dizileri

belirlendi.



3.4 PEPTID DiZILERINDEKI AMINO ASITLERIN OZELLIiKLERI

Tablo 3.3’de amino asit kisaltmalar1 verildi. Faj klonlarinin sahip oldugu amino

peptidler i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildi.

asitlerin R gruplarinin 6zellikleri ise Tablo 3.4 temel alinarak her faj klonunun icerdigi

Tablo 3.3 Amino asit isimleri ve kisaltmalar1 (Lehninger 1977)

Amino asit agik ad1 EKisaltma | Simge Amino asit agik adi1 | Kisaltma | Simge
Metionin Met M Glutamin Gln Q
Lisin Leu L Fenilalanin Phe F
Valin Val V Sistein Cys L
Prolin Pro P Asparigin Asn N
Histidin His H Triptofan Trp W
Arginin Arg R Glisin Gly &)
Serin Ser 5 Glutamik asit Glu E
Tirozin Tyr Y Treonin Thr T
Alanin Ala A Lisin Lys K
Aspartik asit Asp D 1zolisin Ile I

Tablo 3.4 Amino asitlerin R gruplar fizikokimyasal 6zellikleri (Lehninger 1977)

NON-POLAR R GRUPLARIT Ala, Val, Leu, lle, Pro, Phe, Trp, Met
YUKSUZ POLAR R GRUPLARI Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Gln
POZITIF YUKLU R GRUPLARI Lys, Arg, His

NEGATIF YUKLU R GRUPLARI Asp, Glu

Hiicre hedeflenerek elde edilen 12-mer’lik yapay peptid klonlarindaki amino asitlerin

hidrofobisite 6zellikleri degerlendirildi.

Tablo 3.5’te belirtilen hidrofobisite degerleri temel alinarak faj klonlarindaki peptidlerin
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Tablo 3.5 Aminoasitlerin hidrofobisite degerleri (Engelman 1986)

isim Yan Zincir Lineer Yapilar1 Hidrofohisite Degeri
Alanin CH;- 19
Arjinin HN=C(NH,) NH-(CH,),- 123
Asparajin H,N-CO-CH,- 48
Aspartik asit HOOC-CH,- 92
Sistein HS-CH,- 20
Glutamin H,N-CO-(CH,),- 4.1
Glutamik asit HOOC-(CH,),- 82
Glisin H- 10
Histidin NH-CH=N-N-CH=C-CH, -30
Tzoldsin CH,-CH,- CH(CH,) 31
Lisin (CH;),-CH-CH,- 28
Lizin H,N-(CH,),- -88
Metionin CH,-S-(CH,),- 34
Fenilalanin Ph-CH,- 3.7
Prolin NH-(CH,),- CH,H- 02
Serin HO-CH,- 06
Treonin CH,-OH(OH)- 12
Triptofan Ph-NH-CH=C-CH,- 19
Tirozin OH-Ph-CH,- 07
Valin (CH,),-CH- 26

3.5 HUCRE SAG KALIM ANALIZi

Hiicre hedefleme ile elde edilen fajlarin K562-dox hiicrelerine olan etkileri, XTT
(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]- 2H- tetrazolium
hydroxide) tabanli sag kalim analizleri ile incelendi. Sag kalim yontemi, XTT analiz
kitinde (Biological Industries Israel Beit Haemek Ltd. Cat. No.: 20-300-1000) 6nerildigi
sekilde gerceklestirildi. Sag kalim analizlerinde ¢alisilan gruplar; faj veya doksorubisin
icermeyen hiicre kontrol grubu, faj ve hiicre igeren grup, doksorubisin, faj ve hiicre
iceren grup olarak hazirlandi. Bu gruplardaki hiicreler K562-dox hiicreleridir. K562-dox
hiicreleri ile tek faj klonu ikinci grup ve K562-dox hiicreleri, tek faj klonu ve
doksorubisin igeren kiiltlir ortamu ise {iglincii grup olarak olusturuldu. Her faj klonu i¢in
K562-dox hiicrelerinin sag kalim analizleri dort kez tekrarlandi. ELISA okuyucuda, 630
nm referansta 450 nm dalga boyunda olgtimler yapildi. 630 nm dalga boyu, reaksiyona
girmeyen XTT tetrazolium bilesiklerini tespit etmek amaciyla kullanildi. Sonug
absorbans degerleri (OD), 450 nm absorbanstan 630 nm absorbans degerleri ¢ikarilarak

okundu. Tespit edilen OD degerleri ile kitte Onerilen ve asagida verilen denklem



43

kullanilarak % sag kalim degerleri hesaplandi. XTT sag kalim caligmasi boyunca
fajlarin canliliklarim1  kontrol etmek igin belirli araliklarla, hazirlanan hiicre-faj

gruplarindan 6rnekler alinarak faj titrasyon yontemi ile fajlar ¢ogaltildi.

Hiicre sag kalimi (%) =100 X (OD gner / OD kontrol)

Kontrol grubu degerleri %100 olarak alinarak diger iki gruptan elde edilen veriler ile
hiicrelerin canlilik oranlar1 hesaplandi. Sag kalim analizlerinde zamana bagl olarak (0.
saat, 24. saat, 48. saat ve 72. saat) elde edilen % sag kalim degerleri ile her faj klonu

icin grafiksel degerlendirme yapildi.

3.5.1 Kullanilan Cozeltiler

= %10 Tripan blue ¢ozeltisi
» XTT ¢ozeltisi

= Aktivasyon ¢ozeltisi

3.5.2 XTT Sag kalim Yontemi

. Kiiltiirdeki K562-dox hiicrelerinin canliligi, tripan blue kullanilarak saptandi. Her
kiiltlir kabinda 1 ml besiyeri i¢inde 50.000 canli hiicre olacak sekilde hiicreler
hazirlandi.

Her faj klonu, 1x10™ pfu/10ul miktarda, hiicrelerin bulundugu kiltiir sisesine eklendi.
Kontrol olarak kullanilan hiicreler {izerine doksorubisin ve herhangi bir faj eklenmedi.

. Kontrol hiicreleri ile hiicre-faj gruplari, 37°C’de, %5 CO; inkiibatoriinde inkiibe
edildi.

. Hicrelerin sag kalim ol¢iimleri igin, 0., 24., 48. ve 72. saatlerde kiiltiir siselerinden
100 pl hiicre-faj karisimi, ELISA plate kuyularia aktarildi.

. 5 ml XTT ¢ozelitisi ile 0,1 ml aktivasyon ¢0zeltisi taze olarak hazirlandi.

. Her kuyuya XTT karisimindan 50 pl eklenerek 24 saat 37 °C’de, %5 CO;
inkiibatoriinde inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonrasinda ELISA okuyucuda, 450 nm/650 nm dalga boyunda okuma
yapildi.
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4. BULGULAR

Tez galismamizda, 12-mer yapay peptid kiitiiphaneleri ile hiicre hedefleme yaklasimi
temelinde, K562-dox hiicrelerine baglanan peptidleri elde etmek igin biyopaning
islemleri gerceklestirildi. K562-dox hiicrelerine 6zgiin olarak baglanan toplam 50 faj
Klonunun DNA dizi analizleri yapilarak 12-mer’lik yapay peptidlerin amino asit dizileri
saptandi. Ayni amino asit dizisini i¢eren faj klonlar1 gruplandirildiginda toplam 29 farkl
klon oldugu tespit edildi. Bu peptid dizilerindeki amino asitler fizikokimyasal
ozelliklerine gore incelendi ve sag kalim sonuglarina gore degerlendirildi. Son agamada
29 faj klonundaki peptidlerin K562-dox hiicreleri tizerindeki etkileri, XTT sag kalim

yontemi ile incelenerek elde edilen veriler grafiklerle gosterildi.

4.1 Hiicre Kiiltiiri

Faj gosterim yontemi ile hiicre hedefleme yaklagiminda kullanilan K562 ile K562-
dox hiicreleri hiicre kiiltlir yontemleriyle ¢ogaltildi. K562-dox hiicre kiiltiir ortamina
doksorubisin ilave edilirken, K562 hiicreleri sadece kiltiir ortaminda kiltiire edildi. Bu

hiicrelerin mikroskop gortintiileri Sekil 4.1°de verilmistir.

A ded
v »

K562 dox. hiicreleri K562 hiicreleri

Sekil 4.1 Hiicre kiiltiirleri
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4.2 Faj Gosterim Yontemi ile Hiicre Hedefleme Yaklasim

Biopaning islemlerinde 6zellikle K562-dox hiicrelerinin islevlerini etkileyebilecek
Ozgiin peptid dizilerini elde etmek amaci ile Tablo 4.1°de gosterildigi gibi ardisik olarak
bes biyopaning islemi gergeklestirildi. Ilk biyopaning isleminde hedef hiicre olarak
secilen K562-dox hiicreleri ile 12-mer lineer peptid igeren fajlar karsilastirildi ve
hiicrelere baglanmayan fajlar uzaklastirildi. Hiicrelere baglanan fajlar ikinci
biyopaningde kullanildi. Sadece K562-dox hiicrelerinin yiizeyinde bulunan yapilara
baglanan fajlar1 elde etmek icin, ikinci biyopaningde K652 hiicreleri ile birinci
biyopaningde hiicrelere baglanan fajlar karsilastirildi. Ugiincii biyopaning, K562
hiicreleri ile ikinci biyopaningde hiicrelere baglanmayan fajlar ile yapilarak K562 hiicre
yiizeyine baglanabilen fajlar ortamdan uzaklastirildi. Dordiincii biyopaningde, iiglincii
biyopaningde K562 hiicrelerine baglanmayan fajlar tekrar K562-dox hiicreleri ile
karsilastirildi. K562-dox hiicre ylizeyindeki yapilara baglanan peptidleri igeren fajlarin
se¢imi igin besinci biyopaningde, K562-dox hiicreleri ile dordiincii biyopaningde
hiicrelere baglanan fajlar karsilastirildi. Besinci biyopaning sonrasinda KS562-dox
hiicrelerine 6zglin olarak baglandig: diisiiniilen fajlar kimliklendirme ve hiicre sag kalim

analizleri yontemlerinde kullanildi.

Tablo 4.1 Biopaninglerde kullanilan hiicreler ve her biyopaning sonucu elde edilen

fajlarin miktarlari

Hedef hiicre Giren Cikan
L paning K562-dox 1,5x101 pfu/10ul | KPBO01: 2x10° pfu/ml
1,6x10% hiicre f ml KPP01: 2x105 pfu/ml
i paning K562-yt 2x101 pfuf1opl KPS02: 1x101 pfu/ml

1,3x108 hticre f mi

if. paning K562-yt 1x10" pfu/10pl KPS03: 5x1010 pfu/ml
1,5x108 hiicre i ml

V. paning K562-dox 5x10" pfuf10pl KPB04: 1x105 pfu/ml
1,6x108 hticre f ml KPPO4: 1x107 pfu/ml
V. paning K562-dox 1,x10" pfu/10ul | KPBOS5: 1x10° pfu/ml

1,5%108 hiicre I ml KPP05: 1x105 pfu/ml
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12-mer’lik yapay peptid kiitiiphanesi ile yapilan biyopaningler sonucunda, K562-dox
hiicrelerine baglanan ve hiicreler patlatildiktan sonra elde edilen fajlar toplanarak
cogaltildi. Bu ¢ogaltimi takiben seri diliisyon uygulamalar ile hiicrelere baglanan ve
hiicreler patlatilarak elde edilen faj gruplarinin her birinden 25 faj plagi secildi. Toplam
50 faj klonunun cogaltimi gerceklestirilerek DNA saflagtirma ve 12-mer’lik peptide
karsilik gelen bolgelerin DNA dizi analizleri yapildi. Toplam 50 faj klonunu
tamimlamak amaci ile hiicrelere baglanan faj klonu grubuna KPB (K562-Paning-
Baglanan), hiicreler patlatilarak elde edilen faj klonu grubuna KPP (K562-Paning-
Patlatma) kisaltmalari ve KPB1-KPB25 ve KPP1-KPP25 seklinde seri numaralari

verilerek isimlendirildi.

Toplam 50 fajin DNA dizi analizleri sonucunda ayn1 gen dizisine sahip oldugu tespit
edilen fajlar gruplandirildi (Tablo 4.2). Bu gruplandirma sonucunda hiicreye baglanan
12 faj klonu ile hiicreler patlatildiktan sonra elde edilen 17 faj klonundaki 12-mer’lik

lineer peptidin farkli amino asitlere sahip oldugu belirlendi.

Tablo 4.2 Faj klonlar1 gruplari

Swra | Faj No. | Grup igerigi

KPP1 KPF1, KPPS5, KPP21
KPP6 KPP, KPP3, KPP23
KPP7 KPP7

Swa | Faj No. | Grup igerigi

vl lolala|lvnlsa]|lw]|w ]~
g
3
s
3

1. | KPB1 | KPBI1, KPP16, KPB3,KPR6, KPB11, KPB23, KPB24, KPBS, KPBY KPPI0 | KPP10
2. | kB2 | KPB2, KPB4, KPBS5, KPB12, KPB13, KPBI16 KPP11 | KPP11
3. | keB7 | KPB7 KPP12 | KPP12
4. | xpB10 | KPB10 KPP13 | KPP13
5. | xpB14 | KPB14 10. | KPP14 | KPP14
6. | xeB17 | KPB17 11. | KPP15 | KPP15, KPP2, KPP4, KPP19
7. | KPB18 | KPBIS 12. | KPP17 | KPP17
8. | xeB19 | KPB1Y 13. | kPPI8 | KPPIS
9. | xpB20 | XPB20 14. | KPP20 | KPP20

—
e

KPB21 | KPB21,KPB15
KPB22 | KFB22
KPB25 | KPB25

&
S
&
S

&
3
&
3

&
5
8
5




47

4.3 K562-dox Hiicreleri ile Faj Etkilesimleri

K562-dox hiicrelerinin yasamina fajlarin ve doksorubisinin etkisini inceledigimiz
deney kosullarinda, gruptan belirli araliklar ile aliman Ornekler ile faj titrasyonu
yapilarak faj aktiviteleri kontrol edildi. Sonu¢ olarak, deney kosullarinda kullanilan

fajlarin deney sonuna kadar (72 saat) canliliklarini koruduklari belirlendi.

Biyopaningler sonunda K562-dox hiicrelerine baglanan ve DNA dizi analizleriyle
kimliklendirilen 12-mer peptid igeren faj klonlarinin, bu hiicrelerdeki etkileri XTT sag
kalim analizleriyle incelendi. Kullandigimiz sag kalim yontemi, deney kosullarinda
yasayan hiicre miktar1 ve zamana bagh hiicre ¢ogalmasi ile ilgili bilgiler saglamaktadir.
Bu nedenle deney kosullar1 hazirlandiktan sonra, 0, 24, 48 ve 72. saatlerde, XTT sag
kalim analizleri ile yasayan hiicre miktar1 ve hiicre ¢ogalmasi hakkinda elde edilen
bilgiler degerlendirildi. Elde edilen 29 faj klonunun, hiicre yasami ve ¢ogalmasina
etkilerini gézlemek igin kontrol grubu olarak besiyeri i¢eren ortamda, K562-dox hiicre
kiiltiirleri yaninda iki farkli kiiltiir ortami1 hazirlandi. Fajin tek basina hiicre tizerindeki
etkisini tespit etmek amaciyla birinci ortamda, doksorubisin eklemeden KS562-dox
hiicrelerinin sadece bir faj klonu ile birlikte kiiltiirii yapildi. Fajin doksorubisinle birlikte
K562-dox hiicreleri tizerindeki etkilerini incelemek i¢in ikinci ortamda, doksorubisin ve
faj ile birlikte bu hiicrelerin kiiltiirii yapildi. Kimliklendirilen 29 faj klonunun, hiicre
yasamina etkilerini degerlendirmek tlizere bu deney kosullari, her bir faj klonu i¢in dort
kez tekrarlandi. Son degerlendirme asamasinda, kontrol grubunun sonuglar ile K562-
dox/faj grubunun ve K562-dox/faj/doksorubisin grubunun sonuglari (Tablo 4.3) ayri
ayr1 karsilastirilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmeler Ki-

kare (xz) analizleri ile gerceklestirildi.

Her bir faj-hiicre etkilesimi sonucunda elde edilen bulgular, sekillerde 6zetlenmistir.
Bu sekillerde, faja ait 12-mer’lik bolgeye karsilik gelen DNA dizi analiz sonuglart,
peptid dizisine karsilik gelen DNA dizisi ve amino asit dizileri verilmektedir. Kontrol
grubundan elde edilen Olglimler temel alinarak, faj ile etkilesen hiicrelerden elde edilen

veriler istatiksel olarak karsilagtirildi ve bu sonuglar grafik ¢izimleri ile gdsterildi.
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Tablo 4.3 Kontrol grubu ile K562-dox/faj ve K562-dox/faj/doksorubisin gruplarinin

XTT verilerinin istatistiksel degerlendirme sonuglart (f, K562-dox hiicreleri ve faj;

f+d, K562-dox hiicreleri, faj ve doksorubisin)

% Sagkahm Degerleri
24, saat 48. saat 72. saat
Faj No. f f+d f f+d f f+d
KFPR1 71 56 28 40 23 25
KPB2 74 45 33 22 21 18
KPB7 72 51 42 30 44 24
KPRI10 55 35 64 48 47 22
KFPB14 72 65 63 40 29 22
KPB17 44 36 56 42 41 31
KFPR18 76 32 43 23 28 22
KPB19 62 50 43 25 27 20
KFPB20 86 98 50 95 56 71
KFPRB21 89 29 27 29 19 22
KPB22 61 78 75 71 66 62
KFPB25 91 54 48 27 33 20
KPPl 68 42 46 33 25 21
KPP6 78 52 65 40 41 37
KPP7 79 81 67 43 56 29
KPP8 97 58 72 48 66 27
KPP9 101 93 94 72 72 56
KPP10 66 57 70 67 53 42
KPP11 83 95 82 97 62 75
KPP12 79 94 59 74 62 69
KPP13 97 88 72 81 63 67
KPPl4 68 65 52 58 54 65
KPP15 60 59 57 42 21 19
KPP17 71 88 67 77 64 78
KPP18 101 97 94 81 82 79
KPP20 97 89 82 73 63 56
KPP22 88 93 67 82 64 71
KPP24 86 90 84 93 64 57
KPP25 70 76 65 69 59 60
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4.3.1 KPB1 Grubu Fajlarin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB1 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit
dizisi ile XTT analiz sonuglarnt Sekil 4.2’de gosterilmistir. KPB1 fajinin
LLADTTHHRPWT olan amino asit dizisi, %58 oraninda hidrofobik, %42 oraninda
hidrofilik amino asitlerden olusmaktadir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplarinin
%42 non-polar, %25 yliksiiz polar, %25 pozitif yiikli ve %8 oraninda negatif yiiklii
olduklar tespit edildi. Kontrol grubuna gore; K562-dox/KPB1 faji1 grubunda, 24. saatte
%71, 48. saatte %28 ve 72. saatte %23 sag kalim, K562-dox/KPB1 faji/doksorubisin
ortaminda ise 24. saatte %56, 48. saatte %40 ve 72. saatte %25 oraninda sag kalim
oranlar1 saptandi. Bu sonuglar ile KPB1 fajinin K562-dox hiicre sag kalimima negatif
etkisi oldugu goriilmektedir. K562-dox/KPB1 faj1 ile K562-dox/KPBI1 faji/doksorubisin
gruplar sag kalim oranlar istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (x%:3,2;
p>0,05), 48. saatte (y*:3,2; p>0,05) ve 72. saatte (x*:0,1; p>0,05) fajin hiicre sag
kalimina negatif etkisinin doksorubisinden bagimsiz gelistigi sdylenebilir. Bu veriler,
KPBI1 fajininin tek basina K562-dox hiicrelerinin sag kalimina negatif etkili oldugunu

isaret etmektedir.

0 40 50 &0
5'-|a GT CCACG GCO AT GAT GCGT CGTATCCGCA AGCAG -3

5" cT6 | CTT | 6C6 | GAT | ACG | ACG | AT | cAT |A6G | cce | T66 [ acT| 3 |

_NHy- | Leu | Leu | Ala Thr | Thr Thr -Comll
L L A D T T H H R P W T

120
100 i.\
80 7

¥ sagkakm

40
20

T T
4. 48. 7.

saat

=

B K562-dox.+B1 —&— K562-dox.+doxo.+B1

Sekil 4.2 KPBL1 faj klonunun peptid dizisi ve sag kalim analiz sonuglari
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4.3.2 KPB2 Grubu Fajlarin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB2 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit
dizisi ile XTT sag kalim analiz sonuglar1 Sekil 4.3’te gosterilmistir. KPB2 fajinin
KLQTYNPHFRHP olan amino asit dizisi %25 hidrofobik, %75 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugmaktadir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplarmin %33 non-
polar, %8 yiiksliz polar, % 58 oraninda pozitif yiliklii olduklar1 saptandi. Kontrol
grubuna gore, K562-dox/KPB2 faji grubunda 24. saatte %74, 48. saatte %33 ve 72.
saatte %21 oraninda sag kalim, K562-dox/KPB2 faji/doksorubisin ortaminda ise 24.
saatte %45, 48. saatte %22 ve 72. saatte %18 oraninda sag kalim degerleri saptandi. Bu
sonuclara gére KPB2 fajinin K562-dox hiicre sag kalimina negatif etkisi oldugu
goriilmektedir. K562-dox/KPB2 faj1 ile K562-dox/KPB2/doksorubisin gruplarinin sag
kalim oranlari istatistiksel olarak karsilastirldiginda, 24. saatte (x%:2,6; p>0,05) ve 72.
saatte (x%0,7; p>0,05) fajin hiicre sag kalimmna negatif etkisine doksorubisinin
katkisinin olmadigi ancak 48. saatte (X2:4,6; p<0,05) doksorubisinin katkisinin
olabilecegi goriilmektedir. KPB2 faj1 ile elde edilen sag kalim degerleri diger fajlarin
etkisi ile karsilastirildiginda en diisiik degerlerden birisidir.

1
5— CG G TTﬂCGJ‘AJ&.\lAT GCGG.\ITTJ‘ATJ‘A.\!GTCT GAAGCTT —3’

Il |
| i
|Ar\l HI' AL \
5 aac cAG | ACT | TAT | AaT | ccG | car | 1T | 6T |aaT | cce| -3
NH;- Ln Gin | The | Tyr (s T g |
K | L | o | T Y | N | P H | F | R | N| P

KPB2 fap

120
2 80
B —
i 40 \%-._ \

o %

0 T T T
0. 4, 48. 72
saat
—B—K562-dox.+B2 —#&—K562-dox.+doxo.+B2

Sekil 4.3 KPB2 faj klonunun peptid dizisi ve sag kalim analiz sonuglari
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4.3.3 KPB7 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB7 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit
dizisi ile XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.4’te gosterilmistir. KPB7 fajinin
SLNTTFTGPSRP olan amino asit dizisi % 66 hidrofobik, % 34 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugmaktadir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplarmin %33 non-
polar, %50 yiiksiiz polar, %17 oraninda pozitif yiiklii olduklar1 saptandi. Kontrol
grubuna gore; K562-dox/KPB7 faji grubunda, 24. saatte %72, 48. saatte %42 ve 72.
saatte %44 oraninda sag kalim, K562-dox/KPB7 faji/doksorubisin ortaminda ise 24.
saatte %51, 48. saatte %30 ve 72. saatte %24 oraninda sag kalim degerleri saptandi.
K562-dox/KPB7 faji ile K562-dox/KPB7/doksorubisin gruplarinin sag kalim oranlari
istatistiksel olarak karsilastirildiginda; 24. saatte (x2:4,9; p<0,05), 48. saatte (x2:4,2;
p<0,05) ve 72. saatte (x*:14,1; p<0,05) KPB7 fajinin hiicrelerin sag kalimina negatif
etkisine doksorubisinin katkida bulundugunu isaret etmektedir. Diger bir deyisle,
istatistiksel olarak KPB7 faj1 ile doksorubisinle birlikte, hiicre sag kalimima daha da

negatif etkili oldugu séylenebilir.
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4.3.4 KPB10 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB10 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino
asit dizisi ile XTT sag kalim analizi sonuglar1 Sekil 4.5’de gosterilmistir. KPB10 fajinin
TSHHDSHGLHRYV olan amino asit dizisi % 50 hidrofobik, %50 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugsmaktadir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplari, %17 non-polar,
% 33 yiiksiliz polar, %42 pozitif yikli ve %8 oraninda negatif yiikliidiir. Kontrol
grubuna gore, K562-dox/KPB10 faj1 grubunda 24. saatte %55, 48. saatte %64 ve
72.saatte %47 oraninda sag kalim; K562-dox/KPB10 faji/doksorubisin ortaminda ise
24. saatte %35, 48. saatte %48 ve 72. saatte %22 oraninda sag kalim degerleri saptandi.
K562-dox/KPB10 faj1 ile K562-dox/KPB10/doksorubisin gruplar1 sag kalim oranlari
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (x2:6,7; p<0,05), 48. saatte (X2:4,8;
p<0,05) ve 72. saatte (x%:21,7; p<0,05) KPB10 fajinim hiicrelerin sag kalimma negatif
etkisine doksorubisinin katkida bulundugunu isaret etmektedir. Diger bir deyisle,
istatistiksel olarak KPB10 faj1 ile birlikte doksorubisinin, hiicre sag kalimina daha

negatif etkili oldugu sdylenebilir.
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4.3.5 KPB14 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB14 fajinin DNA dizisi, peptid dizis ve amino asit
dizisi ile XTT sag kalim analizi sonuglar1 Sekil 4.6’da gosterilmistir. KPB14 fajinin
KFPLDHHYSPSL olan amino asit dizisinin % 42 hidrofobik, %58 oraninda hidrofilik
amino asitten olustugu belirlendi. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplar1 %33
non-polar, %17 ylksiiz polar, %42 pozitif yiikli ve %8 oraninda negatif yiiklii
gruplardir. Kontrol grubuna gore; K562-dox/KPB14 faji1 grubunda 24. saatte %72, 48.
saatte %63 ve 72.saatte %29 oraninda, K562-dox/KPB14 faji/doksorubisin ortaminda
ise 24. saatte %65, 48. saatte %40 ve 72. saatte %22 oraninda sag kalim degerleri
saptandi. K562-dox/KPB14 faj1 ile K562-dox/KPB14/doksorubisin gruplar1 sag kalim
oranlari, istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (Xz:O,l; p>0,05), ve 72. saatte
(x*:2,3; p>0,05) fajin hiicre sag kalimma negatif etkisinin doksorubisinden bagimsiz
gelistigi soylenebilir. 48. saatte (x%8,4; p<0,05) ise doksorubisinin hiicre sag kalimmnda

fajin negatif etkisine katkida bulundugu séylenebilir.
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4.3.6 KPB17 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB17 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino
asit dizisi ile XTT sag kalim analizi sonuglar1 Sekil 4.7’de gosterilmistir. KPB17 fajinin
EHMALTYPFRPP olan amino asit dizisinin % 42 hidrofobik, %58 oraninda hidrofilik
amino asitlere sahip oldugu hesaplandi. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplarinin %67
non-polar, %8 yiiksiiz polar, %17 pozitif yiiklii ve %8 oraninda negatif yiiklii olduklar
belirlendi. Kontrol grubuna gore, K562-dox/KPB17 faji grubunda 24. saatte %44, 48.
saatte %56 ve 72.saatte %41 oraninda sag kalim, K562-dox/KPB17 faji/doksorubisin
ortaminda ise 24. saatte %36, 48. saatte %42 ve 72. saatte %31 oraninda sag kalim
degerleri saptandi. Bu sonuglar ile KPB17 fajinin K562-dox hiicre sag kalimina negatif
etkisi oldugu goriilmektedir. K562-dox/KPB17 faji ile K562-dox/KPB17/doksorubisin
gruplart sag kalim oranlari istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (x%1,5;
p>0,05), 48. saatte (y*:3,3; p>0,05) ve 72. saatte (x*:2,6; p>0,05) fajin hiicre sag

kalimina negatif etkisinin doksorubisinden bagimsiz gelistigi sdylenebilir.
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4.3.7 KPB18 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB18 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino
asit dizisi ile XTT sag kalim analizi sonuglar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir. KPB18 fajinin
SSPHPAPLYGGR olan amino asit dizisi, %50 hidrofobik, % 50 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugmaktadir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplar1 %42 non-polar,
% 33 yiiksiiz polar, %25 oraninda pozitif yiiklii gruplardir. Kontrol grubuna gore; K562-
dox/KPB18 faj1 grubunda 24. saatte %76, 48. saatte %43 ve 72.saatte %28 oraninda sag
kalim, K562-dox/KPB18 faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %32, 48. saatte %23
ve 72. saatte %22 oraninda sag kalim degerleri saptandi. Bu sonuglar ile KPB18 fajinin
K562-dox hiicre sag kalimina negatif etkisi oldugu goriilmektedir. K562-dox/KPB18
faj1 ile K562-dox/KPB18/doksorubisin gruplart sag kalim oranlar istatistiksel olarak
karsilastirildiginda, 24. saatte (x%25,3; p<0,05) ve 48. saatte (x*:12,9; p<0,05) fajin
hiicre sag kalimina negatif etkisine doksorubisinin katkida bulundugu ancak 72. saatte

(x%:2,1; p>0,05) doksorubisinden bagimsiz gelistigi sdylenebilir.
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4.3.8 KPB19 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB19 fajinin DNA dizi analizi, peptid dzisi ve
amino asit dizisi ile XTT sag kalim analizi sonuglar1 Sekil 4.9’da gosterilmistir. KPB19
fajinin SNLHSAGRPMLI olan amino asit dizisi, % 67 hidrofobik, %33 oraninda
hidrofilik amino asit icermektedir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplari ise % 50
non-polar, %25 yiiksiliz polar, %25 oraninda pozitif yiikliidiir. Kontrol grubuna gore;
K562-dox/KPB19 faji grubunda 24. saatte %62, 48. saatte %43 ve 72.saatte %27
oraninda sag kalim, K562-dox/KPB19 faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %50,
48. saatte %25 ve 72. saatte %20 oraninda sag kalim degerleri saptandi. Bu sonuglar ile
KPB19 fajinin hiicre sag kalimmi % 27 degerine kadar diisirmesi fajin tek basina
K562-dox hiicrelerinin sag kalimina negatif etkili oldugunu isaret etmektedir. K562-
dox/KPB19 faji ile K562-dox/KPB19/doksorubisin gruplart sag kalim oranlar
istatistiksel olarak karsilastirldiginda 24. saatte (y%:2,5; p>0,05) ve 72. saatte (x%:3,6;
p>0,05), doksorubisin, fajin hiicre sag kalimina negatif etkisine katkida bulunmazken,

48. saatte (X2:12,7; p<0,05) doksorubisinin katkisinin oldugu sdylenebilir.
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4.3.9 KPB20 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB20 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino
asit dizisi ile XTT sag kalim analizi sonuglari Sekil 4.10°da gosterilmistir. KPB20
fajinin LLADTTHHCRCT olan amino asit dizisi % 67 hidrofobik, %33 oraninda
hidrofilik amino asitler igermektedir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplari %25 non-
polar, %42 yiiksliz polar, %25 pozitif yiiklii ve %8 oraninda negatif yiiklii gruplardan
olugmaktadir. Kontrol grubuna gore; K562-dox/KPB20 faj1 grubunda, 24. saatte %86,
48. saatte %50 ve 72.saatte %56 oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPB20
faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %98, 48. saatte %95 ve 72. saatte %71
oraninda sag kalim degerleri saptandi. Bu sonugclar ile KPB20 fajinin, K562-dox hiicre
sag kalimmna 24. saatten sonra negatif etkisinin oldugu goriilmektedir. K562-
dox/KPB20 faj1 ile K562-dox/KPB20/doksorubisin gruplart sag kalim oranlarn
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (X2:1,4; p>0,05) 6nemli bir fark
olmadigi, 48. saatte (x%38,4; p<0,05) ve 72. saatte (x*:6,5; p<0,05) anlamli fark
bulundugu goriilmektedir. Ancak bu gruplar arasindaki oranlara bakildiginda,

doksorubisinin fajin hiicre sag kalimina negatif etkisini geriye dondiirdiigii sdylenebilir.
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4.3.10 KPB21 Grubu Fajlarin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB21 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino
asit dizisi ile XTT sag kalim analizi sonuglar1 Sekil 4.11°de gosterilmistir. KPB21
fajinin SHALPMTWSTAA olan amino asit dizisi %83 hidrofobik, % 17 oraninda
hidrofilik amino asitlerden olugmaktadir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplari
incelendiginde %358 non-polar, %33 yiiksiiz polar ve %8 oraninda pozitif yiiklii
olduklar1 goriilmektedir. Kontrol grubuna gore; K562-dox/KPB21 faji grubunda, 24.
saatte %89, 48. saatte %27 ve 72. saatte %19 oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPB21
faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %29, 48. saatte %29 ve 72. saatte %22
oraninda sag kalim degerleri saptandi. Bu sonugclar ile KPB21 fajinin, K562-dox hiicre
sag kalimmna 24. saatten sonra negatif etkisinin oldugu goriilmektedir. K562-
dox/KPB21 faji ile K562-dox/KPB21/doksorubisin gruplart sag kalim oranlar
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (x*:51,1; p<0,05) doksorubisinin faj ile
birlikte hiicre sag kalimini negatif etkiledigi, 48. saatte (xz:O,l; p>0,05) ve 72. saatte
(X2:0,4; p>0,05) ise doksorubisinin bu etkisinin olmadigi goriilmektedir. Hiicre sag
kalim analizlerinde diger fajlardan elde edilen oranlarla karsilastirildiginda, en diisiik

oran KPB21 faji1 ile elde edilen sag kalim oranidir.
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4.3.11 KPB22 Fajimin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB22 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino
asit dizisi ile XTT sag kalim analizi sonuglari Sekil 4.12°de gosterilmistir. KPB22
fajinin HSTAQWSALTKP olan amino asit dizisi %67 hidrofobik, %33 oraninda
hidrofilik amino asitlerden olugmaktadir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplarinin
%42 non-polar, %33 yiiksiiz polar, %25 oraninda pozitif yiikli olduklar1 belirlendi.
Kontrol grubuna gore; K562-dox/KPB22 faj1 grubunda 24. saatte %61, 48. saatte %75
ve 72. saatte %66 oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPB22 faji/doksorubisin ortaminda
ise 24. saatte %78, 48. saatte %71 ve 72. saatte %62 oraninda sag kalim degerleri
saptandi. Bu sonuglar ile KPB22 fajinin, K562-dox hiicre sag kalimina 24. saatten sonra
negatif etkisinin oldugu goriilmektedir. K562-dox/KPB22 faji ile K562-
dox/KPB22/doksorubisin ~ gruplart  sag kalim oranlar1 istatistiksel olarak
karsilastirildiginda, 24. saatte (3°:0,3; p>0,05), 48. saatte (x%0,4; p>0,05) ve 72. saatte
(X2:0,5; p>0,05) doksorubisinin fajin hiicre sag kalimi {izerindeki negatif etkisine

katkida bulunmadigi goriilmektedir.
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4.3.12 KPB25 Fajimin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine baglanan KPB25 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino
asit dizisi ile XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.13’te gosterilmistir. KPB25
fajinin WPTYLNPSSLKA olan amino asit dizisi %58 hidrofobik, %42 oraninda
hidrofilik amino asitlerden olusmaktadir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplari, %50
non-polar, %17 yiiksiiz polar, %33 oraninda pozitif yiiklii gruplardan olusmaktadir.
Kontrol grubuna gore; K562-dox/KPB25 faj1 grubunda 24. saatte %91, 48. saatte %48
ve 72.saatte %33 oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPB25 faji/doksorubisin ortaminda
ise 24. saatte %54, 48. saatte %27 ve 72. saatte %20 oraninda sag kalim degerleri
saptandi. Bu sonuglar ile KPB25 fajinin, K562-dox hiicre sag kalimina 24. saatten sonra
negatif etkisinin oldugu goriilmektedir. K562-dox/KPB25 faji ile K562-
dox/KPB25/doksorubisin ~ gruplart  sag kalim oranlart istatistiksel  olarak
karsilastirildiginda, 24. saatte (y%13,2; p<0,05), 48. saatte (x*:11,3; p<0,05) ve 72. saatte
(X2:8; p<0,05) alinan degerler, doksorubisinin, KPB25 fajinin K562-dox hiicrelerinin

sag kalimina negatif etkisine katkida bulundugu sdylenebilir.
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4.3.13 KPP1 Grubu Fajlarin Ozellikleri

K562-dox hiicrelerine KPP1 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi ile
XTT sag kalim analizi sonucglari Sekil 4.14’te gosterilmistir. KPP1 fajinin
AHLELRSNNMYF olan amino asit dizisi %50 hidrofobik, %50 oraninda hidrofilik
amino asitler icermektedir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplari, %42 non-
polar, %33 yiiksiiz polar, %17 pozitif yiikli ve %8 oraninda negatif yiiklii gruplardir.
Kontrol grubuna gore; K562-dox/KPP1 faj1 grubunda, 24. saatte %68, 48. saatte %46 ve
72.saatte %25 oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPP1 faji/doksorubisin ortaminda ise
24. saatte %42, 48. saatte %33 ve 72. saatte %21 oraninda sag kalim degerleri saptandi.
K562-dox/KPP1 faj1 ile K562-dox/KPP1/doksorubisin gruplart sag kalim oranlari
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (x2:9; p<0,05) ve 48. saatte (x2:4,5;
p<0,05) doksorubisinin fajin hiicre sag kalimi iizerindeki negatif etkisine Kkatkisi

bulunurken, 72. saatte (x%:0,9; p>0,05) bu etkinin olmadig1 séylenebilir.
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4.3.14 KPP6 Grubu Fajlarin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile yapilan biyopaningler sonunda elde edilen KPP6 fajinin DNA
dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi ile XTT sag kalim analizi sonuglar1 Sekil 4.15°te
gosterilmistir. KPP6 fajinin SEIWKQPPPVTS olan amino asit dizisi %50 hidrofobik,
%350 oraninda hidrofilik amino asitlerden olugmaktadir. Bu peptidte yer alan amino
asitlerin R gruplari, %50 non-polar, %33 yiiksiiz polar, %8 pozitif yikli ve %8
oraninda negatif yiikliidiir. Kontrol grubuna gore; K562-dox/KPP6 faji grubunda 24.
saatte %78, 48. saatte %65 ve 72.saatte %41 oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPP6
faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %52, 48. saatte %40 ve 72. saatte %37
oraninda sag kalim degerleri saptandi. KS562-dox/KPP6 faji ile K562-
dox/KPP6/doksorubisin  gruplart  sag kalim  oranlar1 istatistiksel  olarak
karsilastirildiginda, 24. saatte (¥%:8,9; p<0,05) ve 48. saatte (3°:9,2; p<0,05) fajin hiicre
sag kalimma negatif etkisine doksorubisinin katkisi bulunurken 72. saatte (3°:0,6;

p>0,05) ise fajin negatif etkisine katkisinin olmadig1 sdylenebilir.
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4.3.15 KPP7 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP7 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi ile
XTT sag kalim analizi sonuglar1 Sekil 4.16’da gosterilmistir.  KPP7 fajinin
QQKPPKLHQALL olan amino asit dizisi, %33 hidrofobik, %67 oraninda hidrofilik
amino asitler icermektedir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplari, %50 non-polar,
%25 yliksiiz polar, %25 oraninda pozitif yiiklii gruplardir. Kontrol grubuna gore; K562-
dox/KPP7 faj1 grubunda 24. saatte %79, 48. saatte %67 ve 72.saatte %56 oranlarinda
sag kalim, K562-dox/KPP7 faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %81, 48. saatte
%43 ve 72. saatte %29 oraninda sag kalim degerleri saptandi. K562-dox/KPP7 faj1 ile
K562-dox/KPP7/doksorubisin  gruplar1 sag kalim oranlart istatistiksel olarak
karsilastirildiginda, 24. saatte (X2:0,1; p>0,05) doksorubisinin fajin hiicre sag kalimi
iizerindeki negatif etkisine katkida bulunmadig1 ancak 48. saatte (x*:8,8; p<0,05) ve 72.
saatte (x%:18,5; p<0,05) doksorubisinin fajin hiicre sag kalimma etkisine negatif yonde

katkida bulundugu sdylenebilir.
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4.3.16 KPP8 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP8 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi ile
XTT sag kalim analizi sonuglar1 Sekil 4.17°de gosterilmistir. KPP8 fajinin
FMPKSHKSRLPS olan amino asit dizisi, %50 hidrofobik, %50 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugsmaktadir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplart %42 non-
polar, %25 yiiksliz polar, %33 oraninda pozitif yiikliidiirler. Kontrol grubuna gore;
K562-dox/KPP8 faji grubunda 24. saatte %97, 48. saatte %72 ve 72.saatte %66
oraninda sag kalim, K562-dox/KPP8 faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %58, 48.
saatte %48 ve 72. saatte %27 oraninda sag kalim degerleri saptandi. Bu sonuglar ile
KPP8 fajinin, K562-dox hiicre sag kalimina 24. saatten sonra negatif etkisinin oldugu
goriilmektedir. K562-dox/KPP8 faj1 ile K562-dox/KPP8/doksorubisin gruplari sag
kalim oranlar istatistiksel olarak karsilastirldiginda, 24. saatte (x*:14,3; p<0,05) 48.
saatte (x%9,3; p<0,05) ve 72. saatte (y%41,5; p<0,05) fajin hiicre sag kalimina negatif
etkisinin doksorubisinin katkida bulundugu sdylenebilir. KPP8 fajinin K562-dox
hiicrelerinin sag kalimina negatif etkisi faj/doksorubisinin sag kalim farki %39 oraninda
negatif yondedir. Bu oran diger KS562-dox hiicreleri/faj ve K562-dox

hiicreleri/faj/doksorubisin gruplarinin oranlar1 arasindaki en yiiksek degerdir.
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4.3.17 KPP9 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP9 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi ile
XTT sag kalim analizi sonuglar1 Sekil 4.18’de gosterilmistir.  KPP9 fajinin
SHHQMNLHRPTS olan amino asit dizisi %58 hidrofobik, %42 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugmaktadir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplari, %42
non-polar, %42 yiiksiiz polar, %17 pozitif yiikli gruplardir. Kontrol grubuna gore;
K562-dox/KPP9 faj1 grubunda 24. saatte %101, 48. saatte %94 ve 72.saatte %72
oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPP9 faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %93,
48. saatte %72 ve 72. saatte %56 oraninda sag kalim degerleri saptandi. Bu sonuglar ile
KPP9 fajinin, K562-dox hiicre sag kalimina 48. saatten sonra negatif etkisinin oldugu
goriilmektedir. K562-dox/KPP9 faj1 ile K562-dox/KPP9/doksorubisin gruplar1 sag
kalim oranlari istatistiksel olarak karsilastirldiginda, 24. saatte (x%:0,7; p>0,05) ve 72.
saatte (x%:0,1; p>0,05) alinan degerler, KPP9 fajinin, doksorubisinle birlikte K562-dox
hiicrelerinin sag kalimina negatif etkili oldugunu isaret etmektedir. 48. saatte (XZZ 8,4,
p<0,05) KPP9 fajinin, doksorubisinin hiicre sag kalimina negatif etkisine yardimci

oldugu soylenebilmektedir.
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4.3.18 KPP10 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP10 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi
ile XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.19°da gosterilmistir. KPP10 fajinin
SAHGTSTGVPWP olan amino asit dizisi, %75 hidrofobik, %25 oraninda hidrofilik
amino asitlere sahiptir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplari, %42 non-polar, %50
yiiksiiz polar ve %8 oraninda pozitif yiiklii gruplardan olusmaktadir. Kontrol grubuna
gore; K562-dox/KPP10 faj1 grubunda 24. saatte %66, 48. saatte %70 ve 72.saatte %53
oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPP10 faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %57,
48. saatte %67 ve 72. saatte %42 oraninda sag kalim degerleri saptandi. K562-
dox/KPP10 faji ile K562-dox/KPP10/doksorubisin gruplar1 sag kalim oranlar
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (xz: 1,3; p>0,05), 48. saatte (XZZ 0,2;
p>0,05) ve 72. saatte (x*: 2,9; p>0,05) doksorubisinin fajin hiicreler iizerindeki negatif

etkisine katkisinin olmadig1 goriilmektedir.
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K562-dox hiicreleri ile KPP11 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi

ile XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.20°de gosterilmistir. KPP11 fajinin
SPLTVPYERKLL olan amino asit dizisi, %50 hidrofobik, %50 oraninda hidrofilik

amino asitler icermektedir. Bu peptidin amino asitlerindeki R gruplari, %50 non-polar,

%25 yiksiiz polar, %17 pozitif yiikli ve %8 oraninda negatif yiikliidiir. Kontrol
grubuna gore; K562-dox/KPP11 faji grubunda 24. saatte %83, 48. saatte %82 ve

72.saatte %62 oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPP11 faji/doksorubisin ortaminda ise

24. saatte %95, 48. saatte %97 ve 72. saatte %75 oraninda sag kalim degerleri saptandi.
K562-dox/KPP11 faj1 ile K562-dox/KPP11/doksorubisin gruplar1 sag kalim oranlari

istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (X2:1,2; p>0,05) ve 48. saatte (x2:3,2;

p>0,05) doksorubisinin, KPP11 fajimin hiicre sag kalimi tizerindeki negatif etkisine bir

katkisinin olmadigi ancak 72. saatte (y%:4,4; p<0,05) bu katkinimn arttig1 sdylenebilir.
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4.3.20 KPP12 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP12 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi
ile XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.21°de gosterilmistir. KPP12 fajinin
HSVSNIRPMFPS olan amino asit dizisi, %58 hidrofobik, %42 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugsmaktadir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplari, %33
non-polar, %33 vyiiksliz polar, %33 pozitif yiiklidiir. Kontrol grubuna gore; K562-
dox/KPP12 faj1 grubunda 24. saatte %79, 48. saatte %59 ve 72.saatte %62 oranlarinda
sag kalim, K562-dox/KPP12 faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %94, 48. saatte
%74 ve 72. saatte %69 oraninda sag kalim degerleri saptandi. K562-dox/KPP12 faj1 ile
K562-dox/KPP12/doksorubisin  gruplar1 sag kalim oranlart istatistiksel olarak
karsilastirildiginda, 24. saatte (X2:2,1; p>0,05) ve 72. saatte (X2:1,4; p>0,05)
doksorubisinin KPP12 fajinin hiicre sag kalimina negatif etkisine bir katkisinin
olmadig1 buna karsin 48. saatte (x%:4,4; p<0,05) fajin negatif etkisinin daha fazla oldugu

diistiniilmektedir.
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4.3.21 KPP13 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP13 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi
ile XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.22’de gosterilmistir. KPP13 fajinin
GGSQWHERDPRI olan amino asit dizisi, %42 hidrofobik, %58 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugsmaktadir. Bu peptidteki amino asitlerin R gruplari, %17 non-polar,
%33 vyiiksliz polar, %33 pozitif yikli ve %17 oraninda negatif yiikliidiir. Kontrol
grubuna gore; K562-dox/KPP13 faji grubunda 24. saatte %97, 48. saatte %72 ve
72.saatte %63 oraninda sag kalim, K562-dox/KPP13 faji/doksorubisin ortaminda ise 24.
saatte %88, 48. saatte %81 ve 72. saatte %67 oraninda sag kalim degerleri saptandi.
K562-dox/KPP13 faj1 ile K562-dox/KPP13/doksorubisin gruplar1 sag kalim oranlari
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (X2:1,2; p>0,05) ve 48. saatte (x210,9;
p>0,05) doksorubisinin faj ile birlikte hiicre sag kalimimna negatif etkisine katkisinin
olmadigi, 72. saatte (x%97,5; p<0,05) ise doksorubisinin bu etkisinin arttig

goriilmektedir.
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4.3.22 KPP14 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP14 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi
ile XTT sag kalim analizi sonuglari Sekil 4.23’te gosterilmistir. KPP14 fajinin
WSPGQQRLHNST olan amino asit dizisi, %50 hidrofobik, %50 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugsmaktadir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplari, %25
non-polar, %58 yiiksiiz polar, %17 oraninda pozitif yiiklii gruplardir. Kontrol grubuna
gore; K562-dox/KPP14 faj1 grubunda 24. saatte %68, 48. saatte %52 ve 72.saatte %54
oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPP14 faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %65,
48. saatte %58 ve 72. saatte %65 oraninda sag kalim degerleri saptandi. K562-
dox/KPP14 faji ile K562-dox/KPP14/doksorubisin gruplar1 sag kalim oranlar
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (XZZO,Z; p>0,05) ve 48. saatte (x210,7;
p>0,05) doksorubisinin fajin hiicre sag kalimina negatif etkisine katkisinin olmadig: ve

72. saatte (3°:5,4; p<0,05) bu etkinin arttig diisiiniilmektedir.
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4.3.23 KPP15 Grubu Fajlarin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP15 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi
ile XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.24’te goOsterilmistir. KPP15 fajinin
MSPSTPSPISRP olan amino asit dizisi, %58 hidrofobik, %42 oraninda hidrofilik amino
asitlerden olusmaktadir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplari, %42 non-polar,
%42 yliksiiz polar, %17 oraninda pozitif yiiklii gruplardir. Kontrol grubuna gore; K562-
dox/KPP15 faj1 grubunda 24. saatte %60, 48. saatte %57 ve 72.saatte %21 oraninda sag
kalim, K562-dox/KPP15 faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %59, 48. saatte %42
ve 72. saatte %19 oraninda sag kalim degerleri saptandi. K562-dox/KPP15 faji ile
K562-dox/KPP15/doksorubisin  gruplar1 sag kalim oranlart istatistiksel olarak
karsilastirldiginda, 24. saatte (x%0,1; p>0,05), ve 72. saatte (x%:0,4; p>0,05) KPP15
fajinin hiicre sag kalimina negatif etkisinin doksorubisinden bagimsiz gelistigi, 48.
saatte (y%:4,2; p<0,05) ise doksorubisinin fajin hiicre sag kalimi iizerindeki negatif
etkisine katkida bulundugu goriilmektedir. Bu veriler, KPP15 fajininin tek basina da

K562-dox hiicrelerinin sag kalimina negatif etkili oldugunu isaret etmektedir.
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4.3.24 KPP17 Fajimin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP17fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi ile
XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.25’te gosterilmistir. KPP17 fajinin
KFPLSHQNTPTQ olan amino asit dizisi, %42 hidrofobik, %58 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugsmaktadir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplari, %33
non-polar, %50 yiiksiiz polar, %17 oraninda pozitif yiiklii gruplar icermektedir. Kontrol
grubuna gore; K562-dox/KPP17 faji grubunda 24. saatte %71, 48. saatte %67 ve
72.saatte %64 oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPP17 faji/doksorubisin ortaminda ise
24. saatte %388, 48. saatte %77 ve 72. saatte %78 oraninda sag kalim degerleri saptandi.
K562-dox/KPP17 faji ile K562-dox/KPP17/doksorubisin gruplar1 sag kalim oranlari
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (x2:2,5; p>0,05), 48. saatte (x2:0,9;
p>0,05) ve 72. saatte (y°:2,6; p>0,05) alan oranlara bakildiginda doksorubisinin fajin

hiicre sag kalimina negatif etkisini geriye dondiirdiigii sdylenebilir.
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4.3.25 KPP18 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP18 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi
ile XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.26’da gosterilmistir. KPP18 fajinin
AFTHEAPKRLDS olan amino asit dizisi, %50 hidrofobik, %50 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugmaktadir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplari, %42
non-polar, %17 ylksiiz polar, %25 pozitif yiikli ve %17 oraninda negatif yiikli
gruplardir. Kontrol grubuna gore; K562-dox/KPP18 faj1 grubunda 24. saatte %101, 48.
saatte %94 ve 72.saatte %82 oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPP18 faji/doksorubisin
ortaminda ise 24. saatte %97, 48. saatte %81 ve 72. saatte %79 oraninda sag kalim
degerleri saptandi. Bu sonuglar ile KPP18 fajinin, K562-dox hiicre sag kalimina 48.
saatten sonra negatif etkisinin oldugu goriilmektedir. K562-dox/KPP18 faj1 ile K562-
dox/KPP18/doksorubisin ~ gruplart  sag kalim oranlar1 istatistiksel  olarak
karsilastirildiginda, 24. saatte (y>:0,3; p>0,05), 48. saatte (x%:2,4; p>0,05) ve 72. saatte
(X2:0,3; p>0,05) doksorubisinin katkisinin olmadig1 gériilmektedir.
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Sekil 4.26 KPP18 faj klonunun peptid dizisi ve sag kalim analiz sonuglari
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4.3.26 KPP20 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP20 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi
ile XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.27°de gosterilmistir. KPP20 fajinin
TSLYTDRPSTPL olan amino asit dizisi, %58 hidrofobik, % 42 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugsmaktadir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplari, %33
non-polar, %50 yiksiiz polar, %8 pozitif yiikli ve %8 oraninda negatif yiikli
gruplardan olusmaktadir. Kontrol grubuna gore; K562-dox/KPP20 faji grubunda 24.
saatte %97, 48. saatte %82 ve 72. saatte %63 oraninda sag kalim, K562-dox/KPP20
faji/doksorubisin ortaminda ise 24. saatte %89, 48. saatte %73 ve 72. saatte %56
oraninda sag kalim degerleri saptandi. Bu sonuglar ile KPP20 fajinin, K562-dox hiicre
sag kalimina 48. saatten sonra negatif etkisinin oldugu goriilmektedir. K562-dox/KPP20
faji ile K562-dox/KPP20/doksorubisin gruplari sag kalim oranlar istatistiksel olarak
karsilastirildiginda, 24. saatte (x%0,1; p>0,05) 48. saatte (x%1,1; p>0,05) ve 72. saatte
(X2:1,2; p>0,05) fajin hiicre sag kalimina negatif etkisine doksorubisinin katkisinin

olmadig1 sdylenebilir.

’ 40 60 ] o y
5 CAACOO ADTACTOD O ACONTOOOT ARACA OACTADT _3

nimimy M\

5'0 ACT | AGT | CTG | TAT | ACG | GAT | CGT | CCG | AGT | ACT | CCG T]'G -3 |
-COOH|

NHy- | The | Ser | Lew | Tyr | The Ser
T | s | L | ¥ | T | DR | P | &

120

100 .
%0

40
10

¥ saglahm

saat

W K562-dox P20 —&— K562-dox.+doxe.+P20

Sekil 4.27 KPP20 faj klonunun peptid dizisi ve sag kalim analiz sonuglari
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4.3.27 KPP22 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP22 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi
ile XTT sag kalim analizi sonuglar1 Sekil 4.28’de gosterilmistir. KPP22 fajinin
NLKFPTNPKAMW olan amino asit dizisi, %50 hidrofobik, %50 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olusmaktadir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplari, % 58
non-polar, %25 yiiksiiz polar, %17 oraninda pozitif yiiklii gruplar icermektedir. Kontrol
grubuna gore; K562-dox/KPP22 faji grubunda 24. saatte %88, 48. saatte %67 ve
72.saatte %64 oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPP22 faji/doksorubisin ortaminda ise
24. saatte %93, 48. saatte %82 ve 72. saatte %71 oraninda sag kalim degerleri saptandi.
Bu sonuglar ile KPP22 fajinin, K562-dox hiicre sag kalimina 24. saatten sonra negatif
etkisinin oldugu goriilmektedir. K562-dox/KPP22 faj1 ile K562-
dox/KPP22/doksorubisin ~ gruplart  sag kalim oranlar1 istatistiksel  olarak
karsilastirildiginda, 24. saatte (3°:0,1; p>0,05), 48. saatte (x%2,8; p>0,05) ve 72. saatte
(X2:0,8; p>0,05) alinan oranlara bakildiginda, doksorubisinin fajin hiicre sag kalimina

negatif etkisini geriye dondiirdiigli sdylenebilir.
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Sekil 4.28 KPP22 faj klonunun peptid dizisi ve sag kalim analiz sonuglari
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4.3.28 KPP24 Fajinin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP24 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi
ile XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.29°da gosterilmistir. KPP24 fajinin
WAETWPLAQRPP olan amino asit dizisi, %50 hidrofobik, %50 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olusmaktadir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplari, %67
non-polar, %17 yliksiiz polar, %8 pozitif yiiklii ve %8 oraninda negatif yiikliidiir.
Kontrol grubuna gore; K562-dox/KPP24 faji1 grubunda 24. saatte %86, 48. saatte %84
ve 72.saatte %64 oranlarinda sag kalim, K562-dox/KPP24 faji/doksorubisin ortaminda
ise 24. saatte %90, 48. saatte %93 ve 72. saatte %57 oraninda sag kalim degerleri
saptandi. Bu sonugclar ile KPP22 fajinin, K562-dox hiicre sag kalimina 48. saatten sonra
negatif etkisinin oldugu goriilmektedir. K562-dox/KPP24 faji ile K562-
dox/KPP24/doksorubisin  gruplari  sag kalim oranlar1 istatistiksel  olarak
karsilastirildiginda, 24. saatte (3°:0,1; p>0,05), 48. saatte (x%0,9; p>0,05) ve 72. saatte
(X2:1,7; p>0,05) doksorubisinin fajin hiicre sagklaimina negatif etkisini geriye

dondiirdiigii sdylenebilir.
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Sekil 4.29 KPP24 faj klonunun peptid dizisi ve sag kalim analiz sonuglari
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4.3.29 KPP25 Fajimin Ozellikleri

K562-dox hiicreleri ile KPP25 fajinin DNA dizisi, peptid dizisi ve amino asit dizisi
ile XTT sag kalim analizi sonuglart Sekil 4.30°da gosterilmistir. KPP25 fajinin
QTLHPLTDHYPI olan amino asit dizisi, %42 hidrofobik, %58 oraninda hidrofilik
amino asitlerden olugmaktadir. Bu peptidte yer alan amino asitlerin R gruplari, %42
non-polar, %33 yiiksiiz polar, %17 pozitif yiikli ve %8 oraninda negatif yiiklii
gruplardir. Kontrol grubuna goére; K562-dox/KPP25 faji grubunda 24. saatte %70, 48.
saatte %65 ve 72.saatte %59 oraninda sag kalim, K562-dox/KPP25 faji/doksorubisin
ortaminda ise 24. saatte %76, 48. saatte %69 ve 72. saatte %60 oraninda sag kalim
degerleri saptandi. K562-dox/KPP25 faji ile K562-dox/KPP25/doksorubisin gruplari
sag kalim oranlar istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 24. saatte (x210,4; p>0,05), 48.
saatte (y%:0,2; p>0,05) ve 72. saatte (5°:0,04; p>0,05) doksorubisinin, fajin hiicre sag

kalimina negatif etkisini geriye dondiirdiigii soylenebilir.
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Sekil 4.30 KPP25 faj klonunun peptid dizisi ve sag kalim analiz sonuglari
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4.4 Faj Gruplar1 ve Amino Asit Dagilimlar1 Genel Degerlendirmesi

K562-dox hiicrelerine 0zgiin baglanan 12 KPB ve 17 KPP faj klonlarindaki
peptidlerde bulunan amino asitlerin hidrofobisite degerleri ve R gruplarinin
fizikokimyasal oOzellikleri ile hiicre sag kalim analizleri sonuglar1 birlikte
degerlendirildi. Sag kalim analizleri sonuglarina gore, hiicrelerin sag kalim degerlerini,
72. saat sonunda, %50 nin tizerinde ve %50’nin altinda kalmasina neden olan fajlar iKi
gruba ayrildi. %50 ve altinda sag kalima neden olan fajlar igerisinde, %62,5 oraninda
K562-dox hiicrelerine baglanan (KPB) fajlar, %37,5 oraninda hiicre patlatilarak elde
edilen (KPP) fajlar bulunmaktadir. %50 iizerinde sag kalima neden olan fajlar ise %15
KPB fajlarindan, %85 KPP fajlarindan olugmaktadir.

%50 ile altinda sag kalima neden olan fajlar ve hidrofobisite dagilimlar1 Tablo 4.4’te,
%350’nin tlizerinde sag kalima neden olan fajlar ve hidrofobisite dagilimlari, Tablo
4.5’de 6zetlenmistir. Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°de bu gruplarin igerdigi peptid dizilerindeki

R gruplart dagilimlar1 gosterilmistir.

Tablo 4.4 %50 ve altinda sag kalima neden olan fajlar ve hidrofobisite dagilimlari

%50 ve alti
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Tablo 4.5 %50 iistii sag kalima neden olan fajlar ve hidrofobisite dagilimlart

%50 Ustl
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Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’te goriildiigii gibi, hidrofobisite degerleri karsilagtirildiginda,
% 50’nin altinda ve {istiinde sag kalima neden olan fajlar arasinda 6nemli bir fark
bulunamamistir. Buna karsin her grubun igerdigi fajlar arasinda farklar goriilmektedir.
Ornegin; %50’nin altinda sag kalima neden olan KPB21 faj1, %83 oraninda hidrofobik,
%17 oraninda hidrofiliktir. Bunun yaninda yine ayni grupta KPB2 faj1, %25 hidrofobik
%75 hidrofilik yap1 icermektedir. %50°nin {izerinde sag kalima neden olan faj grubu
igerisinde ise en yiiksek hidrofobisite degeri KPB20 ve KPB22 fajlarinda goriiliirken, en
diisiik hidrofobisite, KPP13, KPP17 ve KPP25 fajlarinda goriilmektedir. Genel olarak
hidrofobik-hidrofilik amino asitlerin dagilimlarina bakildiginda, %50°nin altinda ve
istlinde sag kalima neden olan fajlar arasinda hidrofobik veya hidrofilik bdlgeler net

bigimde tanimlanamamaktadir.



Tablo 4.6 %50 ve altinda sag kalima neden olan fajlar ve R gruplari 6zellikleri

%50 ve alti
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Tablo 4.7 %50 tistii sag kalima neden olan fajlar ve R gruplar 6zellikleri

%50 Ustu
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Fajlarin icerdigi peptid dizileri, Tablo 4.6 ve 4.7’ye gore, hem %50 ve altt hem de
%350’nin istiinde sag kalima neden olan fajlarda, amino asitlerin R gruplarinda
nonpolarite oranimin genel olarak yiiksek, negatif yiikli R gruplarinin ise en diisiik
oranda olduklar1 goriilmektedir. Gruplar igerisinde de nonpolar R gruplari dagiliminda
bir benzerlik gozlenmemistir. %50 ve altinda sag kalima neden olan grup igerisinde
KPB17 en fazla (%67) nonpolar R grubuna sahipken, KPB2 en yiiksek oranda (%58)
pozitif yiiklii R gruplarina sahiptir. Bunun yaninda, KPB7 ve KPP10 ise en yiiksek
oranda (%50) yiiksiiz polar R gruplarina sahiptirler. %50 nin iistiinde sag kalima neden
olan faj grubu icerisinde, KPP24 en fazla (%67) nonpolar gruba sahipken, KPP14 en
yiiksek oranda yiiksiiz polar grup igermektedir. Her iki grup igerisinde en fazla (%17)
negatif yiiklii R grubuna sahip fajlar KPP13 ve KPP18 olarak bulunmustur.

Gruplar igerisinde toplam 20 amino asitin dagilim grafigi Sekil 4.31°de verilmistir.
Amino asitlerin gruplar igerisindeki dagilimlarina bakildiginda, %50’nin altinda sag
kalima neden olan grup i¢inde, prolin amino asidi, peptid dizilerinde daginik halde ve
en yiiksek oranda bulunan amino asittir. Negatif hidrofobisiteye sahip olan bu amino
asit ikinci grupta %350’nin Ustiinde sag kalima neden olan grupta dagmik olarak
bulunmakta ve ilk gruba gore miktar1 yar1 yariya azalmaktadir. Bunun yaninda serin,
16sin, histidin, glisin, alanin gibi amino asitler yine ilk grupta en yiiksek oranda bulunan
amino asitlerdir (Sekil 4.31). Diger amino asitlere gére daha hidrofobik 6zellik gosteren
sistein ise ilk grupta goriilmezken, ikinci grupta sadece KPB20 peptid dizisinde
goriilmektedir. Bu fajin dokuz ve onbirinci pozisyonlarinda sistein amino asitlerinin
bulunmasi, peptidin lineer yapidan farkli bir yapida oldugunu diisiindiirmektedir. ikinci
grupta ilk gruba gore daha fazla sayida bulunan amino asitler ise, pozitif hidrofobisiteye

sahip izol6sin, hidrofilik 6zellik gosteren aspartik asit ve glutamindir.
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amine asit dagilom
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Sekil 4.31 Peptid dizilerinde yer alan amino asitlerin gruplar igindeki dagilim1

Tim fajlarin peptid dizileri, hidrofobisite degerleri, amino asitlerin R gruplar1 ve
amino asit dagilimlar ile peptid dizileri igindeki yerlesimleri incelendiginde, fajlar
arasinda bir benzerligin olmadigi gozlenmistir. Elde edilen fajlarin amino asit
dagilimlarindaki heterojenlik, bu fajlarin K562-dox hiicre membraninda farkli yapilara

baglanabildigini isaret etmektedir.

4.5 Faj Gruplar1 ve Sag kalim Analizleri Genel Degerlendirmesi

K562-dox hiicreleri kontrol grubu ile K562-dox/faj grubu arasinda 24. saat, 48. saat
ve 72. saat verilerinin istatistiksel degerlendirmeleri ki-kare (3°) testi ile (p<0,05)
gergeklestirildi ve fajlarin hiicrelerin sag kalimma dogrudan etkileri incelendi (Tablo
4.8). Buna gore, her ii¢ saatte de anlamli sonug elde edilen fajlar, KPB10, KPB14,
KPB17, KPB19, KPP15, KPB7, KPB18, KPB1, KPB2, KPP6, KPP14, KPP12, KPP1,
KPP25, KPP7, KPP10, KPP17 ve KPP13 fajlar1 olarak belirlendi. 24. saatte anlamli
fark gozlenmezken 48 ve 72. saatlerde anlamh fark goriilen KPP22, KPB20, KPB21,
KPB25, KPP11, KPB22 ve KPPS§ fajlari, 24 ve 48. saatlerde anlamli fark bulunmayan
fakat 72. saatte anlamli sonu¢ veren KPP20, KPP24, KPP9 ve KPP18 fajlar tespit
edildi.

Istatistiksel verilere gore, kontrol grubuna gore her saatte anlamli fark bulunan fajlar
icinde, en diisiik sag kalim degeri (%44) veren faj, 24 saat icin, KPB17 iken en yiiksek
deger (%97) KPP13 fajinda tespit edildi. 48. saat i¢in en diisiik sag kalim degeri (%28)
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KPB1 fajinin, en yiiksek degeri (%72) ise yine KPP13 fajinin verdigi gozlendi. 72.
saatte ise, en diisiik sag kalim degeri (%21) KPB2 ve KPP15 fajlarinda, en yiiksek deger
(%64) KPP17 fajinda elde edildi. 24. saatte anlamli fark bulunmayan, 48 ve 72.
saatlerde anlamli fark tespit edilen fajlar arasinda, 24. saat i¢in en diisiik sag kalim
degeri (%61) KPB21 fajinda, en yiliksek deger (%97) ise KPP18 fajinda belirlendi. 48.
saat i¢in, en diigiik deger (%27) KPB25 fajinda, en yiiksek deger (%97) KPP11 fajinda
belirlendi. 72. saatte ise, en diisiik degeri (%19) KPB21 fajinin, en yiiksek degeri (%66)
KPB22 ve KPP8 fajlarmin verdigi goriildi. 24 ve 48. saatlerde anlamli fark
bulunmayan, 72. saatte anlamli fark goriilen fajlar iginde, 24. saat i¢in en diisiik degeri
(%86) veren KPP24 faji ve en yiiksek degeri (%101) veren KPP9 ve KPP18 fajlari
tespit edildi. 48. saat i¢in en diisiik deger (%82) KPP20 fajinda, en yliksek deger (%94)
yine KPP9 ve KPP18 fajlarinda goriildii. 72. saatte ise en diisiik degerin (%63) KPP20
fajina ait oldugu, en yiiksek degerin (%82) ise KPP18 fajina ait oldugu belirlendi. Bu
sonuglar, elde edilen fajlarin timiiniin hiicre sag kalimi iizerinde negatif etkili oldugunu
gostermektedir. Ayni zamanda bu fajlarin amino asit igeriginin heterojenligi ve sag
kalim analiz sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, elde edilen fajlarin K562-dox hiicre

sag kalimina farkli mekanizmalar ile etki ettigini isaret etmektedir.

K562-dox hiicreleri kontrol grubu ile K562-dox/faj/doksorubisin grubu arasinda
yapilan degerlendirmede ise, 24, 48 ve 72. saatlerde anlamli fark goriilen fajlar, KPBI,
KPB2, KPB7, KPB10, KPB14, KPB17, KPB19, KPB21, KPB22, KPB25, KPP1, KPP6,
KPP8, KPP10, KPP14, KPP15 ve KPP25 olarak belirlendi. 24. saatte anlamli fark
olmayan buna karsin, 48 ve 72. saatlerde anlamli fark bulunan fajlar, KPP9, KPP7,
KPP13, KPP20, KPP22, KPP12, KPP17 ve KPP18 olarak, sadece 72. saatte anlamli
fark bulunan fajlar ise KPP24, KPB20 ve KPP11 olarak belirlendi (Tablo 4.8).

Istatistiksel verilere gore, kontrol grubuna gdre doksorubisinle birlikte, her saatte
anlaml fark bulunan fajlar i¢inde, en diisiik sag kalim degeri (%29) veren faj, 24. saat
icin, KPB21 iken en yiiksek deger (%78) KPB22 fajinda tespit edildi. 48. saat i¢in en
diisiik sag kalim degeri (%22) KPB2 fajinin, en yiiksek degeri (%71) ise KPB22 fajinin
verdigi gozlendi. 72. saatte ise, en diisiik sag kalim degeri (%18) yine KPB2 fajinda, en
yiiksek deger (%65) KPP14 fajinda elde edildi. 24. saatte anlamli fark bulunmayan, 48
ve 72. saatlerde anlamli fark tespit edilen fajlar arasinda, 24. saat i¢in en diisiik sag

kalim degeri (%81) KPP7 fajinda, en yliksek deger (%97) ise KPP18 fajinda belirlendi.
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48. saat icin, en diisiik deger (%43) KPP7 fajinda, en yiiksek deger (%82) KPP22
fajinda belirlendi. 72. saatte ise, en diisiik degeri (%29) KPP7 fajinin, en yiiksek degeri
(%79) KPP18 fajinin verdigi goriildii. 24 ve 48. saatlerde anlaml1 fark bulunmayan, 72.
saatte anlamli fark goriilen fajlar i¢inde, 24. saat i¢in en diisiik degeri (%90) veren
KPP24 faj1 ve en yiiksek degeri (%98) veren KPB20 fajinda tespit edildi. 48. saat igin
en diisiik deger (%93) yine KPP24 fajinda, en yiiksek deger (%97) KPP11 fajinda
goriildli. 72. saatte ise en diisiik degerin (%57) KPP24 fajina ait oldugu, en yiiksek
degerin (%75) ise yine KPP11 fajina ait oldugu belirlendi. Fajin negatif etkisini
doksorubisinin daha da arttirdig1 fajlar, KPB2, KPB7, KPB10, KPB14, KPB18, KPB25,
KPP1, KPP6, KPP7, KPP8 ve KPP9 fajlaridir. Doksorubisinin, KPB20, KPP11, KPP12,
KPP13, KPP14, KPP17, KPP21, KPP24 ve KPP25 fajlarinin hiicre sag kalimi
tizerindeki negatif etkilerini tersine ¢evirdigi goriilmistiir. Doksorubisinden bagimsiz
olarak hiicre sag kalimi iizerinde negatif etki gosteren fajlar ise KPB1, KPB17, KPB19,
KPB21, KPB22, KPP10, KPP15, KPP18 ve KPP20 fajlar1 olarak tespit edilmistir.

Kontrole gore her iki grubun istatistiksel verileri karsilatirildiginda (Tablo 4.8), her
iki grupta her ii¢ saatte de anlamli fark bulunan ortak fajlar, KPB1, KPB2, KPB7,
KPB10, KPB14, KPB17, KPB18, KPB19, KPP1, KPP6, KPP14, KPP15, KPP25 ve
KPP10 fajlaridir. 24. saatte anlamsiz fakat 48 ve 72. saatlerde anlamli fark bulunan tek
faj KPP22 olarak goriilmektedir. 24 ve 48. saatlerde anlamsiz, 72. saatte anlaml fark
bulunan KPP24 fajidir. KPP12, KPP7, KPP17 ve KPP13 fajlar1 tek basina kontrole gore
her ii¢ saatte de anlamli fark gosterirken, doksorubisinle birlikte 24. saatten sonra
anlamh fark gostermektedirler. KPP20, KPP9 ve KPP18 fajlar1 ise tek baglarina sadece
72. saatte anlaml1 fark gosterirken, doksorubisinle birlikte 24. saatten sonra yani 48 ve
72. saatlerde kontrole gore anlamli fark gostermektedirler. KPP8, KPB21, KPB25,
KPB22 fajlar1 ise tek baslarina 24. saatten sonra etkili iken, doksorubisinle birlikte her
saatte anlamli fark tespit edilmistir. KPB20 ve KPP11 fajlari ise tek baslarina 48 ve 72.
saatlerde anlamli sonug verirken, doksorubisinle birlikte kontrole gore sadece 72. saatte

anlaml fark gostermektedirler.
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Tablo 4.8 Kontrol hiicreler (K562-dox hiicreleri) ile K562-dox/faj ve K562-
dox/faj/doksorubisin gruplart y* testi sonuglar

Faj No. Kontrol / K562-faj grubu Kontrol / K562-faj/doksorubisin grubu
24.saat | 48.saat | 72.saat 24. saat 48. saat 72. saat
KPB10 17 14 46 41,3 36 121
KPB14 15 12 82 12,8 38,6 108
KPB17 36 18 52 50,6 36,5 78
KPB19 14,6 54 140 283 110,1 179
KPP15 12,7 22 122 14 47 135
KPB7 6 44 52 22 72 111
KPRI18 4 42 96 46,5 91,1 121
KPB1 8,1 60 100 21,1 39 95
KPB2 51 64 122 288 98 140
KPPs 4,7 11 52 26,7 38,5 63
KPPl4 10,2 37 46 12,9 28 25
KPP12 4 29 28 0,4 10,8 22
KPP1 7.9 37 108 31,1 65 125
KPP25 9 18 35 6 14 335
KPP7 4,1 10 26 34 35 84
KPP10 10,6 8 32 198 10 53
KPP17 7,7 10 16 1,6 5 6,1
KPP13 4,7 9 20 1,1 42 16
KPP22 0,9 12 18 0.4 39 12
KPB20 2 46 46 0,04 0.4 19,3
KPB21 1 62 116 673 61 108
KPB25 0,6 34 80 178 82 128
KPP11 3 5 28 0,3 0,2 14
KPB22 3 10 26 49 14,3 35
KPP8 0,04 9 16 15 343 102
KPP20 0,6 3 20 1,1 83 30
KPP24 1.7 3 26 1,1 0,7 41
KPP9 0,01 0,5 26 0,6 12,8 26,5
KPP18 0,03 0,5 6 0,1 5.2 8,7

(s.d=1, p=0,05)
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Tablo 4.9 K562-dox/faj ve K562-dox/faj/doksorubisin gruplar ki kare (y°) testi

sonugclari
Faj No. K562-dox/faj ve K562-dox/faj/doksorubisin
24, saat 48. saat 72. saat
KPB7 4,9 4,2 14,1
KPE10 6,7 4,8 21,7
KPP3 143 93 41,5
KPB25 13,2 11,3 8
KPP1 9 4,5 0,9
KPP6 8,9 9,2 0,6
KPE13 253 12,9 2,1
KPB20 1.4 384 6,5
KPP7 0,1 88 18,5
KPP11 1,2 32 4.4
KPP13 1,2 0,9 97,5
KPP14 0,2 0,7 54
KPB21 51,1 0,1 0.4
KPE19 2,5 12,7 36
KPB2 2,57 4,6 0,7
KPP9 0,7 84 0,1
KPP12 2,1 4.4 1.4
KPP15 0,1 4,2 04
KPE14 0,1 84 2,3
KPB17 1,5 33 2,6
KPB22 0,3 0,4 0,5
KPB1 32 32 0,1
KPP10 1.3 0,2 2,9
KPP17 2,5 0,9 2,6
KPP18 0,3 2,4 0,3
KPP20 0,1 1,1 1:2
KPP22 0,1 2,8 0,8
KPP24 0,1 0,9 1,7
KPP25 0.4 0,2 0,04
{s.d=1, p degeri 0,05=3,84)
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K562-dox/faj ve K562-dox/faj/doksorubisin gruplari arasinda yapilan istatistiksel
hesaplamalarin sonuglar1 Tablo 4.9°da 6zetlenmistir. Bu veriler, fajlarin doksorubisinle
birlikte (faj/doksorubisin) etkilerinin degerlendirilmesinde kullanildi. 24, 48 ve 72.
saatlerde doksorubisinle birlikte hiicre sag kalimina negatif etkisi artan fajlar, KPB7,
KPB10, KPB25 ve KPP8 fajlar1 olarak belirlendi. 24 ve 48. saatlerde
KPB18/doksorubisin, KPP1/doksorubisin ve KPP6/doksorubisin daha negatif etkili
iken, bu fajlarda 72. saatte anlamli fark bulunamadi. 24. saatte anlamli fark bulunmayan
fakat 48 ve 72. saatlerde KPB20/doksorubisin ve KPP7/doksorubisin etkilerinin daha
negatif oldugu goriildii. Sadece 24. saatte anlaml1 fark gosteren faj KPB21/doksorubisin
iken, sadece 48. saatte anlamli fark gosteren fajlar, KPB14/doksorubisin,
KPB19/doksorubisin, KPB2/doksorubisin, KPP9/doksorubisin, KPP12/doksorubisin ve
KPP15/doksorubisin  olarak  belirlendi. Buna karsin sadece 72. saatte
KPP11/doksorubisin, KPP13/doksorubisin ve KPP14/doksorubisin fajlarmin daha
negatif etkili olduklar1 goriildii. Her ii¢ saatte de anlamsiz fark bulunan fajlar ise tiim
fajlar i¢inde en fazla olan gruptur ve bu grupta KPB17, KPB22, KPB1, KPP10, KPP17,
KPP18, KPP20, KPP22, KPP24 ve KPP25 fajlari yer almaktadir. Bu fajlar
doksorubisinden bagimsiz olarak hiicre sag kalimin1 negatif etkiledikleri

diistiniilmektedir (Tablo 4.9).

K562-dox/faj ve K562-dox/faj/doksorubisin gruplari istatistiksel sonuglart ve sag
kalim degerlerine gore fajlar tek tek ele alinacak olursa, KPB1, KPB17 gibi fajlarda ii¢
saatte de anlamsiz fark gostermeleri sag kalim degerlerinin birbirlerine yakin (%23-%25
gibi) olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. KPB2 ve KPB14 fajlarinda ise sadece
48. saatte anlamli fark olmasi, yakin sag kalim degerlerinden kaynaklansa da bu fajlar
tek basina da hiicre sag kaliminda negatif etki gostermektedir. KPB7 ve KPB10 fajlari,
doksorubisinle birlikte hiicre sag kalimina negatif etkisi belirgin derecede
gozlenmektedir. KPB18 faj1, 24 ve 48. saatlerde doksorubisinle birlikte negatif etkisinin
fazla gorlilmesine karsin faj tek basina da hiicre sag kaliminda negatif etkilidir. KPB19
faji1 ozellikle 48. saatten itibaren doksorubisinle birlikte hiicre sag kalimina daha fazla
negatif etki gosterdigi goriilmektedir. KPB20 faji, 48 ve 72. saatlerde anlamh fark
gostermesinin yaninda Ozellikle fajin tek basia negatif etkisinin daha fazla oldugu
verilerden anlagilmaktadir. KPB21 faj1 ise sadece 24. saatte anlamli fark gdstermistir.
Bu nedenle 6zellikle faj tek basina 24. saatten itibaren daha etkili oldugu belirlenmistir.

KPB22 ve KPP10 fajlar1 hiicre sag kalim degerlerine bakildiginda diger fajlara gore
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daha az etkili oldugu, KPB25 fajinda ise {i¢ saatte de doksorubisinle birlikte daha fazla
etkili oldugu goriilmektedir. KPP1 faji ve benzer sekilde KPP6 fajinda, 72. saatte
anlamsiz fark goriilmesi, hiicre sag kalimina negatif etkinin doksorubisinle birlikte 24.
saatten itibaren yliksek oldugu dolayisiyla sag kalim degerlerinin (%25-%41) diisiik
olmasiyla bagdastirilabilir. KPP7 faji, 48 ve 72. saatlerde anlamli fark gostermesinin
yaninda Ozellikle fajin doksorubisinle birlikte negatif etkisinin daha fazla oldugu
anlasilmaktadir. KPP8 fajinda ise ii¢ saatte de doksorubisinle birlikte daha fazla etkili
oldugu goriilmektedir. KPP9 faj1 diger fajlarla karsilastirildiginda, en yiiksek sag kalim
degerleri veren fajlardan olup, sadece 48. saatte anlamli fark gozlenmistir. KPP11,
KPP13, KPP14 fajlar1 sadece 72. saatte anlamli fark gostermelerinin yaninda sag kalim
oranlart %50’nin iizerinde kalmaktadir. KPP12 ve KPPI15 fajlar1 sadece 48. saatte
anlamli fark gostermelerine ragmen KPP15 fajinin negatif etkisinin KPP12 fajina gore
daha fazladir. KPP17, KPP18, KPP20 fajlarinda {i¢ saatte de anlamsiz fark
goriilmektedir. Bu fajlarin sag kalim degerleri birbirine benzer olmasinin yaninda
doksorubisinle etkilerinin daha fazla oldugu goriilmektedir. KPP22, KPP24 ve KPP25
fajlar1 da yine benzer sekilde {i¢ saatte de anlamsiz fark goriilmesi, doksorubisinden

bagimsiz fajin tek basina negatif etkisi daha fazla oldugunu isaret etmektedir.

KPB1, KPB2, KPB14, KPB18, KPB19, KPB21, KPB22, KPB25, KPP1, KPP6,
KPP10 KPP15, KPP18, KPP20, KPP22, KPP24 gibi fajlarin hiicre sag kalim
degerlerine bakildiginda fajin tek basina verdigi deger ile doksorubisinle verdigi
degerler birbirine olduk¢a yakindir. Bu nedenle fajin sag kalima negatif etkisine
doksorubisinin katkisi tam olarak anlasilamamaktadir. Ayrica doksorubisinin fajin
negatif etkisini tersine g¢evirdigi fajlar ise, KPB20, KPP11, KPP12, KPP13, KPP14,
KPP17 ve KPP25 fajlar olarak tespit edilmistir. KPB7, KPB10, KPB17, KPP7, KPP§
ve KPP9 fajlarinda doksorubisinin fajin negatif etkisini arttirici 6zelligi daha net
goriilmektedir. Boylece, K562-dox hiicrelerinin sag kalimina fajlarin doksorubisinle
birlikte negatif veya pozitif yondeki etkileri, elde edilen fajlarin K562-dox hiicre

membraninda farkli yapilara baglandigini bir kez daha vurgulamaktadir.
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5. TARTISMA

Canli sistemlerin en kii¢iik birimi hiicreler, sahip olduklar1 yapisal ve islevsel
ozellikleri ile pek c¢ok alanda caligsmalarin temel hedefi olmustur. Hiicre zarinin
bilesenleri, hiicrenin gevre ile olan iletisiminde ilk basamag1 olusturmaktadir. igerdigi
farkl1 sayida ve oOzellikteki molekiillerin kendilerine 6zgli nitelik ve nicelikleri bu
iletisimin temelini olusturmaktadir. Cogalma, farklilasma, apoptoz gibi hiicresel
faaliyetlerin mekanizmalarinin ve hiicre membran yapilar islevlerinin aydinlatilmasi
amactyla yapilan caligmalar, gilinlimiizde molekiilsel teknolojilerin gelistirilmesiyle
birlikte artmaktadir. Molekiilsel teknolojilerdeki gelismeler ve hiicre kiiltiir
yontemlerinin ~ kullanimi,  arastirmalarin = herhangi  bir canli  kullanilmadan
gerceklestirilebilmesine olanak saglamistir (Marks 1992, Hoogenboom 2000). Hiicre
kiiltiri yontemleri, hiicresel aktiviteleri kolaylikla takip edilebilen kanser hiicreleri
model alinarak ¢ogalma ve farklilasma mekanizmalarinin aydinlatilmasi, ¢esitli ilaglar
veya uyarimlarin hiicreler tizerindeki etkilerinin takip edilebilmesi bakimindan oldukga

kullanighdir (Tsiftsoglou 2003).

Hiicre membran1 {izerindeki yapilar ile etkilesen peptidlerin hiicre islevleri
tizerindeki etkilerini incelemeyi amagladigimiz ¢aligmamizda, islevsel ve yapisal olarak
iyi tammlanmis doksorubisine direng gelistirilmis insan eritrolésemi hiicresi olan K562-
dox hiicreleri model olarak kullanilmistir. Bu hiicreler, sodyum bitiirat, hemin,
hidroksitire, ¢esitli antrasiklinler gibi farkli uyaranlar ile hiicre membrani iizerinde
ylizey belirteclerinin takibi sonucu, eritroid Seri hiicrelerine farklilagabilme yetenegine
sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu nedenle 6zellikle hiicre yasamlarinin incelenmesinde
ve kanser hiicrelerinin gelisimi, ila¢ direngliligi mekanizmalarimin aydinlatilmasi
konularinda iyi bir model olusturmaktadir (Tsiftsoglou 2003, dos Santos 2009).
Kullanilan K562-dox hiicrelerinin doksorubisine direnglilikleri sayesinde K562
hiicrelerinden ayiran en Onemli oOzelligi, hiicre membran yapisinda ¢oklu ilag
direncliligine neden olan proteinlerin ekspresyonlarinin daha fazla olmasidir. Kanser
hiicrelerinde ¢oklu ila¢ direngliligi mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi {izerine
yapilan bir ¢caligmada, K562 ve K562-dox hiicrelerinde farkli proteinlerin ekspresyonlari
incelenmis ve CRK benzeri protein, fosfatidiletonolamin baglayici protein, statmin gibi

sinyal iletiminde, farklilasma ve ¢cogalmada gorevli proteinlerin K562-dox hiicrelerinde
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ekspresyonlarinin arttig1 bildirilmistir. Bunun yaninda enerji metabolizmasinda goérevli
NADH-ubiquinone oxidorediiktaz, dihidrolipoil dehidrogenaz, aspartat aminotransferaz
gibi proteinlerin ekspresyonlarinin azaldigi belirlenmistir. Ayrica p-glikoproteinin
yaninda, LRP proteinin de K562-dox hiicrelerinde eksprese oldugu gosterilmistir (Shen
2008).

Molekiilsel tekniklerdeki gelisimler, antikor yapisinin daha iyi anlasilmasi ve
hibridoma teknolojilerinin gelisimi ile kanser, otoimmiin hastaliklarin tan1 ve
tedavisinde antikor temelli yapilarm kullanilmas: giindeme gelmistir. Ilk defa Smith
tarafindan gelistirilen faj gosterim yonteminde, protein ve peptid yapilarin faj ile
cogaltim teknolojisi ve antikor temelli yoOntemlerle birlikte kullanilmaktadir. Bu
yontemler sayesinde, fare, tavsan, deve ve insandan elde edilen scFv kiitiiphaneleri
olusturulmustur. Bu kiitiiphanelerin ¢esitliligi, canlinin immiinolojik gegmisine bagimli
olmasmin yani sira her hedefe uygun immiin yanit gelistirilememesi, tedavide bu
ajanlara karsi immiin yanitlarin gelismesi gibi konular, kullanimlarini sinirlamaktadir.
Barbas ve Hoogenboom gruplari, 1992°de ilk kez bagisik sistemi elemani olan
antikorlarin, antijeni Ozgiin taniyabilme yetenegine sahip CDR3 bdlgelerini taklit
edebilen ve sentetik olarak iiretilen peptid kiitiiphanelerini gelistirmislerdir (Barbas
1991, Hoogenboom 2000, Hoogenboom 2005). Yapay peptid kiitiiphanelerinde, fajin
kilif proteinine bagl olarak eksprese edilen ¢esitli uzunluklarda ve yapay olarak iiretilen
gen parcalarmin, faj genomuna yerlestirilmesi ile olagan istii ¢esitlilikte peptid
yapilarin ekspresyonu saglanabilmistir. Yapay peptid kiitiiphaneleri gelisimi ile
herhangi bir canli sisteme gerek duyulmadan, se¢im ve firetim yapilabilmektedir.
Gilintimiizde, yapay peptid kiitiiphaneleri ile elde edilen peptid yapilar, ozellikle
hematolojik hiicrelerin ve farkli kanser hiicrelerinin tanimlanmast ve tedavi
yontemlerinde kullanilmaktadir (Marks 1991, Marks 1992, Smith 1997, Niv 2001,
Osbourn 2003, Li 2003).

Hiicre yasami ve hiicre islevleri arasindaki baglantinin incelenmesi, hiicre islevlerinin
yeniden diizenlenmesi gibi yaklasimlarda, molekiilsel etkilesim en 6nemli basamagi
olusturmaktadir. Rekombinant DNA teknolojileri 6zellikle molekiilsel algilama ve
molekiilsel etkilesim alanlarinda 6nemli gelismelere neden olmustur. Bu dogrultuda
gelistirilen yapay peptid kiitiiphaneleri ile 6zellikle hiicre membrani tizerindeki farkli

yapilara 6zgiin bigcimde baglanabilen ve hiicre islevinde degisikliklere neden olabilen
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yapay peptidlerin gelistirilmesi ¢aligmalar1 hiz kazanmistir (Hoogenboom 2005). Faj
gosterim teknolojisinin Uygulama alanlarinin molekiilsel yaklagimlarin uygulandig tim
alanlar oldugu distiniiliirse, hiicre membran yapilari, hiicre i¢i sinyal iletiminde gorevli
molekiiller, reseptorler, ilaglar, immiinoglobulinler, DNA, viriisler, hormonlar, timor
iliskili antijenler gibi molekiillerin hedef olarak kullanilip segilen hedefe 6zgiin
baglanabilen fajlarin elde edilmesinde basarili bir bigimde kullanilmaktadir (Popkov
1998, Azzazy 2002). Bunun yaninda lipit, karbohidrat gibi protein yapida olmayan
molekiiller, nanopartikiiller, E. coli, Salmonella sp. gibi bakteriler ve kuduz, hepatit C
viriisleri gibi insan i¢in patojen olan canlilarin yiizey molekiillerine 6zgiin peptidlerin
elde edilmesi, ayrica enterotoksin, ndrotoksin gibi biyolojik tehdit igeren toksinlere
kars1 peptidlerin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarda son yillarda sik¢a bagvurulan bir
yontemdir (Ivnitski 1999, Benhar 2001, Petrenko 2003). Ayrica faj gosterim
kiitiphaneleri ile canli hiicrelerle in vitro ¢aligmalarin yani sira in vivo segimler de
yapilabilmektedir. Ornegin, Ruoslahti vd yaptiklar1 ¢alismada, farkli kanser dokusu
bulunan farelerin kuyruk toplardamarina faj kiitiiphanelerini enjekte ederek, timor
damarlar1 ile normal doku damarlarina baglanan fajlar1 elde etmislerdir. Bu ¢alismada
farkli kanser lenfatik damarlarina baglanan fajlarin normal dokulardan farkli oldugu

saptanmistir (Ruoslahti 2004, Arap 2005, Laakkonen 2008).

Faj gosterim yontemi ile elde edilen peptidlerin biyosensor olarak yeni nesil tani
sistemlerinde kullanilabilmesine yonelik g¢alismalar da ylriitiilmektedir (Zhu 2003,
Dickerson 2004, Sergeeva 2006, Su 2006, Koseler 2009). Kanser ve otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde ise faj goOsterim yontemi ile gelistirilen terdpatik ajanlar
giinlimiizde yeni nesil ajanlar olarak klinik denemeleri yapilmaktadir (Osbourn 2003).
Bu cercevede, kanser tani ve tedavisinde hiicre hedefleme, bu hiicreleri algilama, ¢coklu
ilag direncliligini tersine ¢evirebilme ve gelistirilen ilag ya da hiicre islevini etkileyen
molekiilii bu hiicrelere dogru bi¢imde yonlendirebilme galismalar1 siirmektedir (Smith

1997, Wu 2006).

Tez calismamizda, hiicre hedefleme yaklasimi gergevesinde, 12-mer yapay peptid
kiitiiphanesi ile K562-dox hiicrelerini 6zgiin olarak taniyabilen, baglanabilen ve hiicre
yasamini etkileyen peptidler elde edilmis ve bu peptidlerin temel fizikokimyasal

ozellikleri ve hiicre sag kalimindaki etkileri degerlendirilmistir.
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K562-dox hiicrelerinin yasamina fajlarin ve doksorubisinin etkisini inceledigimiz
deney kosullarinda, gruplardan belirli araliklar ile alinan ornekler ile faj titrasyonu
yapilarak faj aktiviteleri kontrol edilmis ve deney kosullarinda kullanilan fajlarin deney

sonuna kadar (72 saat) canliliklarin1 koruduklar1 belirlenmistir.

K562-dox hiicreleri ve 12-mer’lik yapay peptid kiitiiphanesi ile biyopaningler
sonucunda, K562-dox hiicrelerine baglanabilen toplam 50 faj toplanmis, DNA dizi
analizleri ile farkli peptid dizilerine sahip 29 faj elde edilmistir. XTT sag kalim analizi
verilerine gore, 29 faj farkli oranlarda K562-dox hiicreleri sag kalimini negatif etkiledigi
sOylenebilir. Hiicre sag kalim degerleri incelendiginde, hiicre sag kalim degerlerini 72.
saatte %50°nin altina diisliren faj grubunda %62,5 oraninda KPB fajlarinin oldugu
belirlenmistir. Hiicre sag kalimini %50 nin {izerinde kalmasina etki eden faj grubunda
ise %85 oraninda KPP fajlar1 bulunmaktadir. Ayrica fajlarin igcerdigi peptid dizilerinde
amino asitlerin hidrofobisite degerlerine bakildiginda, belirgin bir ortak hidrofobik veya
hidrofilik bolge gozlenmemesi, bu fajlarin heterojen bir yapida oldugunu
gostermektedir. Peptid dizilerindeki amino asitlerin R gruplart  ozelliklerine
bakildiginda, genel olarak peptid dizilerinin nonpolar 6zellik géstermelerine karsin her
fajin igerdigi peptid dizilerinin fizikokimyasal 6zellikleri agisindan heterojen yapida
olduklar1 goriilmekte bu da fajlar arasinda benzer bir yapmin olmadigmi isaret
etmektedir. Ayrica peptid dizilerinde, amino asitlerin genel dagilimlari ve yerlesimleri
incelendiginde, birbirlerinden farkli olduklar1 gozlenmistir. Boylece elde edilen fajlarin
her birinin hiicre yagsamini negatif yonde etkilemeleri ortak 6zellik olusturmasina karsin,
fizikokimyasal 6zelliklerinin farkliligindan dolayi, K562-dox hiicreleri tlizerinde farkl

yapilara baglanarak etkiledikleri diigiiniilmektedir.

K562-dox kontrol hiicreleri ile K562-dox/faj grubu arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirmeler, her ii¢ saatte de toplam 18 fajin (KPB1, KPB10, KPB14, KPB17,
KPB19, KPB2, KPP15, KPB7, KPB18, KPP13, KPP6, KPP14, KPP12, KPP1, KPP25,
KPP7, KPP10 ve KPP17 fajlar1) doksorubisinden bagimsiz olarak hiicre sag kalimini
etkiledikleri goriilmiistiir. Bunun yaninda 24. saatten sonra, 48 ve 72. saatlerde tek
basina etkili olan ya da sadece 72. saatte tek basina etkili olan fajlarin varligi ile ilk grup
fajin hiicre sag kalimina hemen etkili olabildigi diger fajlarin ise zamana bagli olarak
etkilerini gosterebildikleri diisiiniilmektedir. Yine K562-dox kontrol hiicreleri ile K562-

dox/faj/doksorubisin grubu arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmeler ise toplam 18
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fajin doksorubisinle birlikte daha negatif hiicre sag kalim oranma neden olduklar
gozlenmistir. Diger fajlar ise doksorubisin varlifinda, zamana bagli olarak hiicre sag
kaliminda negatif etki gostermektedirler. K562-dox/faj ve K562-dox/faj/doksorubisin
gruplar1 arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmelerde de yine benzer bir yaklagimla,
doksorubisinle birlikte ilk andan itibaren daha negatif etki gosteren fajlar
bulunmaktadir. Bunun yaninda her ii¢ saatte de negatif etkilerini anlamsiz olarak
buldugumuz fajlarin disinda doksorubisinle birlikte zamana bagli olarak etki gosteren
fajlar da yer almaktadir. K562-dox/faj ve K562-dox/faj/doksorubisin gruplari arasindaki
istatistiksel veriler dogrultusunda, fajin doksorubisinle birlikte 24. saatten itibaren etkili
oldugu fajlar, KPB7, KPB10, KPB25 ve KPP8 fajlar1 olarak goriilmektedir. KPB18,
KPP1 ve KPP6 fajlarinda ise 24 ve 48. saat verilerinin anlamli olmasi, 72. saatte
anlamsiz fark goriilmesi, ilk saatlerde faj ve doksorubisin hiicre sag kalimina negatif
etkilerinin fazla olmasi sonucunda, 72. saatte ortamda etki gosterecekleri hiicrelerin
kalmayabilecegi sonucuna gotliirmektedir. Her {i¢ saatte de anlamsiz fark degerleri
alman fajlarin ise doksorubisinden bagimsiz etki ettikleri diisiiniilmektedir. Tiim
bunlarin yaninda farkli saatlerde hiicreler iizerinde negatif etkilerini gostermeleri,

fajlarin zaman bagli olarak islev gosterdiklerinin bir isareti olabilecegi diisliniilmektedir.

KPB1, KPB2, KPB14, KPB18, KPB19, KPB21, KPB22, KPB25, KPP1, KPP6,
KPP10 KPP15, KPP18, KPP20, KPP22, KPP24 gibi fajlarin hiicre sag kalim
degerlerine bakildiginda, fajin tek basma verdigi deger ile doksorubisinle verdigi
degerler birbirine olduk¢a yakindir. Bu nedenle fajin sag kalima negatif etkisine
doksorubisinin katkisi tam olarak anlasilamamaktadir. Ayrica doksorubisinin fajin
negatif etkisini tersine ¢evirdigi fajlar ise, KPB20, KPP11, KPP12, KPP13, KPP14,
KPP17 ve KPP25 fajlar olarak tespit edilmistir. KPB7, KPB10, KPB17, KPP7, KPP§
ve KPP9 fajlarinda doksorubisinin fajin negatif etkisini arttirici 6zelligi daha net

gorilmektedir.

Istatistiksel veriler dogrultusunda, fajin hiicre sag kalimma negatif etkisinin tek
basina ya da doksorubisinle birlikte olan etkileri karsilastirilmasi, fajin igerdigi
peptidlerdeki amino asitlerin hidrofobisite degerleri ile R gruplar 6zellikleri goz 6niine
alindiginda, fajlarin negatif etkilerini hiicre membran yapilari tizerindeki farkli yapilara
baglanarak gosterdikleri disiiniilmektedir. Bdylece kanser tedavisinde kullanilan

doksorubisinin tam etki mekanizmasinin aydinlatilabilmesi, fajlarla birlikte hiicre sag
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kalimi tizerindeki etkilerinin hangi mekanizmalar ile oldugu, hiicre cogalmasi ve 6liimii
mekanizmalariin arastirilabilmesi agisindan tez ¢alismamizda elde edilen verilerin ileri

calismalar i¢in temel olusturduklar diistiniilmektedir.

Elde edilen KPB1 faji K562-dox hiicreleri sag kalimi lizerinde negatif etkili olup, bu
tez ¢aligmasinin disinda farkli hedefler kullanilarak da elde edilmistir. Bu ¢alismalardan
birinde metalik, elektriksel ve yapisal Ozellikleri nedeniyle biyoteknoloji alanindaki
uygulamalarda kullanilan tek katmanli karbon nanopartikiillerini 6zgiin olarak taniyan
peptid dizisi, LLADTTHHRPWT ile aymidir. Nanopartikiilleri taniyan bu peptid
kullanilarak nanotiiplerin farkli molekiilselle daha kolay kaplanmasi olanakli hale
geldigi bildirilmistir (Su 2006).

Otoimmiin bir hastalik olan Grave’s hastaliginda, TSH reseptorlerine baglanarak
tiroid bezini asir1 uyaran otoantikorlarin tanimlanmasi amaciyla yapilan bir ¢alismada,
KPB1 faj1 peptid dizisi ile ayni diziye sahip peptid elde edilmistir (Na 2003). Diger bir
calismada, endotel iizerinde faj gosterim yontemiyle anjiyogeneze etkili olan yapilarin
aragtirtlmasinda elde edilen peptid dizilerinden birisi, KPB1 faj1 ile ayn1 diziye sahiptir

(Hardy 2007).

Yara iyilesmesi boyunca kontrollii salinima olanak saglamak i¢in hiicresel aktiviteye
cevap olarak heparin-baglayici biiyiime faktorii salinimi gibi ilag tasima sistemleri
gelistirilme ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Fibrin, bu tasima sistemi igin temel materyal
olarak secilmistir. Calismada gelistirilen heparine baglanan peptidler, fibrine sikica
immobilize olmakta ve heparin de bu immobilize peptidlere baglanabilmektedir. Ilag
tasima sistemine o6zgii degiskenlerin (peptidin heparine olan affinitesi ve heparinin
peptide goreceli orani gibi) salinimdaki etkilerinin tanimlanmasi amaci ile matematiksel
modelleme yapilmistir. Bu dogrultuda KPB1 fajinin sahip oldugu LLADTTHHRPWT
peptid dizisi, heparine yiiksek affinite ile baglanabilen peptidlerin baginda gelmektedir
(Maxwell 2005).

Anormal hemoglobinlerin tanimlanmasi amaci ile yapilan bir diger ¢alismada ise,
hedef molekiiller HbS ve HbA, model olarak kullanilmistir. Bu cercevede
LLADTTHHRPWT peptid dizisine HbA; molekiiliine baglanabildigi tespit edilmistir.
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Bu c¢alismada hedefi 0zgiin olarak taniyabilecek peptidler karakterize edilerek

molekiilsel tanida kullanima uygunluklar tartigilmistir (Koseler 2009).

Insan umbikal endotelyal hiicrelerine, normoksi ve hipoksi kosullarinda hiicrelere
baglanan yeni nesil peptidlerin tanimlanmasi i¢in de peptid kiitiiphaneleri kullanilmistir.
Tanimlanmig peptidlerin, hiicre proliferasyonu, migrasyonu izlenerek, anjiyogeneze
neden olduklar1 gosterilmistir. Elde edilen peptidlerin enjeksiyonu ile kan damarlarinda
artis gozlenmis, bu peptidlerin vaskiiler endotel biiylime faktoriiniin (VEGF) gen
ekspresyonuna etki etmedigi goriilmiistiir. Normoksi ve hipoksi kosullarinda endotel
hiicrelerine baglanabilen peptidlerden Peptid LT olarak adlandirilan peptid;
caligmamizda elde ettigimiz KPB1 faj peptid dizisi olan LLADTTHHRPWT ile ayni
diziye sahiptir. Yine ayni ¢alismada, Peptid SP olarak adlandirilan peptid ise, KPP10 faj
peptid dizisi (SAHGTSTGVPWP) ile aynmidir. Bu peptidlerin hiicre proliferasyonunu
arttirdig1, belirgin bir hiicre migrasyonuna neden oldugu c¢alismada gézlenmistir. Farkli
motiflere sahip peptidlerin, benzer etkiler gostermesi farkli mekanizmalar ile bunu

gerceklestirdiklerini ortaya koymaktadir (Hardy 2007).

KPB1 ve KPP10 fajlari, K562-dox hiicrelerinde hiicre sag kalimina negatif yonde
etki eden fajlardir. Hardy vd yaptiklar1 ¢aligmada, hiicre proliferasyonunu arttirici yonde
etkileri saptanmistir. Bu da fajlarin tek basina etkilerini tersine ¢eviren doksorubisin
faktoriiniin ortamda bulunmasi ile agiklanabilmektedir. KPB1 faji peptid dizisi, K562-
dox hiicreleri, hemoglobin, heparin gibi farkli yapilara baglanabilmektedir. Bu bulgular
ile KPBI1 fajinin tasidig1 peptid dizisinin farkli hedef molekiillere baglanmasi, ilk olarak
hedef molekiillerin ortak noktalari, ikinci olarak amaca yonelik kullanilabilirligi

tartisma konularinin odak noktasini olusturabilir.

KPBI10 fajinin ¢alismamizda K562-dox hiicrelerinin sag kalimina doksorubisinle
birlikte daha negatif etkiledigi goriilmiistir. Bu fajijn TSHHDSHGLHRYV olan peptid
dizisi, Salmonella enterica serovar typhi’nin kapsiiler polisakkarit yapisinda bulunan Vi
antijenine (ViCPS) 6zgiin monoklonal antikorlara (ATV1) yonelik bir calismada da elde
edilmistir. Bu diziye, tifo geciren hastalarda benzer paning uygulamalarinda da
rastlanmistir. Bu peptidin, ViCPS antijeninin immiindominant mimotoplarini taklit
ettigi ileri slirilmekte ve tani testleri ile peptid asilarinin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir

anlam tasidigr diisiiniilmektedir (Tang 2003). Boyle bir calisma ile elde ettigimiz
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KPB10 fajinin K562-dox hiicreleri membran yapisinda karbohidrat igeren molekiillere

baglanabilecegini isaret etmektedir.

KPB17 faj1 ¢calismamizda, K562-dox hiicrelerinde hiicre sag kalimini negatif yonde
etkilemekte ve doksorubisinin etkisini arttirmaktadir. Bu fajin peptid dizisine
(EHMALTYPFRPP) kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicreleri (non-small cell
lung cancer, NSCLC) ile normal akciger hiicrelerinde (small airway epithelial cells,
SAEC) in vitro olarak 12-mer peptid kiitiiphanesi kullanilmasinda da rastlanmistir. ZS-1
olarak adlandirilan peptidin (EHMALTYPFRPP) bu tiimor hiicre ylizeylerine ve biyopsi
orneklerine 6zgiin oldugu ancak normal hiicrelere ve diger kanser hiicre tiplerine
baglanmadig1 gosterilmistir. ZS-1 peptidinin akciger kanserinin tedavisinde ilag
tasinmasinda kullanilmak iizere tasiyici karakterde potansiyel aday molekiil oldugu ileri
stiriilmektedir (Zang 2009). Zang vd yaptiklar1 ¢alisma ve tez ¢alismamiz gz Oniine
alindiginda, hem K562-dox hiicrelerinde hem de NSCLC hiicreleri gibi farkli kanser

hiicrelerinde ortak hiicre membran yapilart oldugunu diisiindiirmektedir.

KPB25 faj1 calismamizda, K562-dox hiicrelerinde hiicre sag kalimini negatif yonde
etkilemekte ve doksorubisinin etkisini arttirmaktadir. Lee vd yaptiklari ¢alismada, in
vivo olarak timor kan damarlarini 6zgiin olarak hedefleyen peptidlerin aydinlatilmasi
amaglanmis ve bu dogrultuda kullanilan faj gdsterim teknigi ile farkli timor hiicre
tiplerine 6zgiin olarak baglanan peptidler tanimlanmistir. PC5-7 olarak adlandirdiklar
peptid dizisi, ¢alismamizda yer alan KPB25 faji peptid dizisiyle (WPTYLNPSSLKA)
aynidir. Bu peptid, timore baglanabilen peptidler (tumor-homing peptides) olarak
adlandirilan peptidler igerisinde yer almaktadir (Lee 2007). Bu g¢alisma ve tez
caligmamiz, in vitro hiicre-spesifik veya in vivo organ-spesifik peptidlerin elde edilmesi
ile ilag tasiyict yapilarin saptanmasinda direkt ve hizli bir metot oldugunu

gostermektedir.

Calismamizda elde ettigimiz KPP20 faji peptid dizisi TSLYTDRPSTPL olarak
bulunmus ve K562-dox hiicreleri sag kalimina tek basina negatif etkisinin oldugu
goriilmistiir. Faj gdsterim teknolojileri kullanilarak germania nanopartikiil aglarinin oda
sicakliginda hizli ¢okelmesini hizlandiracak peptidlerin, tanimlanmasi sirasinda, bu
peptid dizisi Ge2 adi verilen peptidin amino asit igerigi ile aynidir. Tanimlanan

peptidler icerisinde daha az germania ¢okelme aktivitesi gosteren bu peptid, histidinden
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yoksun ve daha asidik pI degerine sahip peptid olarak tanimlanmistir (Dickerson 2004).
Bu ¢alismada, KPP20 fajinin nanopartikiil gibi farkli yapilara baglanabilme 6zelliginin

olabilecegini de vurgulamaktadir.

KPB1, KPB10, KPB25, KPP10 ve KPP20 fajlariin disinda, KPP12 faji peptid
dizisine (HSVSNIRPMFPS), Pseudomonas aeruginosa’da onemli sakkarit yapilari
taklit edebilen peptidlerin elde edilmesi ¢alismalarinda rastlanmistir. Bunun yaninda,
KPP11 faji peptid dizisi (SPLTVPYERKLL), deriye baglanan peptidleri kepek onleyici
olarak kullanilmasina yonelik bir ¢alismada bulunmustur. KPP18 faji peptid dizisi
(AFTHEAPKRLDS), insan sperm aktivatorlerinin incelenmesi ¢aligmasinda ve bronsit
viriis antijeni mimotoplarinin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢alismada, KPP9 fajinin
peptid dizisine (SHQMNLHRPTS) rastlandigi bildirilmistir. Ancak bu c¢alismalarin
detaylarina ulagilamamistir. Bu fajlar disinda kalan fajlarin igerdigi 12-mer peptid
dizilerinin yapilan arastirmalar sonucunda karsiliklart bulunamamistir. Bu da farkli
caligmalarda karsilasilan veya karsilasilmayan peptidler ile ileri ¢aligmalarin yapilmasi

gerekliligini gdstermektedir.
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6. SONUC

Yapay peptid kiitiiphaneleri kullanilmasi, canli hiicrelerde 6zgiin peptidlerin se¢imi
ile hiicrelerin algilanmasi, hiicre islevinin yeniden diizenlenmesine yonelik yeni
molekiiller gelistirilmesi i¢in énemli bir yaklasimdir. Hiicre yasami ve islevi iizerine
etkili yapay peptidlerin gelistirilmesi, ileri arastirma-gelistirme ¢alismalariyla
desteklenerek kanser tedavisine molekiilsel biyofizik sonuglarindan yola ¢ikilarak katki

olusturacag diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, yapay peptid kiitiiphanelerinin kullanilmasi ile molekiilsel algilama
konusunda yeni yaklagimlarin gelistirilmesi ve 6zellikle hiicre hedefleme konusunda bu
yontemin kullanilmasinin degerli katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir. Molekiilsel
biyofizik ve hiicre membran biyofizigi acisindan, hiicre membraninin tanimlanmasinda,
molekiil-ekstraselliiler membran yapilar1 arasindaki etkilesimlerin, temel arastirma
alanlarmi olusturdugu g6z oOniine alindiginda, bu yapilarin ve hiicresel islevlerin
aydinlatilmasinda, tez ¢aligmamizin dncii bir ¢alisma oldugu ve 6zgiin degerlere sahip
oldugu diisliniilmektedir. Diger taraftan elde edilen sonuglarin olast projeler ile

desteklenmesi ile ileri ¢aligmalara temel olusturabilecek diizeydedir.

Calismamizda elde edilen veriler dogrultusunda ileri ¢alismalarda, peptid-hiicre
etkilesimlerinin dogasinin detaylandirilmas: ile ilgili farkli yontemler kullanilmalidir.
Bu sekilde, AFM, SPR, flow sitometri, patch kenetleme gibi tekniklerin kullanilmasi,
peptid-hiicre modellerinde baglanma-ayrilma kinetikleri, peptidin hiicre iizerine
uyguladig1 gerilme kuvvetleri ve etkileri, peptidlerin hiicre membrani {izerindeki
kanallar ile etkilesimleri ve hiicredeki elektriksel faaliyetlere etkisi, hiicre membranin
tanimlanmas1 gibi pek ¢ok biyofiziksel 6zellik ayrintili olarak incelenmelidir. Boylece
peptidin, molekiilsel algilama ve hiicre hedefleme konularinda kullanimina katkilar

saglayacag1 ongoriilmektedir.
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