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oz

Bu c¢alismada CFPAC-1 pankreas duktal adenokarsinoma hiicreleri
kullanilarak Aurora kinaz B inhibitorii Tozasertib’in sitotoksik etkisi arastirilmustir.
xCELLigence DP es zamanli hiicre analizi cihazinda yapilan hiicre titrasyon
deneyleri sonucunda sitotoksisite deneyleri igin uygun hiicre sayisinin 50.000,
Tozasertib uygulama saatinin ise 12. ve 24. saat oldugu belirlendi. Tozasertib (10
M, 107 M, 10° M, 10 M,10™*M) uygulamasi sonucu ICsy degeri 6,4x10® M olarak
bulundu. xCELLigence DP analizoriinde yapilan ¢alismada Tozasertib’in, CFPAC-1
hiicrelerinin migrasyon aktivitesine engelleyici ya da destekleyici herhangi bir etkide
bulunmadig1 belirlendi. Immiinfléresan ydntemle hiicre cekirdegine gére konumlar
ve protein anlattimi diizeyleri gorsel olarak incelenen AURKB ve Borealin
proteinlerinin anlatim diizeylerinin Tozasertib etkisi altinda azaldigi gozlemlendi.
Onemli bir apoptotik aktivite engelleyici olan Survivin’in, Tozasertibe yamit olarak
onemli diizeyde artiga ugradigi bulgulandi. Annexin V belirteci ile akan hiicre
Olcerde takip edilen toplam apoptotik aktivitenin, Tozasertib varligida 12. saatte
%8.,45, 24. saatte %9,70 arttig1 gosterildi. Akan hiicre dlgerde yapilan DNA hiicre
dongiisii analizi ile Tozasertib’in andploidiye neden oldugu ve G1 fazinda hiicre
dongiisii tutuklanmasina neden oldugu belirlendi. Bu bulgularla, AURKB inhibitorii
olan Tozasertib’in, pankreas duktal adenokarsinoma hiicre hatti olan CFPAC-1’de
apopototik etki gosterdigi, CPC yolagi ve hiicre dongiisii lizerinde etkili oldugu,

ancak migrasyon iizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: CFPAC-1, Pankreas Kanseri, Tozasertib, VX-680, Apoptoz,

Akan Hiicre Olger, Immiinfléresan, Annexin V, Hiicre Dongiisii Analizi

Damsman: Yrd. Dog. Dr. Ahmet Ata OZCIMEN, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana
Bilim Dal1
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THE INVESTIGATION OF THE EFFECT OF TOZASERTIB, AN
AURORA KINASE B INHIBITOR, ONTO THE CHROMOSOMAL
PASSANGER COMPLEX PATHWAY IN PANCREATIC CARCINOMA
CELLS

Hikmet CELIK

ABSTRACT

In this study CFPAC-1 pancreatic ductal adenocarcinoma cells is used to
research the cytotoxic activity of the Tozasertib, a Aurora Kinase B inhibitor. The
cytotoxic effect studies resulted with Real-Time Cell Analyser, XCELLigence DP
demonstrated that the appropriate starting cell number is 50,000 and the
implementing time is the 12th and 24th hours. The value of ICs, Tozasertib was
considered as 6.4x10™ M concentration among the range of 10° M to 10* M.
Research on the CFPAC-1 cells with xCELLigence DP Analyser revealed that
Tozasertib has no positive of negative effect on migration. The diminishing effect of
Tozasertib on protein expression of AURKB and Borealin were observed with
immunefluorescent assay visually against the location of cell nuclei and protein
amount. A prominent apoptic inhibitor, Survivin was found to increase remarkably in
response to Tozasertib. The total apoptotic activity in the presence of Tozasertib is
shown to increase 8.45% in 12 hours and 9.70% in 24 hours by an Annexin V marker
monitored with flow cytometry. The DNA cell cycle analysis performed with flow
cytometry was associated with aneuploidy and G1 cell arrest caused by Tozasertib
treatment. In conclusion, the AURKB inhibitor Tozasertib shows apoptotic effect on
pancreatic ductal adenocarcinoma cell line, CFPAC-1, affection on CPC pathway

and cell cycle, however, no influence to migration.

Keywords: CFPAC-1, Pancreatic Cancers, Tozasertib, VX-680, Apoptosis, Flow

Cytometry, Annexin V, Cell cycle analysis, Immunofluorescence
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SiIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

%: Yiizde

m-:Mili- 10°

p-:Mikro- 10°®

n-: Nano- 10°

p-: Piko- 10

-g: -Gram

-I: -Litre

-M: -Molar

sa.:Saat

dk.:Dakika

Anp.: Anoploid

ASR: Standartlastirilmis yas oran1 (Age Standart Ratio)

AURKB: Aurora Kinaz B geni, sinonimleri: AIK2; AIM1; ARK2; AurB; IPL1,;
STK5; AIM-1; STK12; PPP1R48; aurkb-sv1; aurkb-sv2

Aurkb:Aurora kinaz B proteini

B.A.D.: Emisyon histograminda G1 ve G2 pikleri arasinda tespit edilen hiicre
kalintisi-Between Area Debris-

BSA:Bovin serum albiimin

CPC:Kromozomal gegis kompleksi -the choromosomal passanger complex-
CV:Varyasyon katsayisi—coefficient variation-

DI:DNA Indeksi, anoploid bir popiilasyondaki G1 hiicrelerinin kanal ortalamasinin
diploid Glkanal ortalamasi ile karsilagtirilmasi olarak tarif edilir.

Dip.: Diploid

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DPBS: Dulbecco formiilatinda fosfat tuzlar1 tamponu

DRC:Konsantrasyona cevap egrisi (Dose Response Curve)

I1Cs0: Sitotoksisite degiskeninde hiicrelerin yarisinin boliinmesini inhibe eden ilag
konsantrasyonunu temsil eder.

Ipll: Ploidi arttiran gen, sinonimleri: YPL209CPAC15

FBS: Fotal sigir serumu

FSC(-A/-W/-H):On sag1lma kameras1 -Forward scatter camera-
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-A:-Alan
-W:-Genislik
-H:-Yikseklik
g:Sentrifugal gravitasyon kuvveti
Kon.: Konsantrasyon
Ort.: Aritmetik ortalama
PBS: 1 X fosfat tuzlar1 tamponu
PBS-T:1 X fosfat tuzlar1 tamponu ve %0.1 Tween 20 soliisyonu
PI: Propidyum iyodit
ppm:Milyondaki orani belirtir
ppt:Trilyondaki orani belirtir
RCS: Indirgenmis chi-kare testi; 1,0 ve 3,0 arasindaki degerler iyi, 3,0 ile 5,0
arasindaki degerler orta, 5.0 ve {izeri zayif gegerlilige sahip olarak degerlendirilir
RNA: Riboniikleik asit
SiRNA: Kiiciik interferans RNA
SPB:Ig kutupcisimcigi (Spindle Pole Body)
SSC(-A/-W/-H):Yan sagilma kameras1 -Side scatter camera-
-A: -Alan
-W:-Genislik
-H:-Yiikseklik
VX-680: Cyclopropane carboxylic acid(4-(4-(4-methylpiperazin-1-yl)-6-(5-methyl-
2H-pyrazol-3-ylamino)pyrimidin-2-ylsulfanyl)phenyl)amide, sinonimleri Tozasertib;
MK-0457; VX6
UV:Mordtesi dalga boyu (100-400 nanometre)
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1. GIRIS

Yetigkin bir insanda 80 g agirliginda bir organ olan pankreasin diger
organlardan biraz farkli olarak bakimi ve gelisimi mevcut farklilasmis hiicrelerin
boliinmesiyle siirdiriiliir. Hasara ugramis pankreasta, pankreatik kanalinpankreasa
tekrar baglanmasi ile pankreatik adacik hiicrelerinin Onciilleri yeniden olusur.
Boylece pankreatik adacikhiicrelerinin Onciilleri kanaldan kokenlenmis sekilde
yeniden ortaya c¢ikar. Ana safranin distal ucu pankreasin bas bolgesi boyunca uzanir
ve duodenuma giren pankreatik kanalin girisine katilir. Bu ylizden bas bolgesinde
pankreas iltithabina bagli olusan tiimoérlerde safra bezleri gibi diger salgisal bezlere
yayilma kolaydir [1].Pankreas kanseri, Kistik ve kat1 karakterli iyi huylupankreatik

tiimdrler disinda, tiim yayilmaci tiimorler arasinda en 6liimciil olanidir.

Pankreas kanseri, tan1 zorlugu, hayatta kalim siiresinin kisa olmast ve hizl
metastaz yapma Ozelligi ile tedavi yaklasimlarini giiclestiren bir hastaliktir. Diinya
Saglik Orgiitii’niin GLOBOCAN veri tabanina gore Tiirkiye’de erkek bireylerde
goriilme siklig1 %2,3 6lim oranlari ise %3,3 tiir [2]; kadin bireylerde goriilme sikligt
%1,9 ve oliim oran1 %3,4’tiir. ABD'de 2010 verilerine gore hastaliksiz 6liimler dahil,
biitin  6ltimlerin  %0,014'linlin sebebi pankreatik karsinoma olarak bilinen

yayilmacikanal adenokarsinomudur [3].

Kanser tedavisindeki molekiiler yaklasimlardan biri mitozda kalitsal
materyalin dagilimini saglayan yolaklarda diizensizlige neden olan proteinlerin veya

bu yolaklar1 uyaran 6nemli aktiflestiricilerin engellenmesidir.

Metafazda gergeklesen kromozom ayrilmasini, mitozun basindan sonuna
kadar takip edip diizenleyen Kromozomal Gegis Kompleksi (CPC), kromozom
dizilimini organize eden ve bu c¢alismanin odaginda bulunan Aurora Kinaz B geni
tarafindan diizenlenir [4]. Aurora kinaz B’nin pankreatik hiicre hatlarinda gen kopya
sayisinin ortalama 3,5 kat amplifiye oldugu ve protein diizeyinin ortalama 3-4 kat
arttig1 tespit edilmistir [5]. Bu yiizden Aurora kinaz B inhibitorleri kanser

tedavilerinde umut vadetmektedir.
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Ayrica secici inhibisyon ozellikleri sayesinde hem enzimin goérevlerinin
daha iyi anlagilmasini saglamis, hem de arastiricilara yolaklari iyi bilinen bir tedavi

alani olusturmuslardir.

Aurkb'nin ATP yarigmali inhibitorii olan ZM447439 ile muamele edilen
hiicreler, mitotik ekvator diizleminde yanlis konumlanmis kromozomlarin varligina
ragmen mitozdan normal bir kinetik ile ¢ikar [6]. Bu da mitotik ig kontrol noktasinin
Aurkb’nin ZM447439 ile inhibisyonuna ragmen dogru isledigini gosterir. Yapilan
calismalar Aurkb’nin anti-sense oligoniikleotitler ile inhibisyonunun da hiicre

dongiisii agisindan benzer sonuglari verdigi bildirilmistir [7].

Bu calismada, CFPAC-1 duktal pankreatik adenokarsinoma hiicre hattinda,
secici Aurora kinaz B inhibitorii Tozasertib’in; sitotoksik ve ICsg degerlerinin, yani
hiicrelerin boliinmesini yar1 yariya inhibe eden konsantrasyon araliklarinin
xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre takip sistemi ile belirlenmesi, yine ayni sistemde
Tozasertib’in hiicrelerin migratif fenotipini baskilayip baskilamadiginin arastirilmasi
amaglandi. Ayrica daha sonraki g¢alismalarda ICsy Tozasertib kullanilarak segici
fluorofor isaretli primer antikorlar ile Tozasertib varliginda CPC kompleksi tiyeleri
Aurora Kinaz B, Borealin, Survivin ve INCENP’in olas1 lokasyon veya miktar
degisimlerinin saptanmasi amaglandi. Tozasertib’in neden oldugu hiicre Sliimi
tipinin apoptotik olup olmadiginin BD FACS Arialll cihazinda Annexin V testi ile
tespit edilmesi hedeflendi.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. PANKREASIN MORFOLOIJISI VE FiZYOLOJISI

2.1.1. Pankreasin Makroskopik Anatomisi

Yetisgkin bir insanda pankreas ortalama 80 g agirligindadir. Pankreas karin
zariin arkasinda bulunan bir organdir, bdylece cevreleyen bir kapsiil bulunmaz.
Oniki parmak bagirsaginin ikinci ve liglincli boliimleri pankreasin bag tarafim
cevreler. Dalak ise pankreatik kuyruga hemen bitigiktir (Sekil 2.1.).Pankreasin bas,
govde, kuyruk ve bas bolgesinin oniki parmak bagirsagi ve kapi toplardamari ile
gevrili bolgesinde iinsinat proses —pankreas g¢engelsi c¢ikintisi- olarak adlandirilan

dort bolgesi bulunur.

T10

Esas safra Pankreas

kanalh

Safra Kesesi

Kolon
dirsegi
Oniki parmak §& = Sol
bagirsafn \ :l:lrekﬁstﬁ
Sag bébrek
toplardamari LAk

Alt ana toplardamar Ust mezenterik atardamar

Ust mezenterik toplardamar

Sekil 2.1. Pankreasin Kesitsel Anatomisi [1], govde resiminin sag tist kosede
gosterilen iz boyunca kesitini temsil etmektedir. Mide, kolon, bagirsak zar1 ve ince
bagirsak loblar1 pankreasin oniindedir. Pankreasin arkasinda kapi toplardamarst,
altinda alt ana toplardamar, aorta, iist mezentrik atardamar, tist mezentrik
toplardamar, bobrek ve omurga bulunur. Distal ana safra yolu pankreasin bas bolgesi
boyunca uzanir.
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Ana safra kanalinin distal ucu pankreasin bas bolgesi boyunca uzanir ve
oniki parmak bagirsagina giren pankreatik kanal girisine katilir (Sekil 2.2.). Bu
yiizden bas bolgesinde pankreas iltthabina bagli olusan kanser, akinti ve/veya
yaralanmalar gibi patolojik durumlar safra tikanmas: veya hasarma yol acabilir. On

konumdakiyerlesiminden &tiirli pankreasin her an travmadan korunmasi gerekir [1].

Karacifer atardamari

Kapi toplardaman
Dalak atardaman
Safra kesesi kanalh

Ust pankreatik
oniki parmak

bagirsaf

oniki parmak

bagirsaf

atardaman

Ust mezenterik atardamar

Cikmns: Ust mezenterik toplardamar

Sekil 2.2. Pankreatik Vaskiiler Sistem[1], pankreasa karin bolgesindeki organlar
tarafindan desteklenen iki ana atar damar yoluyla kan tedarik eder, bunlar ¢olyak ve
ist mezentrik atardamarlaridir. Pankreasi besleyen ¢olyak arter dallar1 ve {ist
pankretik-oniki parmak bagirsagi atardamarlardir. Pankreasin damarsal tahliyesi,
dalak toplardamarlari ve iist mezentrik toplardamarlar tarafindan saglanarak kapi
toplardamarina yonlendirilmesiyle gergeklesir.

2.1.2. Pankreasin Embriyolojik ve Post-natal Durumu

Farelerde yapilan deneyler, 6zellikle Cre-loxP soy hattinin takip edilmesi
pankreasin hormon salgillayan ve salgilamayan adacik hiicrelerinin daha 1iyi
anlasilmasini saglamistir. Embriyonik multipotent kok hiicrelerden koken aldigi daha
once de bilinen pankreasin bakimi ve gelisimidogum sonrasi yasam sliresince mevcut
farklilasmis hiicrelerden boliinmesiyle — siirdiiriillmektedir. Hasarli pankreasta
pankreatik kanalin yeniden baglanmasini takiben, pankreatik adacik hiicrelerinin

onciilleriyeniden olusur ve kanaldan koékenlenen adacik hiicrelerinin Onciilleri
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yeniden ortaya ¢ikar. Pankreas alisilagelmis kok hiicrelere bagh degildir, ¢iinkii

adacik hiicrelerinin farklilagmasidzel durumlardayeniden aktiflestirilebilir.

Tip | diyabet pankreatik B hiicrelerinin otoimmiin yikimi ile meydana
gelmektedir ve regeneratif tibba vaka calismalar seklinde katki saglayabilir hale
gelmistir. Insiilin salinimi ile kan sekerini diizenleyemez hale gelen B hiicrelerinin
kan dolasimima yakin bagka bir bolgeye yaklastirilmasi ile kandaki glukozun
homeostatik dengeye yeniden kavusabildigi hayvan deneyleriyle gosterilmistir [8].

2.2. PANKREAS KANSERI VE OZELLIKLERI

2.2.1. Pankreas Kanseri’nin Epidemiyolojisi

Giinlimiizde kanserler arasinda en 6liimciil olan ve son yillarda artis gdsteren
pankreas kanseri, tani1 zorlugu ve hayatta kalim siiresinin kisa olmasi ve hizlh
metastaz yapma oOzelligi ile tedavi yaklasimlarini gii¢lestiren bir hastaliktir.Diinya
Saglhk Orgiitii’niin GLOBOCAN veri tabanina gore pankreas kanseri melanoma
olmayan deri kanserleri haricen biitiin kanserler arasinda Tiirkiye'deki goriilme

sikligi Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2.’de gosterilmistir [2].

Cizelge 2.1. GLOBACAN 2012 verilerine gore Pankreas Kanserinin Tiirkiye’deki

Cinsiyet Dagilimi[2]

Insidans
Cinsiyet ‘ Say1 | (%) | ASR* | Say1 | (%) | ASR* | Say1 | (%) | Proporsiyon
Erkek 2015 | 2,3 6,1 1944 3,3 6,0 1428 | 0,9 5,2
Kadin 1159 | 1,9 3,0 1120 3,4 2,9 793 0,5 2,8
Ortalama 3174 | 21 4,5 3064 3,3 4.3 2221 | 0,7 4,0

Cizelge 2.1°de gosterilen, standartlastirilmis yas oran1 (ASR), eger
popiilasyon standart yasa sahip bir yap1 gosterirse Olglimiin oransal olarak sahip
olacagi degeri Ozetler. Yasin kanserden 6lme riski iizerinde oldukc¢a 6nemli bir etkisi

oldugundan, standardizasyon farkli popiilasyonlar1 karsilastirmak igin gereklidir.
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ASR, yasa 0zel oranin agirlikli ortalamasidir ve agirlik merkezi standart
popiilasyonun dagilimindan elde edilir. En ¢ok kullanilan standart popiilasyon Diinya
Standart Popiilasyonudur. Hesaplanan 6liim orani yas ile standardize edilmis diinya
orant olarak belirtilir. Aym1 zamanda ASR, 100.000 kiside goriilen vaka
(proporsiyon) olarak ifade edilir [9].

Cizelge 2.2. Yillara ve Cinsiyete Gore Toplam Kanser Insidansi, (100.000°de, Diinya
Standart Niifusu), Tiirkiye[10]. Cizelge’de biitiin oranlar 100.000 bireyde ortalama

goriilme siklig1 olarak verilmistir.

00 00 004 00 006 00 008 009
Pankreas * 3 & X * * * 3,0
£
E
e eoplazma |/ 113,0 |/127,9 |/ 142,9 |/ 149,7 |/ 158,1 |/ 165,1 |/ 172,0 |/ 173,3
Pankreas 3,1 3,1 4.0 44 5,2 6,3 6,1 5,4
X
(5]
Y4
—
L
eoplazma |/ 154,2 |/ 168,7 |/ 236,3 |/ 246,5 |/ 256,4 |/ 279,0 |/ 279,0 |/ 269,7
m CB
£ S
T‘g f_gL 1335 148,3 189,6 198,1 207,3 2220 226,3 2215
£ 3
O Z

* Saglik Istatistikleri Y1lligi’nda 2013 te belirtilmeyen oranlar
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2.2.2. Pankreas Kanseri’nin Ozellikleri

Pankreas kanseri Kistik ve solid karakterli benign tiimérler disinda tiim

maligniteler arasinda en 6liimciil olanidir.

Pankreasta meydana gelen Kistlerin sadece %5-15"i neoplastik kist olarak
belirlenmistir, kistik neoplazi tiim neoplazi vakalarinin %5’inden azdir [11]. Kistik
neoplazi durumunda ise tamamen benign karakterli serdz kistadenomlar seklinde ya
da hemen her zaman kadinlarda goriilen miisindz kistik neoplazmlar olarak

benigndan maligne kadar tiim karakterlerde gozlenebilirler.

A.B.D'de 2010 yilindaki hastaliksiz oOliimler dahil biitiin 6liimlerin
%0,014"iniin sebebi pankreatik karsinoma olarak bilinen kanaldan koken alan

yayilmaci adenokarsinomdur [3].
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2.3. HUCRE BOLUNMESI’NDEAURORA KINAZLAR VE INHIBITORLERI

Hiicre boliinmesinde kalittmin ¢ekirdek igerigi agisindan korunumu iKi
identik DNA kopyasinin mikrotiibiil i§ aygit1 tarafindan béliistiiriilmesi ve iki kardes
hiicreye paketlenmesi ile saglanir. Mitozun yanlis kopyalarla tamamlanmasi genetik
diizensizlige neden olur ve diploid olmayan DNA igerigine sahip hiicreler ortaya
cikar. Timor gelisiminin engellenmesi i¢in mitotik aygitlarin  hedeflenmesi,
kanitlanmis bir yaklasim saglayan ¢esitli anti-kanser ajanlarinin piyasaya sunulmasi
ile sonuclanmistir. Taksan ve alokoloidleri de iceren bu Orneklerin birincil hedefi

mitotik araclarin mikrotiibiil bilesenleridir [12].

2.3.1. Hiicre Dongiisiiniin Fazlar

Okaryotik hiicre dongiisii 4 faza ayrilmistir. Hiicre dongiisiiniin temel gorevi
kromozomlardaki DNA’y1 dogru bir sekilde duplike edip, kopyalar1 iki identik
kardes hiicreye diizenli bir sekilde boliistiirmektir. Kromozomlarin duplikasyonu
sentez fazinda (S), tipik bir memeli hiicresinde yaklasik 10-12 saatlik siirede [13]
gerceklesir, bu siire hiicre dongiisiiniin hemen hemen yarisim1 kapsar. S fazindan
sonra, kromozomlarin ayrilmasi ve hiicre boliinmesi, memeli hiicrelerinde yaklasik 1
saat kadar siiren mitoz (M) fazinda gergeklesir. M fazi iki 6nemli hiicresel olaya
sahne olur. Ilki, kopyalanan kromozomlarin iki kardes ¢ekirdege dagitildig: ¢ekirdek
boliinmesi, diger adiyla karyokinezdir. Ikincisi ise, hiicre ikiye bdliiniirken

gergeklesen sitoplazmik boliinme veya diger adiyla sitokinezdir.

S fazinin sonunda duplike olan kromozomlarin her iki ciftinde de DNA
molekiilleri 6zel protein baglari ile sarilmis ve sikica paketlenmis sekilde birlikte
tutulur. Profaz adi verilen erken mitotik asamada ciftler halinde bulunan DNA
molekiilleri yavas yavas c¢oziilmeye baslar ve kardes kromatidler adi verilen
sikistirtlmis ¢ubuk ciftlerine paketlenir. Yine de her iki kardes kromatid kohezyonu
ile baglantilidir.
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Cekirdek zar birlikteligi bozulurken kardes kromatid ciftleri, bipolar
mikrotiibiil dizilerinden meydana gelmis mitotik ige eklemlenmis hale gelirler.
Karsilikli kutuplarda odaklanmis ig ipliklerine tutunan kardes kromatidler metafaz
ad1 verilen asamada ekvator eksenine dizilirler. Kardes kromatid kohezyonunun
anafazin baslangicinda ortadan kalkmasmin ardindan, kardes kromatidlerden her

birinin mitotik igin zit kutuplarina ¢ekilmesi baslar.

Telofazda mitotik ig bozulmaya baslarken ayrilan yavru kromozomlarin her
biri ayr1 ¢ekirdekler halinde paketlenir. Sitokinez ile hiicre bdliinmesi tamamlanir,

boylece kardes hiicreler iki ¢ekirdekten birine sahip olur.

Birgok hiicre, biiylime, protein ve organel kiitlesini iki katina ¢ikarmak i¢in
oldukg¢a fazla zaman harcar. Bu zamanin saglanmasi amaciyla gegen siire i¢in hiicre
dongiistinde ek fazlar tanimlanmistir, M fazi ile S fazi arasinda birinci aralik fazi(G1)

faz1 ve M fazi ile S faz1 arasinda ikinci aralik fazi (G2) tanimlanmustir.

Bu fazlar disinda kavramlastirilan bir diger durum 6zellikle kok hiicrelerin
esnek dogasimi tamimlamak igin gelistirilmistir [14]. GO olarak tanimlanan bu faz
uzun siire hiicre dongiisii acisindan pasif bulunan hiicrelerin artan hiicre ihtiyacim
karsilamak i¢in faz dongiisiine yeniden katilmasiyla son bulur. GO fazi1 daha sonralari
hiicre ¢cevrimi agisindan pasiflesen andploid karakterde hiicreler i¢in de kullanilmistir

[15].

2.3.2. Basit Okaryotlarda Aurora Kinaz Homologlar1

Saccharomyces cerevisiae’de Aurora kinaz B homologu Ipll, her iki kardes
kromozomun da tek bir ig kutbuna eklemlendigi sintelik oryantasyon adi verilen
ayrismayi, muhtemelen sentromer gerilimini ayarlayarak ve uygun olmayan
mikrotiibiil baglanmalarini destabilize ederek yonetmektedir. S. cerevisiae G1’de ig
kutup cisimcigi (SPB) adi verilen duplike olmamis merkeze baglanan sentromerleri

ile atipiktir. Cilinkii sentromerler SPBduplikasyonundan 6nce replike olur, boylece
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tomurcuklanan mayalar eski SPB’ye her iki kinetokordan baglanmis halde mitoza
girer [16]. Kardes kromatid kohezyonunda kusurlari olan veya DNA’si replike
olmadan mitoza giren mutant mayalarda Ipll mikrotiibiil gerilimini takip ederek

anafaza gegisi engeller[17].

Schizosaccharomyces pombe ise kardes kromatid kohezyonuna ihtiyag

duyan Arkl homologu ile ig sentromer birlikteligini stirdiiriir.
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2.3.3. Aurora Kinaz A

Aurora kinazlar evrim siirecinde oldukc¢a korunmus serin treonin kinazlar
stiper ailesinin farkli gérevlere sahip bir alt ailesidir. Protein ailesinin kurucu iiyesi
Aurora kinaz A, ismini mitotik ig kutbunda kusurlart bulunan ve ig kutuplarinda bu
yiizden kuzey 1siklarini andiran bir goriintiiye sahip olan bir mutant Drosophila’dan
almaktadir [18].

Aurora kinaz A hiicre dongiisiiniin S fazinda sentrozomlarda birikir ve
mitozun baslamas1 ile 1§ kutuplarindaki sentrozomlarda yogun bir sekilde
yogunlagirlar, ek olarak ig mikrotiibiilleri boyunca tespit edilebilirler [19]. Aurora
kinaz A hiicre dongiisiine bagimli bir yoldan diizenlenir; hiicre G fazina gegerken

inaktive olur veya indirgenir, en yiiksek sentezi ise G2/M fazinda gergeklesir.

Aurora A’nin aktiflesmesi dolayli olarak cdc2/siklinB’nin fosforilasyon
aktivitesine bagldir, ancak dogrudan hangi molekiil tarafindan fosforillendigi heniiz
net degildir [20]. Mitoz baslangicinda mikrotiibiillerle iliskili TPX2 proteinine
baglanmasiyla Aurora kinaz A’nin aktivasyon bolgesinde bir konformasyon degisimi
oldugu kristalografi teknikleriyle belirlenmistir. Daha siki bir yapi1 haline gelen
fosforillenmis aktivasyon bdlgesinin bu degisim ile daha iyi bir substrat baglanma
ylizeyine doniistiigii ve aktif fosforil grubunu protein fosfataz (PP1) [21] yardimiyla

korudugu bildirilmistir.

Yiiksek Aurora kinaz A aktivitesine sahip Kkiiltlir hiicrelerinde yapilan
deneylerdegismis fenotipler iireten hiicrelerin yiiksekAruroa Kinaz A yogunlugunda

fonksiyonlarini saglayamayacagini gostermektedir [20].

Aurora kinaz A ve B farkli hedeflerde bulunurlar, yine de hedef olarak ig
birlikteliginin diizenlenmesinde ve kromozom ayrigmasi ile sitokinezde aldiklar rol
itibariyle birbirlerini tamamlayicidirlar. Erken mitozda, ig birlikteligi olusmadan
once iki duplike olmus sentrozom ¢esitli proteinleri devreye sokar, bu olaya
sentrozom olgunlagmasi denir. Bu olgunlasma, sentrozomlarda git gide artan, ig

birlikteligi acisindan gerekli bir mikrotiibiil-niikleik asit birlikteligine yol acar. Ig

11
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birlikteligi olusurken iki sentrozom birbirinden mikrotobiilde etkili motor proteinler

sayesinde ayrilir [22].

Sentrozomlar birbirlerinden ayrilirken kondanse olmus kromozomlar
kinetokorlardan mikrotiibiillere baglanir ve ig aygitinin ortasinda toplanir. Metafaz
plagindatoplanan kromozomlara baglanmis kinetokor mikrotiibiillerinden, ig
igerisinde bir kutuptan digerine anti paralel etkilesimler gosteren mikrotiibiillerden ve
hiicre korteksi ile iligski kuran astral mikrotiibiilden [23] meydana gelen tamamlanmis

mitotik ig bipolarite gdsterir.

Insanda Aurora kinaz A’min indirgenmesi, anafazi tesvik eden
kopleks/siklozom (APC/C)-ubikitin-proteozom yoluyla gergeklesir [24]. APC/C
kompleksininin iki aktivatorii olanhiicre bdoliinmesinde faz diizenleyici protein
(CDC20)[25] ve Kaderin tip I’den (CDH1) sadece biri, CDH1[26,27] Aurora kinaz B
ile iliskilidir. APC/C kompleksi ile substratin1 bulusturan (Sekil 2.3.) CDH1 iki
hedefe yonelir; ilki Aurora kinaz A’nin N-terminal ucunda D-Box-aktive eden
protein motifi (RXLXPS) [28], digeri Aurora kinaz A’nin C-terminal ucunda baska
bir D-Box motifi olan RxxLxxG motifidir [20].

@

8o

Substrate

o
2

Sekil 2.3. CDH1’in APC/C kopleksine substrat sunumu [27]
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2.3.4. AURKB Lokusu ve Gen Varyantlari

AURKB geni 17.kromozomun p kolunun 13.1 bandindabulunmaktadir.
Ancak 8. kromozom {izerinde bir psddogen tanimlanmistir. Bir serin treonin kinaz
olan Aurora kinaz B’nin 3 farkli transkript varyantindan sentezlendigi
bilinmektedir.Bu varyanlar, 1314 baz cifti uzunlugundaki transkript varyantindan
[29] 344 aminoasit olarak daha uzun olan izoform 1 halinde; 1224 baz gifti
uzunlugundaki transkript varyantindan [30] 303 aminoasit olarak izoform 2 halinde;
son olarak da 1317 baz ¢ifti uzunlugundaki transkript varyantindan[31] 345
aminoasit olarakizoform 3 halinde, 2015 yilinda saptanmistir (Ek 1. Aurora Kinaz B

varyantlar1 ve amino asit dizileri).

2.3.4.1.Aurora kinaz B

Serin/treonin kinazlar ailesinin aurora kinazlar alt ailesine ait bir protein
olan Aurora kinaz B, AURKB geni tarafindan kodlanmaktadir. Aurora kinazlar mitoz
ve mayoz sirasinda kromozomlarin mikrotiibiillerle birlikteligini etkileyerek
anafazda kromozom ayrilmasini1 diizenler. Aurora Kinaz B, profaz sentromerlerinde
kromozom kollar1 boyunca yayilmistir. Metafaz sirasinda i¢ sentromer bolgesinde
bulunur olur ve kromozom kollari ile iligki kurar, anafaz baslar baglamaz merkezi ig
ve kortekse hareket eder ve telofazda mekezi igde sitokineze katki sunmak {izere
birikir [19]. I¢ sentromer proteini (INCENP), survivin (BIRC5) ve borealin
(CDCA8) [32] ve diger non-enzimatik alt {initelerle birlikte CPC'yi olusturur. Bu

kompleks kinaz aktivitesini ve lokalizasyonunu ydnetir.

Aurora kinaz B’nin mikrotiibiil kinetokor etkilesimlerini diizenlemesi, ig
kontrol noktasini da diizenleyebiliyor olma ihtimalini giiglendirmektedir. i§ kontrolii
mikrotiiblil baglantis1 ve geriliminden yoksun kinetokorlarin varliginda hiicrenin
anafaza gecisini engelleyerek genetik materyalin hatasiz ayrilmasini tesvik
etmektedir. Aurora kinaz B acisindan  mutant  hiicreler,  kinetokor

gerilimiolmadigindan hiicrenin anafaza ge¢isini engelleyememektedir [6, 17, 33].

13
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Diger aurora kinazlar gibi Aurora kinaz B de D-Box aktive eden protein
motifine sahiptir, ancak Aurora B’ nin yikimi insan protezomu C8’in (HC8) alfa alt

birimine baglanmasiyla baslar [34].

2.3.5. Aurora Kinaz C

AURKC geninin 6zel olarak mitotik olarak boliinen hiicrelerdesentezlendigi
bilinmektedir [35]. Ayrica sentezi Testis Cinko Parmak Proteini (TZFP) [36] ad1

verilen bir testis-spesifik transkripsiyon faktorii ile diizenlenmektedir.

Aurora kinaz C proteini de Aurora B’ye benzer sekilde IN-box bolgesinden

INCENP’e baglanir ve yine benzer bir tarzda [37] aktive olur.
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2.4. TOZASERTIB’IN OZELLIKLERI VE ETKi MEKANIZMASI

2.4.1. Tozasertib’in Ozellikleri ve Baglanma Kinetigi

VX-680, MK-0457, VX6 olarak da adlandirilan Tozasertib, Aurora
Kinazsegici inhibitorii olan bir fenil amid tiirevidir. Kimyasal adi;cyclopropane
carboxylic acid(4-(4-(4-methylpiperazin-1-yl)-6-(5-methyl-2H-pyrazol-3-
ylamino)pyrimidin-2-ylsulfanyl)phenyl)amide = olan  Tozasertib  sentetik  bir
kimyasaldir (Sekil 2.4.).

Sekil 2.4. Tozasertib’in Molekiiler Iskelet ve Stereokimyasal Formiilii [38]

TozasertibAurora kinazlar ailesindeki ti¢ memeli aurora kinazina da segici
baglanma gosterir (Sekil 2.5.).Enzim baglanma kinetigi c¢alismalarinda AURKA,
AURKB, AURKC olmak iizere, kinaz inhibisyon konsantrasyonu sirasiyla 0.6 nM,
18 nM, ve 4.6 nM olarak tespit edilmistir [39].

Tozasertib’in ayrica, kolonilesmeyi uyaran bir sitokin reseptorii (fms)-ile
iligkili bir tirozin kinaz olan FLT3’e, 30 nM kinaz inhibisyon konsantrasyonu ile
baglanabildigi bildirilmistir [40]. Tozasertib diger protein kinazlara giiglii bir sekilde

baglanmamuistir.
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Sekil 2.5. INCENP - Aurora kinaz B - Tozasertib arasindaki etkilesimler [38],
INCENP proteini i¢in mavi renk ile, Aurora kinaz B proteini i¢in mor renk ile
Tozasertib i¢in ise kahverengi renk ile gosterilmistir.

2.4.2.Aurora Kinaz B’nin diger inhibitorleri

Aurora kinaz B inhibitorleri kanser tedavilerinde umut vadettigi kadar segici
inhibisyon Ozellikleri sayesinde bu enzimin gorevlerinin daha iyi anlagilmasini da
saglamistir. Aurora kinazlar ailesinin diger bir {iyesi Aurora kinaz A ile Aurora kinaz
B’nin islevleri arasindaki farklar, mutantlarla yapilan g¢alismalar sonucunda tam
anlamiyla agiklanamamistir. Ancakkuinazolin tiirevi olan ZM447439 ile muamele
edilen hiicrelerin AURKB’ye 06zgii RNAi [7] ile muamele edilmis hiicrelerle

fenotipik olarak ayni karakteri gostermeleri [6] ileri bir adim olmustur.

AURKB'nin ATP yarigmal1 inhibitorii olan ZM447439 ile muamele edilen
hiicreler interfaz boyunca ilerler, mitoza normal bir sekilde girer, Kinetokor-
mikrotiibiil etkilesimleri sekteye ugramaz ve bipolar mitotik igler meydana gelir;
fakat kromozomlarin ig iplikciklerine baglanmasi, anafazda kardes kromatidlerin
ayrilmasi ve sitokinez gerceklesmez. Yanlis konumlanmis kromozomlarin varligina
ragmen mitozdan normal bir kinetik ile ¢ikarlar. Bu da mitotik ig kontrol noktasinin
ZM447439 varliginda dogru isledigini gosterir. Bu deneyler, aynm1 zamanda CPC
kompleksinin enzimatik olmayan iiyeleri BUBR1, MAD2 ve CENP-E'nin
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AURKBiInhibitorleri varliginda indirgendigini, kinetokorlara baglanmadiklarini

gostermistir [6].

CPC kompleksi mitozun erken asamasinda mitotik igin kromozomlar ve
mikrotiibiiller arasinda yaptigi yanlis baglanmalari diizelterek kromozom dizilimini
organize eder [4]. Mitoz sirasinda bu kompleks hiicrede iki sekilde bulunur.
Komplekslerden biri dort bileseni de igerirken (AURKB, INCENP, BIRCS,
CDCAS), digeri INCENP ve AURKB'yi igerir. Dortlii bilesen kromozom dizilimi ve
sitokinez siiresince islevsel iken, INCENP-Aurora B kompleksi histon 3 (H3)’in
modifiye edilmesinden sorumludur [32].

Insan pankreatik kanseri hiicre hatlar1 olan AsPC-1, BXPC-3, Capan-1, CFPAC-
1, Mutj, HPAFII, Mia PaCa-2, Panc-1 ve Su.86.86'da Aurora kinaz B gen kopya
sayisinin 2-5 kat arttig1 ve protein diizeylerinin 3-4 kat arttig1 tespit edilmistir. Ayrica
AURKB'nin gen anlatiminin anti-sense oligoniikleotidler ile inhibisyonu pankreatik

kanserlerde hiicre dongiistinii durdurmustur [5].
Bu bilgiler 1s18inda kanser tedavi yaklagimlari arasinda Aurora kinaz B'nin

inhibisyonu; yeni inhibitorlerin kesfi ve bilinen inhibitor etkilerinin farkli hiicre

hatlarinda tekrarlanabilirligi caligmalar1 ile 6nem kazanan bir yaklagim olmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢alismast Mersin Universitesi ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve
Uygulama Merkezi (MEITAM) kék hiicre hazirlik, kok hiicre akan hiicre dlger, kok
hiicre doku kiiltiiri laboratuvarlarinda gergeklestirilmis olup, bu yiiksek lisans tezi
Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeler Birimi tarafindan desteklenmistir

(BAB- FBF-BB (HC) 2014-1YL).

3.1. KULLANILAN CIHAZ VE SARF MALZEMELERI

3.1.1. Hiicre Kiiltliriinde Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

e Class-1l tipi VERTICAL LAMINAR AIRFLOW CABINET: CFPAC-1
hiicrelerinin ¢alismalarinda kullanilan steril ortam saglayan kabin.

e Esco Cell Culture (CCL-170B-8) inkiibatorii: CFPAC-1 hiicrelerinin
cogaltma isleminin uygulandigt %5CO;, %95 nem ve 37°C sicaklikta
optimum sartlar1 saglayan inkiibator.

e 5.000 devirli UNIVERSAL 320/320 R santrifiij: Hiicrelerin yikama, ¢bzme
ve tripsinizasyon islemlerinde kullanilan santrifiigasyon cihazi.

e WiseCube inkiibatér: Hiicre kiiltiir islemelerine baglamadan 6nce 37°C
sicakliga getirilecek malzemenin tutuldugu inkiibator.

e Cedex XS Analyzer: Otomatik hiicre sayim cihazi.

e Zeiss Marka Inverted Mikroskop: Hiicrelerin morfolojik goriintiileri igin
gerekli mikroskop.

e xCELLigence DP cihaz: Ilag uygulanan hiicrelerin sitotoksisite ve migrasyon
analizleri i¢in gerekli Ger¢cek Zamanli Hiicre Analizord.

e Derin Dondurucu: Hiicre kiiltiir malzemelerinin -20°C de saklandi81 dolap.

e Buzdolab1: Hiicre kiiltiir malzemelerinin +4°C de saklandig1 dolap.

e C(Cedex XS hiicre sayim cihazi: Tripan mavisi ile hiicre canliligi ol¢imii
yapilan, bir kuyucugu Thoma laminin 6zelligini gosteren hiicre sayim cihaz

e Smart Slides: (8§ Thoma lami=1 Smart Slides)

e BD FACS Arialll FACSAKan Hiicre Olger Cihaz:: Hiicrelerin Annexin-V ve
DNA hiicre dongiisii analizlerinin yapildig: 3 lazerli yiiksek ¢iktili cihaz.
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Corning marka Flasklar (T75, T25): I¢inde hiicrelerin kiiltiire edildigi kaplar.
BD Falcon tiipler (15 ve 50 ml): Hiicrelerin santrifiijiinde kullanilan konik
tiipler.

96-Well Plate: Konsantrasyon ve zaman bagimli ila¢ uygulamalarinda
kullanilan kuyucuklu plateler.

Serolojik Pipetler (5-10 ml): Hiicrelerin beslenmesi ve yikanmasi asamasinda
kullanilan pipetler.

Pastor pipetler: Hiicrelerin yikanmasi ve kiiclik miktarlardaki islemler icin
kullanilan dereceli 3 ml hacimli pipetler.

Mikropipetler: Hiicrelere mikro diizeylerde ilag ve madde uygulamalarinda

kullanilan pipetler.

3.1.2. Hucre Kiiltiiruinde Kullanilan Malzemeler

VvV V.V V V V V V V VYV VYV VY

CFPAC-1 pankreas karsinoma hiicre hatt1
IMDM besiyeri

FBS

L-glutamin

Penisilin/Streptomisin

Amfoterisin-B

Tripsin/EDTA (etilen diamin tetraasetik asit)
Tripan mavisi

DPBS

Steril su

BD CycleTEST Plus DNA Reagent kiti
BD Pharmingen Annexin-V FITC kit

KATKISIZ BESIYERI KATKILI BESIYERI

IMDM

IMDM

Hicbir ek madde yok + %10-15 FBS

+ %1 L-Glutamin
+ %1 Penisilin/Streptomisin
+ %1 Amfoterisin-B
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3.2. YONTEMLER
3.2.1. CFPAC-1Hicre Hattinin Kiltire Edilmesi

CFPAC-1 hiicre hatti (ATCC® CRL-1918") Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Temel Onkoloji Anabilim Dali’ndan Dog. Dr. Giines ESENDAGLI’dan

saglanmustir.

3.2.2. Dondurulmus Hiicrelerin Céziilmesi ve Pasaj Islemi

Besiyeri olarak %10 FBS, %1 Pen/Strep + Amfoterisin-B, %1 L-Glutamin
igeren katkili IMDM kullanildi. Hiicre kiiltiir sisesi olarak filtre kapakli T25 ve T75
(CellStar) boyutlarinda kaplar kullanildi. Hiicreler optimum kosullar1 olan %95 nem,
37 °C ve %5 COy’li ortam1 sartlarini saglayan Esco Cell Culture (CCL-170B-8)
inkiibatorde kiiltiire edildi.

> Hiicrelerin ¢6ziilmesi esnasinda, steril bir ortamda asagidaki protokol
izlendi.
e Bir beher i¢ine distile su koyup 37 dereceye kadar 1sinmas1 beklendi.
e Azot tankindan dondurma tiipii ¢ikarildi.
e (Cikarilan dondurma tiipii buz akiisii izerine koyuldu.
e Dondurma tiipii buz akiisii lizerinde 1sinan su banyosunun yanina
tagind.
e Dondurma tiipii su banyosuna kondu ve 1-2 dakika beklendi.
e Dondurma tiipliniin ¢evresine alkol sikildi ve kurulandi.
e Bir tiip igerisine 7-9 ml besiyeri koyuldu.
e Dondurma tiipiindeki hiicre karigimi siv1 tiipe aktarildi.
e Pipetaj yapildi ve 500xg’de 5 dakika santrifiij edildi.
e Santrifiij sonrasi tiipiin lizerindeki siipernatant pastor pipeti ile ¢ekilerek
atild.
e Tiipiin dibinde kalan ¢okelti besi yeri eklendi ve hafif¢e pipetaj yapildi.

e Tiipte olusan hiicre ve besi yeri karigimi kiiltiir kabina aktarildu.
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e Kiiltiir kabina 2ml besi yeri ilave edildi.

e Hiicreler mikroskopta kontrol edildi.

e Kiiltiir kab1 37 °C, %5 CO; saglayan etiive yerlestirildi ve 3 gece inkiibe
edildi.

3.2.3.Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler yaklasik her 3 giinde bir kez beslendiginde kiiltiir kabinin yiizeyini
doldurabilmektedir. Konfliians olarak da adlandirilan hiicre yogunlugu %70-100
oraninda  saglandiginda  hiicreler bagka  kiiltiir = kaplarina  aktarilabilir.
Calismalarimizda hiicreler, T25 kiiltiir kabinda uygun konfliiansa ulastiktan sonra
1:3oraninda pasajlanarak yeni kiiltiir kaplarina alindi. Pasajlama islemi i¢in asagidaki
metod kullanildi. Bu islemlerde Lonza marka Tripsin-EDTA, Dullbecco marka PBS
kullanildi.

1) Hiicre yiizeyini kaplayan medium pipetle ¢ekilerek uzaklastirilir.

2) DPBS ile hiicreler yikanir.

3) 1-2 ml Tripsin-EDTA eklenerek oda sicakliginda veya 37°C’de inkiibe edilir.

4) Flask yiizeyinden kalkan hiicreler 15 ml’lik tiipe aktarilir.

5) Tiipiin tizerine 5-6 ml IMDM ilave edilir.

6) 500xg’de 5 dakika santrifiij edilir.

7) Tiipiin iizerindeki siipernatant uzaklastirilir.

8) Dipte kalan hiicrelerin {izerine 6 ml katkili IMDM eklenir ve 3 kiiltiir kabinin
her birine 2 ml dagitilir.

9) T25 kiiltiir kaplarina 3 ml, T75 kiiltiir kaplarina 13 ml IMDM eklenir.

10) Kiiltiir kaplar1 37°C ve %5 CO; igeren inkiibatore yerlestirilir.

3.2.4. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicrelere tripsinizasyon islemi uygulanarak, tutunduklar1 ylizeyden

kaldirildi. Kaldirilan hiicreler bir tiipe alinarak 500 xg’de 5 dakika santrifiij edilerek
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tiipiin lizerindeki siipernatant atildi. Kalan ¢okeltinin {izerine 1 ml IMDM besi yeri

eklenerek pipetaj yapildi.

Cedex XS (ROCHE,Mannheim, Germany) cihazi ve cihazin yazilimin
tagtyan kontrol iinitesi acildi. Resiispanse edilen hiicrelerden 20 pl alinarak 0,2 ml lik
eppendorf tiipline aktarildi. Tiipiin igerisine 1:1 oraninda distile su ilave edilmis 20 pl
Tripan Mavisi (ROCHE Mannheim, Germany) eklendi. Karisim pipetajlanarak
homojen hale getirildikten sonra cihaza ait olan Smart Slides (ROCHEMannheim,

Germany ) ad1 verilen 6zel lama 20 pl hiicre karigimieklendi (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Cedex XS Smart Slides, iki farkli yonden 6rnek yiiklenebilen 8 kuyucuga
sahiptir.

Lam Cedex cihazina yerlestirildi ve hiicre sayimi yapilarak not edildi.

3.3. xCELLigenceSISTEMINDE GERCEK ZAMANLI CANLI HUCRE
ANALIZININ YAPILMASI

xCELLigence sistemi herhangi bir isaretleme yapilmaksizin hiicrelerin
dogal hallerinin ger¢cek zamanli olarak Olgiilmesi i¢in tasarlanmis bir cihazdir.
Calisma prensibi, elektronik devre elemanlarin sahip plaklarin tabanina yerlestirilen
mikroelektrotlarin elektriksel empedans degerlerini 6lgmesine dayanir. Hiicre
canliligi, morfolojisi, sayis1 ve hareketi gibi hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda
kantitatif verilere ulasmamizi empedansta meydana gelen bu degisim saglar.
XCELLigence DP Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Cihazi inkiibatdr igerisine
yerlestirilen ve elektronik plaklarin koyuldugu bir ana {inite ile veri kablosu yardimi

ile ona baglanan bir kontrol biriminden meydana gelir (Sekil 3.2.).

22



CELIK, H. 2015, Aurora Kinaz B Inhibitorii Tozasertib'in Pankreas Karsinoma Hiicrelerinde CPC (Chromosomal Passanger
Complex) Yolag1 Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Cihaz, inkiibatore yerlestirilmeden 6nce %80 alkol ile kendi temizlik Kiti
kullanilarak temizlendi ve 45 dakika sterilizasyon igin laminar kabinde UV’ye maruz
birakildi. Sterilizasyon tamamlandiktan sonra ana tnite inkiibatore yerlestirildi ve

standardizasyon plagi kullanilarak standardizasyon islemi yapildi.

Sekil 3.2. xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Ol¢iim Cihazi Ana Unite ve Kontrol
Unitesi

3.3.1. E-plate Tasarimi ve Software Planlamasi

Yazilimin ag¢ilmasindan sonra Oncelikle E-plate’in yiiklenecegi kizak
belirlendi (cihaz 3 kizakhidir). “Experiment Notes” sekmesinden deney ile ilgili genel
bilgiler girilerek plate tasarlandi. “Layout” sekmesi ile plate’in yerlestirilecegi kizak
ve plate diizeninin girisi yapildi. Calismada H1 ve H2 kuyucuklar1 kontrol (yalnizca
Medium igerir), A1/A2’den G1/G2’ye kadar olan kuyucuklar ise 6rnekleri igerecek
sekilde ekildi. “Schedule” sekmesinden deney asamalari tasarlandi. Arka plan
Olctimii olarak 1 Sweep x 1 Interval’ den olusan ve 19 saniye siirecek sekilde, 30
dakikada bir 6l¢iim alinmak sureti ile 184 adet Slglimalinmasi programlandi. Bu

planlama ile hiicre titrasyon egrisine ulasildi.
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3.3.2.Hiicre Titrasyonunun Belirlenmesi

Hiicre titrasyonunun belirlenmesi i¢in hiicrelerin en az %80 konfluent olmasi
gerekmektedir. Hiicreler beklenen konfluentlik diizeyine geldiginde tripsinize edildi
ve pellet, 1 ml katkili besi yeri ile resiispanse edilerek tripan mavisi yontemi ile
Cedex XS cihazinda sayimi yapildi (Hiicrelerin sayilmasi). Sayimdan sonra E-plate
16’nin (Sekil 3.3.) kontrol kuyucuklar1 da dahil olmak {izere yaklasik 100 pl besi yeri

eklenerek arka plan 6l¢iimii alindi.

Sekil 3.3. E-Plate 16, toplamda 16 kuyucuga sahiptir. E-Plate 16 kuyucuklarin
altindaki elektrotlar sayesinde empedans 6l¢limii yapmaktadir.

Olgiim sonrasinda hiicre sayis1 2x10°/ul olacak sekilde ayarlanarak, E-plate
16’nin kuyucuklarina duplike olarak uygulandi. A1 ve A2 kuyucuklarindan alinan
100 pl hiicre siispansiyonu G1 ve G2 kuyucuklarina kadar her seferinde 2 seri
sulandirma yapilarak seyreltildi. Bu agamada hava kabarcigi ¢ikartmamaya ve asiri
koplirtme yapilmamaya dikkat edildi. Kuyucuklardaki hiicre sayisinin dagilimi
Cizelge 3.1.” deki gibidir.
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Cizelge 3.1. E-Plate 16 diizeni

(Degerler Hiicre sayilarini belirtmektedir).

A B C D E F G H

1 {200000 | 100000 | 50000 | 25000 | 12500 | 6250 3125 |KONTROL

2 1200000 | 100000 | 50000 | 25000 | 12500 | 6250 3125 |KONTROL

H1 ve H2 kuyucuklarina yalnizca besiyeri yiiklendive kontrol olarak
kullanildi. Yiikleme isleminin ardindan hiicrelerin tabana ¢6kmesi i¢in 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Yarim saatlik siire sonunda plate cihazin D1 kizagia
yerlestirilerek 6lciim islemi baslatildi. 100 saatlik empedans 6lgiimii alindi. Olgiim

sonucunda bulunan uygun hiicre sayisi diger deneylerde kullanildi.

3.3.3.CFPAC-1 Hiicrelerinin E-plate 16* ya Yiiklenmesi ve Tozasertib Uygulanmasi

Titrasyonun ardindan belirlenen uygun hiicre sayist secilerek ilag
uygulanmasi i¢in kullanildi. Kuyucuklardaki sabit hiicre sayilarma farkh
konsantrasyonlardaki Tozasertib konsantrasyonlariuygulandi. Tozasertibin sitotoksik
ozellikleri (ICsp) belirlendi. Titrasyon deneyindeki asamalara ek olarak bu asamada
biitiin kuyucuklara 90 pl katkili besiyeri eklenerek arka plan 6l¢timii alindi, hiicreler
100 pl katkili besiyeri ile kuyucuklara yiiklendi. Belirlenen inkiibasyon siiresi
sonunda (yaklagitk 20-30 saat) 10 ul hacimde farkli ilag konsantrasyonlar
kuyucuklarin son hacmi 200 pl olacak sekilde, kuyucuklara tutunan hiicrelerin
kalkmamas1 igin pipetaj yapilmadan, hava kabarcigi birakilmadan dikkatlice
hiicrelerin bulundugu kuyucuklara ilave edildi. F1 ve F2 kuyucuklari, Tozasertib
dahil hi¢bir ajan icermeyen normal biiylime egrisi kontrolii i¢in ayn1 sayida hiicre ile
yiklendi. G1 ve G2 kuyucuklarma ilag yiiklemesi yapilmazken, Tozasertibin
¢oziiciisi olan DMSO’nun toksik etkileri i¢in kontrol olusturuldu. H1 - H2

kuyucuklarina ise yalnizca medium ve Tozasertib’in en yiiksek konsantrasyonu
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yiiklendi ve negatif kontrol olarak kullanildi. Plate’in dizaymi Cizelge 3.2.’deki

gibidir.

Cizelge 3.2. iki tekrarli Tozasertib Uygulamasi I¢in E-plate 16 Diizeni

A B C D E H
HUCRE | HUCRE | HUCRE | HUCRE | HUCRE
10* M 10°M 10° M 107 M 108 M
Tozasertib | Tozasertib | Tozasertib | Tozasertib | Tozasertib BESIYVERI
500 ppm 50 ppm 5 ppm 0.5 ppm 5000 ppt
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
HUCRE HUCRE HUCRE HUCRE HUCRE
104 M 10° M 10 M 107 M 108 M
Tozasertib | Tozasertib | Tozasertib | Tozasertib | Tozasertib BESIYERI
500 ppm 50 ppm 5 ppm 0.5 ppm 5000 ppt
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

3.3.4.XCELLigence CihazindaMigrasyon I¢in CIM-Plate Uygulamasi

Hiicreler deneye baglanmadan bir giin 6nce pasajlandi. Hiicreler bir gece
serumsuz (FBS igermeyen) besi yerinde birakildi. %80 konfluent seviyesine
ulastiktan sonra besiyeri alind1 veDPBS ile iki kez yikama yapilarak tripsinize edildi.
Daha sonra, hiicreler DPBS ile santrifiij edildi. Elde edilen pellet katkisiz besi yeri ile

siispanse edilerek kuyucuklara aktarildi.

CIM-Plate 16 birbirinden ayrilabilen 3 pargadan olusmaktadir (Sekil 3.4.).
En Alt bilegsende bulunan kuyucuklara A1’den F2’ye kadar baloncuk olusturmadan
160 pl %20 FBS iceren katkili besi yeri yiiklendi. G1,G2, H1 ve H2 kuyucuklarina
ise 160 pl katkisiz besi yeri eklendi. Islemin sonrasinda iist par¢a yerlestirildi. Once
40 pl katkisiz serum eklenerek 20 dk. oda sicakliginda bekletilen plak xCELLigence
DP cihazinin kizagma(Sekil 3.2.) yerlestirilerek elektronik olarak kalibre edildi.

Daha sonra Cizelge 3.3.te gosterildigi gibiiist pargada, 50 pl hacimde
katkisiz besi yeri ile siispanse edilen hiicreler birinci siitunda Al’den G1’e kadar
40.000 hiicre popiilasyonu olarak yiiklendi. Ikinci siitunda ise A2’den G2’ye kadar
her bir kuyucuga 20.000 hiicre popiilasyonu olarakkatkisiz besi yeri ile siispanse
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edilen hiicreler yiiklendi. Plak Esco Cell Culture (CCL-170B-8) inkiibatorii igindeki

xCELLigence cihazinin ikinci kizagina yerlestirilerek 20 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasindaCizelge 3.3.’te gosterilen Tozasertib uygulamalari iki
farkli doz test edilecek sekilde 10 pl hacimde yapildi. Son olarak yazilim baslatilarak

15 dakikada bir 90 saat boyunca dl¢iimler alinmasi sagland.

Cizelge3.3 Migrasyon Deneyi CIM Plate 16 Tasarimi

A 160 ul 160 ul
%20 FBS %20 FBS
107 M Tozasertib 107 M Tozasertib
5 160 pl 160 pl
%20 FBS %20 FBS
10" M Tozasertib 10" M Tozasertib
c 160 pl 160 pl
%20 FBS %20 FBS
5 160 pl 160 pl
%20 FBS %20 FBS
. 160 pl 160 pl
%20 FBS %20 FBS
- 160 ul 160 ul
%20 FBS %20 FBS
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Sekil 3.4. CIM Plate 16, ii¢ kisimdan olusur. Yatayda 8 olmak tizere duplike olarak
toplamda 16 kuyucuktan olusmaktadir. En altta migratif bir ajanin yiiklendigi alt
tabla, orta kistmda orneklerin yiiklendigi plak ve iist kapak mevcuttur.

3.4. Aurora kinaz-B, INCENP, Borealin ve Survivin PROTEINLERININ BOYAMA
PROTOKOLU VE ANALIZI

Antikor boyama i¢in aderent Ozellikli petriler kullanildigindan {iretici
tarafindan &nerilen (EK-3 Immiinokimyasal Antikor Tespiti i¢in Hazirlk ve
Uygulama Protokolii) [41] slip lam temizlik ve kaplama asamasi yapilmadi. Ancak
iireticinin sonraki yonergelerine uygun olacak sekilde plak basina 5x10° hiicre ekerek
bir gece, %5 CO,’de 37 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra 24 saat ve kontrol
olusturulacak sekilde ICsp Tozasertib uygulamasi yapildi. Inkiibasyon siirelerinin
sonunda besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler laminar kiiltiir kabininde, oda sicakliginda
10 dakika %4 paraformaldehit ile inkiibe edildi. Daha sonra fiksatif uzaklastirilarak
DPBS ile cift yikama yapildu.

Hem niikleer hem de stoplazmik lokalizasyon hedefledigimiz i¢in
permeabilizasyon amaciyla hiicreler %0.5 Triton X-100 i¢eren PBS ile 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Sonra permeabilizasyon tamponu uzaklastirildi ve
kuyucuklar PBS-T (%0.1 Tween 20) ile 5 dakika yikandi.
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Spesifik olmayan baglanma bolgelerinin bloklanmasi amaciyla %1 BSA
iceren PBS-T kullanilarak bloklama soliisyonu hazirland1 ve 1 saat oda sicakliginda

bloklama islemi gergeklestirildi.

Kullandigimiz antikorlar NOVUS Biologicals tarafindan iiretilen isaretli
primer antikorlardir ve sekonderantikor tespiti uygulamaksizin dogrudan kullanima
hazirdir. Sekonder antikor kullanilmadigindan iireticinin Onerdigi primer antikor
tespiti yapilmadi ve dogrudan 3 kere 5’er dakika PBS-T ile yikandi. Bu ve bundan

sonraki basamaklarda hiicrelerin kurumamasina dikkat edildi.

Auroa Kinaz B proteinine baglanan DyLight 488 isaretli NBP1-74027G
irtin numarali 100 testlik paketlenmis NOVUS Biologicals markali segici antikorla
onerilen 1:1000-1:2000 aralig1 icin seyreltme ve titrasyon yapildi. Onerilen en yogun

konsantrasyonun kullanilmasina karar verildi.

INCENP proteinine 325-400. amino asitler arasindan baglanan DyLight 650
isaretli NB100-2286C {irtin numarali 0,1 ml paketlenmis NOVUS Biologicals
markal1 segici antikorla 6nerilen 1:100-1:500 konsantrasyon araligi iginseyreltme ve

titrasyon yapildi. Bu konsantrasyonlarda INCENP antikoru i¢in goriintii alinamadi.

Borealin proteinine 200-250. amino asitler arasindan baglanan DyLight 405
isaretli NBP1-22832V {iriin numarali 0,1 ml paketlenmis NOVUS Biologicals
markali segici antikorla 6nerilen 1:50-1:200 konsantrasyon araligi i¢in seyreltme ve

titrasyon yapildi. Onerilen en yogun konsantrasyonun kullanilmasina karar verildi.

Survivin proteinine baglanan DyLight 550 isaretli NB500-201R iiriin
numarali 0,05 ml paketlenmis NOVUS Biologicals markali segici antikorla 6nerilen
1:50-1:250 konsantrasyon aralig1 icin seyreltme ve titrasyon yapildi. Onerilen en

yogun konsantrasyonun kullanilmasina karar verildi.
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Bu antikorlar hazirlanan konsantrasyonlarda bloklama ¢ozeltisine eklenerek
oda sicakligindabir gecelikinkiibasyona alindi. Fluoroforlarin solmamasi igin bu
basamakta plaklar folyo ile kapatildi. Sonra antikorlar1 uzaklastirmak igin PBS-T ile
5’er dakika 3 kere yikandi. Daha sonra 150 ul/ml konsantrasyonda NucBlue Fixed
Cell ReadyProbes Reagent formiilatlt DAPI ile 15 dk. muamele edildi.

Yikamadan sonra hiicreler konfokal mikroskopta gézlenmeye uygun hale
geldi. Orneklerin goriintiilenmesi Carl Zeiss LSM 700 konfokal mikroskopta

gerceklestirildi.

3.5. ICsp KONSANTRASYON/ZAMAN AYARLI TOZASERTIB’IN APOPTOTIK
AKTIVITESININ CFPAC-1 HUCRELERINDE FITC Annexin YONTEMI ILE
AKAN HUCRE OLCERDE GOSTERILMESI

ICs0 konsantrasyon araligi olan 6,4x10° M konsantrasyonda Tozasertib’in
pankreatik adenokarsinoma hiicre hatti CFPAC-1 iizerinde hiicre Oliimii
acisindannasil bir etkide bulundugunun tespit edilebilmesi i¢cin FITC Annexin V
yontemi, akan hiicre 6l¢erde analiz edilerek uygulandi. Bu yontemin temeli apoptotik
aktivitenin hiicre membranm1 {izerinde neden oldugu degisikliklerin tespitine

dayanmaktadir.

Apoptozun erken olaylarindan biri membrandaki fosfatidilserinin (PS)
plazma membraninin i¢ yiiziinden dis ylizeyine gegmesidir [42]. Ca* bagimli
fosfolipitlere baglanan bir portein olan Annexin V’in PS’e affinitesi yiiksektir ve
Annexin V isaretli bir fluorokrom, dis yiizeye gécen PS’i akan hiicre dlger ile
tespitinde kullanilabilmektedir. Annexin V FITC apoptoz tespiti tekrarlanabilir ve
giivenilir bir apoptoz testidir. Akan hiicre 6lger yazilimlari ile olusturulabilmektedir
[43].
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3.5.1. CFPAC-1 hiicrelerinin ekimi, 1Cso Tozasertib uygulanmasi

Kontrol ve konsantrasyon/zaman bagimli ilag dl¢timlerinin 12 ve 24 saatlik
uygulamalart i¢in 1’er adet kontrol siitunu olmak iizere 4 kuyucuk, 2’ser adet ilag
uygulama olmak iizere iki grup halinde 8 kuyucuk kullanildi (Cizelge 3.4.).

Her kuyucuga konulacak CFPAC-1 hiicreleri, %80 konfluent olan kiiltiirden
tripsinize edildi. Daha sonra hiicrelerin canlilik durumu ve hiicre sayisi, Cedex
cihazinda tripan mavisi yontemi ile tespit edildi. Ortalama olarak 100.000 hiicre/ml
olarak seyreltilip tekrar Cedex cihazinda 6lgiilen hiicreler her kuyucuga 500 ul
hacimde 50.000 hiicre olacak sekilde dagitildi.

Cizelge 3.4. FITC Annexin V testi i¢in hazirlanan hiicrelerin plak tasarimi

12 Kuyucuklu Plak-1 12 Kuyucuklu Plak-2
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Plaklar 37 °C ve %5 CO; sartlarini saglayan Esco Cell Culture (CCL-170B-
8) inkiibatdriinde 30 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda Cizelge 3.4.’te
gosterildigi gibi, ICsq olarak tespit edilen 6,4x10® M konsantrasyonu toplam hacimde
elde edebilecek sekilde katkisiz IMDM medium ile hazirlanan 200 pl hacimde
Tozasertib, 12ve 24 saatin 1. ve 2. Gruplarina uygulandi.

Plak-1 12. saatin sonunda, Plak-2 ise 24. saatin sonunda tripsinize edildi.
Tripsinizasyon asamasindan sonra Plak-1’de ve Plak-2’de her siitun bir gruba ait
olarak 15 ml’lik falkonlarda birlestirildi. Bdylece, Plak 1 i¢in fitokrom boyama
prosediiriinde uygulama yapilacak 12. sa.- kontrol, 12. sa.-1, 12.sa-2 olmak {izere 3
deney grubu kuruldu. Plak 2 i¢in ise, 24. sa. kontrol, 24. sa.-1, 24. sa.-2 olmak tizere

3 deney grubu kuruldu.

Ayrica CFPAC-1 hiicre hattindaki bazal apoptozun belirlenebilmesi igin
T25 plaklarinda 12 ve 24 saat gruplarim1 2’ser plakta temsil edecek bir bagka
uygulama yapildi. Her plakta yaklasik 2x10° hiicre bulunan uygulama gruplart 30
saat inkiibe edildi. Daha sonra Tozasertib uygulamlarinda harcanan siireyi de

yansitmasi i¢in gruplar, ek olarak 12 veya 24 saat daha inkiibe edildi.

Biitiin gruplar 2300 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek supernatantla
beraber tripsin uzaklastirildi. Daha sonra 1 ml 1X DPBS eklenerek tripan mavisi
metodu ile Cedex cihazinda hiicre popiilasyonu ve canliligi not edildi. Popiilasyonlar

1x10° hiicre/ml konsantrasyon elde edilecek sekilde DPBS ileseyreltildi.

3.5.2. FITC Annexin V testi i¢in fitokrom boyama prosediiriiniin ger¢eklestirilmesi
Hiicre kiiltiirii ve Tozasertib uygulamasi sonucu elde edilen her grup, iki kez

soguk 1x DPBS ile yikanarak 500xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Yikama sonrasi

kalan pellet 1 ml 1x Binding Buffer ile seyreltildi. Her gruptan 100 pl, yani yaklasik
100.000 hiicre alinarak 5m’lik FACS tiiplerine pipetle aktarildi.
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12. saat ve 24. saat gruplarinda ise 5 uL PI, 5 pl FITC ve 5 uL PI+ FITC
boyalar1 uygulanarak hafifce karistirildi ve karanlikta 15 dk. oda sicakliginda inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her tiipe 400 uL soguk 1x Binding Buffer eklendi.

Bazal apoptoz uygulamasinda, diger uygulamalarin FITC veya PI igeren tek
floroforlu kapilamalar: tespit edilmis oldugundan sadece florofor boyasiz ve 5 puL Pl
+ 5 uL FITC igeren boyamalar olusturuldu. FITC Annexin V ve PI florofor boyalari
iceren 12 ve 24 saat gruplart 15.dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Kapilama
kontrolleri ise daha dnce buza yatirildi. 15 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda tiim

tiiplere 400 uL soguk 1x Binding Buffer eklendi.

Okumalar BD FACSArialll cihazinda FITC Annexin V prosediiriine uygun
olarak yapildi.
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3.6. DNA HUCRE DONGUSUNUN AKAN HUCRE OLCERDEANALIZI

DNA’nin hiicre dongiisiindeki fazlarda dagilimimin analiz edilmesine dayal
olarak hiicre dongiisiiniin akan hiicre 6lgerde tespiti, hiicrede ¢ekirdegin boyanmasi
temeline dayanir. Metod ilk olarak membran lipidlerinin noniyonik bir deterjan ile
coziilmesi ile gergeklestirilir. Daha sonra bu islemi, tripsin uygulamasi ile hiicre
iskeleti ve ¢ekirdek proteinlerinin elimine edilmesi takip eder. Son olarak da hiicresel
RNA’nin sindirilmesi ve g¢ekirdekteki kromatinin spermin ile stabilize edilmesi
gerceklestirilir [44,45].

DNA’nin stabilize edilmesi sonrasinda sitokiyometrik olarak DNA’ya
baglanan Propidyum iyodit’in (PI) lazer isinlarini emite etmesi ile o6l¢iim
gercgeklestirilir. PI’in emisyon araligi 580 ile 650 nm dalga boylar1 arasindadir, bu
dalga boylarinda ¢alisan akan hiicre olger lazeri ile uyarilan PI’in eksitasyonundan

alinan veriler DNA hakkinda ihtiyacimiz olan bilgiyi saglamaktadir [46].

3.6.1.CFPAC-1 hiicrelerinin ekimi, 1Csp Tozasertib’in uygulanmasi

DNA ile hiicre dongiisii analizinde uygulanan hiicre kiiltiiri yontemi ve plak
tasarimi bolim 3.5.1’de FITC Anexin V apoptoz testinde kullanilan tasarim ile

aynidir. Plak tasarimi ve deney gruplar1 Cizelge 3.4’°te gosterildi.

3.6.2. DNA hiicre dongiisii analizi i¢in PI boyama prosediiriiniin gergeklestirilmesi

Hiicre kiiltiirii ve Tozasertib uygulamasi sonucu elde edilen her grup 2.300
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Tripsin supernatantla beraber uzaklastirildi, daha
sonra 1 ml 1 x DPBS eklenerek tripan mavisi metodu ile Cedex cihazinda hiicre

popiilasyonu ve canliligi not edildi.

Popiilasyonlar 1x10° hiicre/ml olacak sekilde, Tampon c¢ozeltisi ile

seyreltildi. 300xg devirde, oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edildi, siipernatant
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dikkatlice uzaklastirildi. Bu yikama islemi 2 kez daha her defasinda 1 ml Tampon

¢oOzeltisi eklenerek tekrarlandi.

Boyama protokliine gegcmeden once Onerilen 6l¢ek "4 oraninda azaltilarak
250 pl hiicre ¢ozeltisi ile devam edildi. Son olarak 250 pl hiicre ¢ozeltisi 1 ml
tampon ile seyreltilerek 400xg’de 5 dakika santrifiij edildi ve son damla pegeteye
emdirildi. Pellet tizerine bir tripsin tamponu olan A ¢ozeltisi’nden 75 ul eklendi ve

kopiirtmeden calkalandi. 10 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda A ¢ozeltisi bosaltilmadan iizerine bir tripsin
inhibitori ve RNaz tamponu olan 50 pl B ¢ozeltisi eklendi ve kopiirtmeden
calkaland1. Cézelti 10 dk. oda sicaklifinda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
karisim 35 pm por ¢apina sahip mesh filtrelerden gegirilerek 5 ml’lik FACS tiiplerine

alindi.

Son olarak Propidyum iyodit boyama ¢ozeltisi olan soguk (2-8 °C) C
¢ozeltisi'nden 50 pl eklendi. Ve 1sik gecirmemesi igin aliiminyum folyo ile
kaplanmis buz kiiveti tizerinde 10 dk. karanlik bir ortamda inkiibe edildi. Okumalar
Onerilen 3 saatlik siire asilmadan BD FACSArialll cihazinda CyleTest PLUS DNA

Reagent Kit Sonuglar Prosediirii’ne uygun olarak yapildi.
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3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismalardaki sitotoksisite, XCELLigence sistemindeki 1Csq cell index analiz
programinda istatistiksel olarak, Immiinflsresan boyama sonuglar1 konfokal
mikroskop goriintiilerine gére analiz edildi. Akan hiicre 6l¢ger DNA hiicre dongiisii

analizi i¢in histogram analizi ve istatistiksel analiz ModFit yazilimi ile yapildi.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1. CFPAC-1 HUCRE HATTINDA xCELLigence DP SISTEMI iLE HUCRE
TITRASYONUNUN BELIRLENMESI

CFPAC-1 pankreas adenokarsinoma hiicre titrasyonunun belirlenmesi i¢in
E-Plate 16 kullanilarak gergeklestirilen deney yaklasik olarak 100 saat izlendi. E-
Plate 16’nin kuyucuklarina yiiklenen hiicre sayilar1 Cizelge 4.1.’deki gibidir (3.2.3
CFPAC-1 Hiicre Hattina Tozasertib Uygulanmasi ve Hiicrelerin E-plate 16’ ya

Yiiklenmesi)

Cizelge 4.1. E-Plate 16 kuyucuklarina yiiklenen hiicre sayilar

A B C D E F G H
1
(Hiicre | 200000 | 100000 | 50000 | 25000 | 12500 | 6250 | 3125 | Kontrol
Sayisi)
2
(Hiicre | 200000 | 100000 | 50000 | 25000 | 12500 | 6250 | 3125 | Kontrol
Sayisy)

Deneyin ger¢ek zamanli veriler kaydedilerek tamamlanmasi sonucunda
hiicre indeksinin (hiicrelerin o andaki durumunu ifade eden goreceli empedans
degisimini ifade eden degisken) 24’lincii saatte duragan faz ile logaritmik faz
gecisine yakin olmasi ve ikiye katlanma siiresinin uygunlugu dikkate alindi. En
uygun biiylime kinetigi, Sekil 4.1.°de, pembe renkli egri ile D kuyucugu igin

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. CFPAC-1 hiicre hattinin zamana bagli hiicre indeksi

En uygun ikiye katlanma orani ise Sekil 4.2.’de goriilebilecegi iizere E
kuyusunda tespit edildi. Sonug olarak titrasyon i¢in en uygun hiicre sayist 12.500-
25.000 aralig1 olarak belirlendi. 24’{lincli saatte Tozasertib uygulamasi i¢in 20.000

hiicre ekilmesine karar verildi.

i

u

]

o

ikdive Katlanma Siiresi (Saat)

[LF. (= K= e ELED

Kouynlar 00 00 ~ 394345)

Sekil 4.2. CFPAC-1 hiicre hattinda zamana bagli ikiye katlanma

ALAZ

4.2 CFPAC-1 HUCRE HATTINDA TOZASERTIB’E BAGLI
SITOTOKSISITENIN BELIRLENMESI

Hiicre titrasyon deneylerinin gergeklestirilmesinin ardindan E-Plate 16 nin
Al-A2’den, G1-G2 kuyucuklarina kadar sirayla 20.000 hiicre yiiklendi. F1-F2
kuyucuklart normal biiylimenin takip edilebilmesi i¢in hiicre kontrolii olarak

kullanild1. Konsanstrasyon uygulamalarinin gerceklestirilecegi 24 saatlik inkiibasyon
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ve proliferasyon takibi i¢in E-Plate16 xCELLigence DP cihazina yerlestirildi ve
RTCA DP yazilimi ile 6l¢iime baglandi.

Yirmidordiincli  saatte plak, inkiibasyondan alindi ve konsanstrasyon
uygulamasi i¢in E-Plate 16 laminar flowa aktarildi. A1-E2 kuyucuklar1 dahil seri
sulandirmalar uygulanarak Tozasertib konsantrasyon gradienti olusturuldu. 10
M’dan 10* M’a kadar onar kat gradientte olusturulan Tozasertib, Boliim 3.3.3.°de
tarif edilen teknikle kuyucuklardaki hiicrelerle muamele edildi (3.3.3. CFPAC-1

Hiicrelerinin E-plate 16’ ya Yiiklenmesi ve Tozasertib Uygulanmasi).

G1-G2 kuyucuklarinda Tozasertib ¢oziiciisii  toksik DMSO  ajani,
uygulamada kullanildi, en yiiksek konsantrasyonunda hiicre biiylimesine girigimi
olup olmadigin1 tespit etmek i¢in 20.000 hiicreye milyonda 500 hacimde uygulanda.
H1-H2 kuyucuklarideneydeki en yiiksek miktarda Tozasertibkonsantrasyonu (10™
M) ile negatifkontrol olarak muamele edildi. Deney yaklasik 100 saat boyunca takip
edildi.

Cizelge 4.2. E-Plate 16 plaginda Tozasertib uygulamasive renk kodlari
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Sekil 4.3. 96 Saat sonunda Tozasertib uygulama ve kontrol gruplarinin hiicre indeksi

Uygulama sonrasinda H1-H2 kuyucuklarindaki kor kontrolde hi¢ sinyal
dalgalanmas1 olmadigi, F1-F2 kuyucuklarindaki hiicre gelisimi kontrol 6rneginde
tiremenin diizenli oldugu ve G1-G2 grubundaki hiicrelerin de canliligini korudugu ve

DMSO konsantrasyonunun toksik etkide bulunmayacak kadar az oldugu goriildii.
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Sekil 4.4. Tozasertib uygulanan kuyucuklarin hiicre indeksi

Tozasertib uygulamasindan sonraki 24 saat icerisinde 10* M konsantrasyon
hari¢ biitiin hiicrelerin boliinmeye devam ettigi goriildii. Diger konsantrasyonlarda
sirastyla 10° M ve 10 Mkonsantrasyonda yaklasik olarak 24 saat sonra, 107 M
konsantrasyonda 16 saat sonra, 10° M ve 10® M konsantrasyonda 12 saat sonra

ureme devam etti.
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Sekil 4.5. Sigmoidal konsanfrasyon hesaplam
konsantrasyonunun logaritmasina karsi hiicre indeksinin DRC egrisi

DRC egrisinin hesaplanmasi i¢in 24’lincii saatteki ila¢ uygulamasindan
hemen 6ncesi (23:48:00) ile 48. saat arasindakiilag konsantrasyonunun molar ifadesi
ile hiicre indeksi iligkisi dikkate alindiginda ICsy yaklasik olarak 6,4 10°Mm
konsantrasyonda tespit edildi. R kare regresyon testi, verilerin %90’inin DRC

egrisinin ifade ettigi konsantrasyona cevap modeline uygun oldugu gosterildi.

CFPAC-1 hiicrelerinde xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analizator
kullanarak Tozasertib’in konsantrasyon/zaman bagimli sitotoksik indeks bulgumuz

olan 6,4x10°® M derisim, Xie ve ark. tarafindan liminesan tespiti temeline dayanan

CellTiter Glo kiti ile yaklasik 107 M olarak tespit edilmistir [47].
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4.3. CFPAC-1 HUCRE HATTINDA xCELLigence DP SISTEMI ile ICsg
KONSANTRASYON/ZAMAN AYARLI TOZASERTIB’IN MIGRASYONA
ETKIiSININ BELIRLENMESI

Tozasertib’in migrasyon olayimna herhangi bir etkide bulunup bulunmayacagi
iki farkli hiicre baslangi¢ popiilasyonu ve iki farkli konsantrasyondaTozasertib
kullanilarak 90 saat boyunca gozlemlendi. Bu siirenin sonunda hiicre popiilasyon

gruplar1 kendi iglerinde konsantrasyona bagli olarak negatif kontrolleri ile

karsilastirildi.

Exp Notes | Layovt | Schedule | Call index | Wel Graph [JEEg] Data Analysis | Message | Audt Trai

T T T T T e e e o Drawe )
20 1 2 3 4 5 3
A |
25 8 ]
c
D
520 £ I
E F ]
3 -~ s
R ™ H
3 e
Bl [ <o TP
i | Add Al []STD DEV [ Remove Al
05 Gurve Option
[Jcel Type |FBs- ~|
E [ cell Number 40000 =
00
00 100 200 300 400 500 60.0 700 800 0.0 D Compaund VX580 |
Time (in Hour} [ Concentration 1.00pM -
Piot Selection
Settings for Data Analysis | Line Styie | [ Ania Scaie Py e =
Curve Type [ Grdines [¥] Coler Refer to Layout x Time S Full X scale . S ror =
[Douing Time ] | | e Marker Sze m [0 <] To a5 N 5508 =
il - : - i
[o-0000 =] T [ <] || Cor S ] Ao @lnear  Olog Baseline Wel ID [ ]

Sekil 4.6. 40.000 hiicre popiilasyonunda Tozasertib’in migrasyona etkisi

xCELLigence sistemini kontrol eden RTCA yazilimi {izerinde hiicre
popiilasyonu grafigi 40.000 hiicre i¢in incelendi (Sekil 4.6.). Tozasertib eklemeden
onceki bir zamana ait 6l¢clim noktasinda, siyah dikey ¢izgi ile gosterilen bolgede

hiicre popiilasyonlar1 i¢in yazilimdan delta normalizasyonu yapilarak biiylime

egrilerinin Uist iiste gelmesi saglandi.

Mavi egri ve kuyular ile gosterilen Tozasertib negatif grubun, yesil egri ve
kuyular ile gosterilen ICsoTozasertib, yani 6,4x10® M Tozasertib igeren gruptan farki
olmadig1 gozlendi. Kirmuzi egri ve kuyular ile gosterilen 107 M Tozasertib igeren

grupta, negatif kontrol grubu ile ve ICsq grubu ile karsilastirildiginda da herhangi bir

farka sahip olmadig1 gézlendi.
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Sekil 4.7. 20.000 hiicre popiilasyonunda Tozasertib’in migrasyona etkisi

xCELLigence sistemini kontrol eden RTCA yazilimi {iizerinde hiicre
popiilasyonu grafigi 20.000 hiicre igin incelendi (Sekil 4.7.). Tozasertib eklemeden
onceki bir zamana ait 6l¢iim noktasinda, siyah dikey ¢izgi ile gosterilen bolgede

hiicre popiilasyonlar1 i¢in yazilimdan delta normalizasyonu yapilarak biiyiime

egrilerinin Ust iiste gelmesi saglandi.

Hiicre ekimi yapilirken 2. Siitunda bulunan ve 20.000 hiicre popiilasyonu
iceren kuyulardaki sonuglarin 40.000 hiicre poplilasyonuna ait gruptan farkh
olmadig1 gozlendi. Mavi egri ve kuyular ile gosterilen Tozasertib negatif grubun,
yesil egri ve kuyular ile gosterilen ICspTozasertib igeren gruptan farkli olmadigi
gozlendi. Kirmiz1 egri ve kuyular ile gosterilen 107 M Tozasertib igeren grupta,

negatif kontrol grubu ile ve ICsy grubu ile karsilagtirildiginda da herhangi bir farka

sahip olmadig1 gozlendi.

Bu bulgu Guan ve ark. tarafindan HelLa benzeri bir hiicre tiplendirilmesi ile
bilinen serviks karsinoma hiicre hatti1 Hep2’de yaptiklar1 ¢aligma ile ortiismektedir
[48]. Fakat non-timoral kistik MCF-10A hiicre hattin1 kullanarak hiicre kiiltiir
plaginin sabit ¢apli bir pipet ucu ile ¢izilmesi temeline dayanan bir deney olan, yara
iyilestirme metodu deneyi yapan Wang ve ark. Tozasertib’in 4 farkh
konsantrasyonunu kullanarak, konsanstrasyon/zaman bagimli olarak hiicre gogiinii

engelledigini gostermislerdir [49]. Doku tipine, hiicre tipine veya tiimoral kokene
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gore  Tozasertib’in ~ migrasyona  konsantrasyon/zaman  bagimli  etkisi

degisebilmektedir.
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4.4, IMMUNFLORESAN ANTIKOR UYGULAMALARIN KONFOKAL
MIKROSKOPTA GOZLENMESI

Konfokal mikroskopi uygulamasi i¢in hazirlanan CFPAC-1 hiicreleri ICsp
Tozasertib ile muamele edildikten sonra 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda niikleer ve stoplazmik permeabilizasyona uygun muamele yapildiktan sonra
Borealin ve Survivin proteinleri (Sekil 4.9.) CFPAC-1 hiicrelerinde birlikte muamele
edildi. AURKB proteini (Sekil 4.8.), Borealin ve Survivinden ayri1 bir grupta
uygulandi. Gruplar, floresan isaretli AURKB, Borealin, Survivin antikorlari

uygulamasi sonrasinda bir gecelik inkiibasyona alindi.

Inkiibasyon sonrasinda protokolde belirtilen ydntem izlenerek uygun
yikamalar yapildi ve DAPI uygulamasi gerceklestirildi. Hazirlanan hiicreler Carl
Zeiss LSM 700 konfokal mikroskopta cihaza uygun ZEN yazilimi ile immiinfldresan

goriintlilemeleri gerceklestirildi.

AURKB protein anlatim1 igin, ICsy Tozasertib uygulanan CFPAC-1
hiicrelerinin immiinfléresan olarak isaretlenmesi sonucu elde edilen gorintiiler,
Tozasertib uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore
anlatim diizeyinde bir azalma oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.8.). Ancak bu sonug
beklenen diizeyde bir azalmayi ifade etmemektedir. ICso Tozasertib’den daha yiiksek
konsantrasyonlarinin ileri saat uygulamalar1 gelecekte planlanacak c¢alismalar i¢in

Onerilebilir.
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Sekil 4.8. CFPAC-1 hiicrelerinde 1Csq tozasertib uygulamasinin AURKB anlatiminin
immiinfloresan goriintiisii

Borealin ve Survivin proteinlerinin anlatimi igin, ICsp Tozasertib uygulanan
CFPAC-1 hiicrelerinin immiinfloresan olarak isaretlenmesi sonucu elde edilen
goriintiiler, Tozasertib uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kontrol
grubuna gore anlatim diizeyinde bir azalma oldugu gozlenmektedir (Seklil 4.9.).
Ancak bu sonuglarda beklenen diizeyde bir azalmayi ifade etmediginden, ICsg
Tozasertib’ten daha yiiksek konsantrasyonlarmin ileri saat uygulamalarinin test

edilmesi onerilebilir.

DAPI Borealin Survivin Merged

Sekil 4.9. CFPAC-1 hiicrelerinde ICsp tozasertib uygulamasinin Borealin ve Survivin
anlatiminin immiinfléresan goriintiisii
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Tozasertib

IC50
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Sekil 4.10. Survivin anlatiminin ICsp Tozasertib’e yanit olarak artisi

Survivin gen anlatiminin ICsy Tozasertibe yanit olarak arttigi konfokal
immiinfloresan ~ yontemle  gosterildi  (Sekil  4.10.).  Pankreatik  duktal
adenokasinomlarda oldukca yiliksek diizeylerde (%79) anlatimi yapilan Survivin
proteini [50], bu c¢alismada kullanilan duktal adenokarsinoma hiicre hatti olan

CFPAC-1"de de oldukga yiiksek anlatim gosterdigi bulgulandi.

Guan ve ark.’nin yapmis oldugu bir ¢alismada apoptozun, Survivini hedef
alan bir siRNA kullanilarak uyarilabildigi gosterilmistir. Survivin gen anlatimini

diisliren bu uygulama apoptotik aktiviteyi %7,03 oraninda arttirmistir [51].
Uygulanan ICsy Tozasertib dozunun CFPAC-1 hiicreleri igin yetersiz kaldigi

ancak bu dozun lizerindeki uygulamalar ile farkli bir ajanin birlikte uygulanmasi,

panreatik karsinoma hiicrelerinin apoptoza yonelmesinde daha etkili olabilir.
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4.5. CFPAC-1 HUCRE HATTINDA IC5)0KONSANTRASYON/ZAMAN AYARLI
TOZASERTIB’IN AKAN HUCRE OLCER iLE APOPTOTIiK HUCRE
AKTIVITESINE ETKISININ BELIRLENMESI

Apoptozun belirlenmesi igin yapilan ¢alismada, BD FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit I’de belirtlien yonergelere gore analiz yapildi. Bu
analizlerdefosfatidil serin (PS),FITC isaretli Annexin V proteini araciligiyla FITC
emisyon filtresinde, DNA ise PI boyasi araciligiyla PE-Cy7 emisyon filtresinde tespit
edildi.

Once, hicbir florofor boya icermeyen hiicrelerden olusan kontrol drnekleri
BD FACSArialll akan hiicre dlger cihazina yiliklendi. FSC-A nokta goriintiisiine
SSC-A nokta goriintiisii tizerinde iyi bir nokta dagilim goriintiisii elde edilinceye
kadar voltaj ayar1 yapildi. Uygun dagilim tespit edildikten sonra, akan hiicre dlcerde
florofor boya icermeyen hiicre popiilasyonlarindan 100.000 hiicre sayimi boyunca
veri kaydedildi. Hiicre popiilasyonunu, istenmeyen hiicre kalintilarindan ayrilmis bir
kiimede toplamak igin yazilimla olusturulan ve P1 Kapist adi verilen bir popiilasyon
filtresi kullanildu.

Bu filtre, kontrol 6rneginde FITC-A/PE-Cy7-A goriintiisinde emisyon
tespiti acisindan negatif olan, boyali 6rnek gruplarinda da canli hiicreleri ifade eden
ve Q3 popiilasyonu adi verilen toplulugun tespitini sagladi. Q3 popiilasyonunun
nokta dagilimli grafik tizerindeki sinirlarin1 belirleyen yazilimsal bir ara¢ olan ve
grafigi dort alana bolen bir kadran olusturuldu. Bu kadran, ayni grubun boyali
orneklerinde Q1,Q2,Q4 olarak ifade edilen diger popiilasyonlarin sinirlarini
belirlemek i¢in kullanildi. Cizelge 4.3.’te Q harfi ile temsil eden popiilasyonlarin,
florofor boya isaretli hiicre gruplarinda hangi karakterdeki hiicreleri ifade ettigi

gosterildi.
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Cizelge 4.3. Florofor isaretlenme gruplarina gore Q1,Q2,Q3 ve Q4 popiilasyonlari

FITC Annexin V- PI-DNA Hiicre Popiilasyonunun
PS Karakteri
Q1 - + Olii Hiicre
Q2 + + Geg Apoptotik Hiicre
Q3 - - Canli Hiicre
Q4 + - Erken Apoptotik Hiicre

Her gruptaki boyasiz kontrol 6rnegi ile belirlenen P1 kapisi, aym1 gruptaki
FITC+PI boyali1 diger gruplara da degistirilmeden uygulandi. Bdylece istenmeyen
hiicre kalintilarindan arindirilmis popiilasyonu tespit edildi. Sonraki adimda Pl
kapisi ile tespit edilen hiicre popiilasyonu, FITC-A/PE-Cy7-A grafiginde gosterildi.
Bu histogramda Q popiilasyonlarin1 belirleyen ve histogrami dérde bolen kadranin
konumu belirlendi. Kadran ayni gruptaki boyali 6rneklere de konumu degismeyecek
sekilde uygulandi. FITC-A ve PE-Cy7-A emisyon histogramlar1 kontrol edilerek
florofor isaretli veya isaretsiz gruplardaki hiicrelerin emisyon farki da ayrica kontrol
edildi.
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Sekil 4.11. CFPAC-1 Bazal apoptoz grubunda 12. saat boyasiz kontrol drneginin
FSC-A/SSC-A nokta grafigi. (a.) 12. saat bazal apoptoz grubunun P1 kapisini, (b.)
Bazal apoptoz grubunda boyasiz ornekte FITC-A/PE-Cy7-A grafiginde kadran
konumunu, (c,d.) Sirasiyla FITC-A ve PE-Cy7-A filtrelerinde emisyon histogram
grafigini gostermektedir.
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Sekil 4.12. CFPAC-1 Bazal apoptoz 12. saat grubunda FITC+PI boyali 1. grup
ornegin FSC-A/SSC-A nokta grafigi. (a.) P1 kapisinin FITC+PI boyali 1. gruptaki
konumunu, (b.) FITC-A/PE-Cy7-A grafiginde Q popiilasyonlar1 kadran konumunu,
(c,d.) Sirastyla FITC-A ve PE-Cy7-A filtrelerinde emisyon histogram grafigini
gostermektedir.
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Sekil 4.13. CFPAC-1 Bazal apoptoz 12. saat grubunda FITC+PI boyali 2. grup
ornegin FSC-A/SSC-A nokta grafigi. (a.) P1 kapisinin FITC+PI boyali 2. gruptaki
konumu, (b.) FITC-A/PE-Cy7-A grafiginde Q popiilasyonlar1 kadran konumunu,
(c,d.) Sirastyla FITC-A ve PE-Cy7-A filtrelerinde emisyon histogram grafigini
gostermektedir.
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Sekil 4.14. CFPAC-1 Bazal apoptoz grubunda 24. saat boyasiz kontrol 6rneginin
FSC-A/SSC-A nokta grafigi. (a.) 24. saat bazal apoptoz grubunun P1 kapisini, (b.)
Bazal apoptoz 24. saat grubunda boyasiz 6rnekte FITC-A/PE-Cy7-A grafiginde Q
popiilasyonulart kadran1 konumunu, (c,d.) Sirasiyla FITC-A ve PE-Cy7-A
filtrelerinde emisyon histogram grafigini gostermektedir.
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Sekil 4.15. CFPAC-1 Bazal apoptoz 24. saat grubunda FITC+PI boyali 1. grup
ornegin FSC-A/SSC-A nokta grafigi . (a.) P1 kapisinin FITC+PI boyali 1. gruptaki
konumunu, (b.) FITC-A/PE-Cy7-A grafiginde Q popiilasyonlar1 kadran konumunu,
(c,d.) Sirasiyla FITC-A ve PE-Cy7-A filtrelerinde emisyon histogram grafigini
gostermektedir.
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Sekil 4.16. CFPAC-1 Bazal apoptoz 24. saat grubunda FITC+PI boyali 2. grup
ornegin FSC-A/SSC-A nokta grafigi . (a.) P1 kapisinin FITC+PI boyali 2. gruptaki
konumunu, (b.) FITC-A/PE-Cy7-A grafiginde Q popiilasyonlar: kadran konumunu,

(c,d.) Swastyla FITC-A ve PE-Cy7-A filtrelerinde emisyon histogram grafigini
gostermektedir.
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Sekil 4.17. CFPAC-1 Tozasertib uygulamasi grubunda 12. saat boyasiz kontrol
orneginin FSC-A/SSC-A nokta grafigi. (a.) 12. saat Tozasertib uygulamasi grubunun
P1 kapisini, (b.) Tozasertib uygulamasil2. saat grubunda boyasiz ornekte FITC-
A/PE-Cy7-A grafiginde Q kadran1 konumunu, (c,d.) Sirasiyla FITC-A ve PE-Cy7-A
filtrelerinde emisyon histogram grafigini gostermektedir.
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Sekil 4.18. CFPAC-1 Tozasertib uygulamasi 12. saat grubunda FITC+PI boyali 1.
grup Ornegin FSC-A/SSC-A nokta grafigi . (a.) P1 kapisinin FITC+PI boyali 1.
gruptaki konumunu, (b.) FITC-A/PE-Cy7-A grafiginde Q popiilasyonlari kadrani
konumunu, (c,d.) Sirasiyla FITC-A ve PE-Cy7-A filtrelerinde emisyon histogram
grafigini gostermektedir.
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Sekil 4.19. CFPAC-1 Tozasertib uygulamasi 12. saat grubunda FITC+PI boyali 2.
grup Ornegin FSC-A/SSC-A nokta grafigi. (a.) P1 kapisinin FITC+PI boyali 2.
gruptaki konumunu, (b.) FITC-A/PE-Cy7-A grafiginde Q popiilasyonlari kadrani
konumunu, (c,d.) Sirasiyla FITC-A ve PE-Cy7-A filtrelerinde emisyon histogram
grafigini géstermektedir.
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Sekil 4.20. Tozasertib uygulamasi grubunda 24. saat boyasiz kontrol 6rneginin FSC-
A/SSC-A nokta grafigi. (a.) 24. saat Tozasertib uygulamasi grubunun P1 kapisin,
(b.) Tozasertib uygulamas: 12. saat grubunda boyasiz 6rnekte FITC-A/PE-Cy7-A
grafiginde Q popiilasyonlar1 kadran konumunu, (c,d.) Sirasiyla FITC-A ve PE-Cy7-
A filtrelerinde emisyon histogram grafigini gostermektedir.
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Sekil 4.21. CFPAC-1 Tozasertib uygulamasi 24. saat grubunda FITC+PI boyali 1.
grup Ornegin FSC-A/SSC-A nokta grafigi. (a.) P1 kapisinin FITC+PI boyali 1.
gruptaki konumunu, (b.) FITC-A/PE-Cy7-A grafiginde Q popiilasyonlar1 kadran
konumunu, (c,d.) Sirasiyla FITC-A ve PE-Cy7-A filtrelerinde emisyon histogram
grafigini géstermektedir.
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Sekil 4.22. CFPAC-1 Tozasertib uygulamasi 24. saat grubunda FITC+PI boyali 2.

grup Ornegin FSC-A/SSC-A nokta grafigi .

(a.) P1 kapisinin FITC+PI boyali

2.

gruptaki konumunu, (b.) FITC-A/PE-Cy7-A grafiginde Q popiilasyonlar1 kadran
konumunu, (c,d.) Sirasiyla FITC-A ve PE-Cy7-A filtrelerinde emisyon histogram

grafigini gdstermektedir.
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Sekil 4.23. Tozasertib’e bagl apoptotik aktivitenin bazal apoptotik aktivite ile 12.
saatte karsilastirilmasi. (2) Bazal apoptoz 1. grubu, (b) Bazal apoptoz 2. grubu, (c)
ICso Tozasertib’in 1. gruptaki apoptotik aktivitesini (d) 1Cso Tozasertib’in 2. grupta
apoptotik aktivitesini gostermektedir.
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Hiicre ikilenme siiresine denk gelen 30 saatlik inkiibasyondan 12 saat sonra
yapilan Olgiimlere gore CFPAC-1 pankreas duktal adenokarsinoma hiicre hattinda
bazal erken apoptotik aktivite hiicrelerin ortalama %2,8’inde gozlendi. Hiicrelerin
%3’tinde nekrotik 6lim gergeklestigi ve %8,95’inde gec apoptotik aktivitenin varlig

gozlendi. Hiicre popiilasyonunun ortalama %87,95 oraninda canli oldugu gozlendi.

Hiicre ikilenme siiresine denk gelen 30 saatlik inkiibasyondan sonra ICsp
Tozasertib ile muamele edilen hiicrelerin 12 saat sonra yapilan Ol¢limlerine gore
apoptotik aktivite CFPAC-1 hiicre hattinda hiicrelerin ortalama %5,85’inde gozlendi.
Hiicrelerin  %1,65’inde nekrotik oliim  gergeklestigigorildi. %14,35’inde  geg
apoptotik aktivitenin varlig1r gozlendi. Hiicre popiilasyonunun ortalama %78,2’sinin

canli oldugu gézlendi.
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Sekil 4.24. Tozasertib’e bagl apoptotik aktivitenin bazal apoptotik aktivite ile 24.
saatte karsilastirilmasi. (a) Bazal apoptoz 1. grubu, (b) Bazal apoptoz 2. grubu, (c)
ICsp Tozasertib’in 1. grupta apoptotik aktivitesini, (d) 1CsoTozasertib’in 2. grupta
apoptotik aktivitesini gostermektedir.

Hiicrelerin 30 saatlik inkiibasyonundan 24 saat sonra yapilan dl¢iimlere gore
CFPAC-1 hiicre hattinda bazal erken apoptotik aktivite hiicrelerin ortalama

%3,15’inde gozlendi. Hiicrelerin %0,2’sinde nekrotik 6liim gergeklestigi oldugu ve
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%8,65’inde ge¢ apoptotik aktivitenin varligt gozlendi. Hiicre popiilasyonunun

ortalama %88 oraninda canli oldugu gozlendi.

Inkiibatorde bekletilen hiicrelerin, 30 saatlik siire sonunda ICsq Tozasertib
ile muamele edildikten 24 saat sonra yapilan Ol¢iimlerine gore, apoptotik aktivite
hiicrelerin ortalama %3,05’inde gozlendi. Hiicrelerin %2,95’inde nekrotik Olim
gerceklesmis oldugu ve %18,45’inde ge¢ apoptotik aktivitenin varligr gozlendi.

Hiicre popiilasyonunun ortalama %75,55’inin canli oldugu gézlendi.
CFPAC-1 hiicre hattinda ICsy konsantrasyon/zaman ayarli Tozasertib’in
akan hiicre Olger ile apoptotik hiicre aktivitesine etkisinin belirlenmesi amaciyla

yapilan FITC Annexin V testi sonuclar1 Cizelge 4.4.’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.4. Q popiilasyonlar 6zet ¢izelgesi
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- - N - | N — — Lo N N Lo
< < < < < < o o Q o o Q
N N [a) N N [a) S L0 3 L0 0 s
< < S| < < 1< | ¢ £ | © | © =
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Q1 | %0,40 | %0,20 | %0,30 | %0,30 | %0,10 | %0,20 | %2,00 | %1,30 | %1,65 | %2,50 | %3,40 | %2,95
Q2 | %7,90 | %10,00 | %8,95 | %9,30 | %8,00 | %8,65 |%12,30|%16,40|%14,35]%17,90|%19,00|%18,45

Bu sonuglara gore 12. Saatte 1Cso Tozasertib, hiicre popiilasyonunda asagida

aciklanan degisimlere neden oldugu tespit edildi;
e Nekrotik hiicrelerin oranini %1,35 arttirdi,
e Sekonder apoptotik aktivite gdsteren hiicre oranini ise %5,40 arttirdi.
e Canli hiicrelerin oranini ise %9,75 azaltti.
e Primer apoptotik aktivite gosteren hiicre oranini %3,05 arttird

e Toplamda apoptotik hiicre oranini %8,45 arttirdig: tespit edildi.

ICs0 Tozasertib’in 24. saatin sonunda CFPAC-1 hiicre popiilasyonunda

asagida aciklanan degisimlere neden oldugu tespit edildi;
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Nekrotik hiicrelerin oranin1 %2,75 arttirdi.

Sekonder apoptotik aktivite gdsteren hiicre oranini %9,80 arttirdi.
Canl1 hiicrelerin oranini %12,45 azaltt:.

Primer apoptotik aktivite gdsteren hiicre oranin1 %0,1 azaltt1.

Toplamda apoptotik hiicre oranin1 %9,7 arttirdu.

Pankreaitik duktal adenokarsinoma hiicre hatti olan CFPAC-1’in Tozasertib

uygulama yapilan grupta inkiibasyondan sonraki 12. saate gore 24. saatte goriilen

degisimler ise asagidaki gibidir;

Nekrotik aktivite gosteren hiicre oran1 %1,3 artt1.

Sekonder apoptotik aktivite gésteren hiicre oran1 %4,1 artt.
Canli hiicre oranm1 %2,65 azald.

Primer apoptotik aktivite gdsteren hiicre orani %2,8 azaldu.

Toplamda apoptotik aktivite gosteren biitiin hiicrelerin oram1 %1,3

artti.

CFPAC-I’in Tozasertib uygulama yapilmayan grupta inkiibasyondan

sonraki 12. saate gore 24. saatte goriilen bazal degisimler ise asagidaki gibidir;

Nekrotik aktivite gosteren hiicre oran1 %1 azaldu.

Sekonder apoptotik aktivite gdsteren hiicre oran1 %3 azaldi.

Canli hiicre oran1 %0,05 artt1.

Primer apoptotik aktivite gdsteren hiicre orani1 %0,35 artt.
Toplamda apoptotik aktivite gosteren biitlin hiicrelerin oran1 %0,05

artti.

CFPAC-1 hiicre hattinda ICsy konsantrasyon/zaman ayarli Tozasertib’in

akan hiicre olger ile apoptotik hiicre aktivitesine etkisinin belirlenmesi amaciyla

yapilan FITC Annexin V testi sonuglar1 ve 12.saat ile 24. saat arasinda degisen bazal

apoptotik aktiviteye ait sonuglar Cizelge 4.5.’te 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.5. Karsilastirmali1 Q popiilasyonlar1 ¢izelgesi

(c) Aort. T24-ort. T12
(c) Aort.B24-ort.B12

(a) Aort.B-ort.T 12.sa.
(b) Aort.B-ort. T 24.sa.
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4.6. CFPAC-1 HUCRE HATTINDA ICs0 KONSANTRASYON/ZAMAN AYARLI
TOZASERTIB’IN AKAN HUCRE OLCER iLE DNA HUCRE DONGUSUNE
ETKISININ BELIRLENMESI

Kontrol, 12. ve 24. saat gruplart BD FACSAria III cihazina yiiklendi ve her
grup BD CycleTEST Plus DNA Reagent Kit’inde belirtildigi gibi FSC-A nokta
goriintiisine FSC-W goriintiisii tizerinde iyi bir nokta dagilim goriintiisii elde
edilinceye kadar voltaj ayar1 yapildi. Uygun dagilim tespit edildikten sonra, akan
hiicre dlgerde 10.000 hiicre sayimi1 boyunca veri kaydedildi. Nokta dagilimlar1 12.
saat uygulamalar1 i¢in Sekil 4.8.’de ve 24. saat uygulamalart i¢in Sekil 4.9.’da

gosterildi.

FSC-W/FSC-A nokta grafikleri sekil 4.8’de gosterildi. Bu grafikler Turku
Universitesi, Biyoteknoloji Merkezi, Hiicre Goriintiileme Birimi tarafindan

gelistirilen Flowing Software 2 yazilimi1 kullanilarak olusturuldu.

Specimen_001_KONTROL_001 fes Specimen_001_12-1-2_001 fes Specimen 001_12-2 002 fes

X214
R

X214

A B C

FSC-A
FSC-A
FSC-A

Sekil 4.25. Tozasertib ile 12saat inkiibe edilen CFPAC-1 hiicrelerinde canliligin ve
apoptozun akan hiicre 6lgerle degerlendirilmesinde FSC-A/FSC-W nokta dagilimi
A) Grup 1, B) Grup 2-A, C) Grup 2-B
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rn_001 KONTROLHHH D02 fcs pECimen_ DEIl 24- 1HHH _003 fos pEcimen_001_24- 2HHH 004 fos
# # SR 4 -

FSC-A
FSC-A
FSC-A

Sekil 4.26. Tozasertib ile 24 saat inkiibe edilen CFPAC-1 hiicrelerinde canliligin ve
apoptozun akan hiicre 6lgerle degerlendirilmesinde FSC-A/FSC-W nokta dagilimi
A) Grup 3, B) Grup 4-A, C) Grup 4-B

Her grup icin analiz tamamlandiktan sonra BD FACSAria [II’ten elde edilen
elektronik verilerin ModFit yazilimi ile degerlendirilmesi gerceklestirildi. ModFit
yazilimi matematiksel bir model kullanilarak, PI emisyonundan DNA hiicre

dongiistiniin durumu ile ilgili veriler elde edildi. Elde edilen veriler Cizelge 4.6.’da

sunuldu.
Dipldct
Dip G srmxumea
Dip G2 14.73 % at 183,37
0 Detrs 28.27% GG 200
Agregates %wm
. B oo G1
4 W ooz Dtal S-Phase: 28.27 %
. Eops Tl BAD: 1951 %
2] O ama
& Detris: 28.39 %
T Aggregates: 201 %
- Modeled events: 8096
4 All cycle events: 5634
a 7 Cycle events per channel: 61
=] RCS: 2041
‘E |
Z o ] ‘ﬁ' _.':
2 — = 3
] g B3
- Ll —
8] i E
i ==
N 2 R
o L L | LI L L | LI | ILl =
il &0 100 150 200 250 0 20 40 &0 80 100120
PE-A FSC-W

Sekil 4.27. Grup 1’in PE-A filtresinde PI emisyonu grafigi, emisyon verilerinin
ModFit yazilimi ile analizini gostermektedir.

Bu verilere gore 12. saat kontrol gurubu olan Grup 1’°deki hiicrelerin tamami
diploittir. Diploit hiicre popiilasyonunun %65,53’i G1 fazinda, %7,48’1 G2 fazinda
ve %26,99’u S fazindadir. G2 fazindaki hiicrelerin G1 fazindaki hiicrelere PE-A

kanali oran1 1,98 olarak belirlendi. Diploid hiicrelerin varyasyon katsayisi %4,63 tiir.
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Sekil 4.28. Grup 2-A’nin PE-A filtresinde PI emisyonu grafigi,emisyon verilerinin
ModFit yazilimi ile analizini gostermektedir.

Modfit yazilimmin PI emisyonundan yaptigi analiz sonucunda ilk 12. saat
Tozasertib 1Csokonsantrasyon/zaman gurubu olan Grup 2-A’daki diploid hiicre orant
%98,27°dir. Diploid hiicre popiilasyonunun %62,36’s1 G1 fazinda, %8’1 G2 fazinda
ve %29,64°t S fazindadir. G2 fazindaki hiicrelerin G1 fazindaki hiicrelere PE-A
kanali oran1 1,97 olarak belirlendi. Diploid hiicrelerin varyasyon katsayisi-%CV-
4,69°dur.

Toplam hiicre popiilasyonunun %1,73’i tetraploittir. Tetraploit hiicrelerin

tamami1 G1 fazinda tutuklanmistir ve varyasyon katsayist 3,18’dir.
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Sekil 4.29. Grup 2-B’nin PE-A filtresinde PI emisyonu grafigi, emisyon verilerinin
ModFit yazilimi ile analizini gostermektedir.

Modfit yazilimmin PI emisyonundan yaptigi analiz sonucunda ikinci 12.

saat 1CspTozasertib konsantrasyon/zaman gurubu olan Grup 2-B’deki diploid hiicre
orant %97,82°dir. Diploid hiicre popiilasyonunun %64,77’si G1 fazinda, %8’1 G2

fazinda ve %27,33’i S fazindadir. G2 fazindaki hiicrelerin G1 fazindaki hiicrelere

PE-A kanali oran1 1,98 olarak belirlendi. Diploid hiicrelerin varyasyon katsayisi
5,16’dr.

Toplam hiicre popiilasyonunun %2,18’1 tetraploittir. Tetraploit hiicrelerin

tamami1 G1 fazinda tutuklanmistir ve varyasyon katsayist 3,83 tiir.
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Sekil 4.30. Grup 3’lin PE-A filtresinde PI emisyonu grafigi,emisyon verilerinin
ModFit yazilimi ile analizini gostermektedir.

Modfit yaziliminin PI emisyonundan yaptig1 analize gore 24. saat kontrol
gurubu olan Grup 3’deki hiicrelerin tamami diploittir. Diploit hiicre popiilasyonunun
%57’s1 G1 fazinda, %14,73°1 G2 fazinda ve %28,27’si S fazindadir. G2 fazindaki

hiicrelerin ve G1 fazindaki hiicrelere PE-A kanali oran1 2 olarak belirlendi. Diploid

hiicrelerin varyasyon katsayis1 %4,63 tiir.
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Sekil 4.31. Grup 4-A’nin PE-A filtresinde PI emisyonu grafigi, emisyon verilerinin
ModFit yazilimi ile analizini gostermektedir.

Modfit yazilimmin PI emisyonundan yaptig1 analiz sonucunda ilk 24. saat
ICsp Tozasertib konsantrasyon/zaman gurubu olan Grup 4-A’daki diploid hiicre orani
%94,09°dur. Diploid hiicre popiilasyonunun %56,84’ii G1 fazinda, %8’1 G2 fazinda
ve %35,16°s1 S fazindadir. G2 fazindaki hiicrelerin G1 fazindaki hiicrelere PE-A

kanal oran1 2,07 olarak belirlendi. Diploid hiicrelerin varyasyon katsayisi 4,5tir.

Toplam hiicre popiilasyonunun %35,91°1 tetraploittir. Tetraploit hiicrelerin

tamami1 G1 fazinda tutuklanmistir ve varyasyon katsayisi 3,09’dur.
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Sekil 4.32. Grup 4-B’nin PE-A filtresinde PI emisyonu grafigi, emisyon verilerinin

ModFit yazilimi ile analizini gostermektedir.

Modfit yazilimmin PI emisyonundan yaptigi analiz sonucunda ikinci 24.

saat I1Csq Tozasertib konsantrasyon/zaman gurubu olan Grup 4-B’deki diploid hiicre
orant %96,05’tir. Diploid hiicre popiilasyonunun %52,96’s1 G1 fazinda, %8’1 G2
fazinda ve %39,04’i S fazindadir. G2 fazindaki hiicrelerin G1 fazindaki hiicrelere

PE-A kanal oran1 2,07 olarak belirlendi. Diploid hiicrelerin varyasyon katsayisi

4,68°dir.

Toplam hiicre popiilasyonunun %3,95°1 tetraploittir. Tetraploit hiicrelerin

tamami G1 fazinda tutuklanmistir ve varyasyon katsayis1 3,11°dir.
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Cizelge 4.6. DNA Hiicre dongiisii analizi sonuglarinin 6zet ¢izelgesi

Grupl Grup2- Grup2- Grup2 Grup3 Grup4- Grup4- Grup4
A B ort. A B ort.
i 1 0, 0,
Dipolid %1000 o087 049782 99805 01000 99400 %9605 %9507
Oram 0 0
%Dip Gl %6553 62,36% %64,77 %6357 %5700 %5684 %52,96 %5490
%Dip G2 %748 %800 %800  %8,00 %1473 %800  %8,00  %8,00
% Diploid S %2699 29.64% %2733 %2849 %2827 %3516 %39,04 %37,10
G2/G1 1,8 1,97 108 1975 2,00 2,07 2,07 2,07
Kanal Oram
%CV %463  %4,69 %516 %493 %463 %450 %468 %459
Top. %0,00  %1,73 %218 %196 %000 %591 %395 %493
Tetraploid
%AND.GL 00 %1000 %1000 %1000 ... %1000 %1000 %100,0
o 0 0 0 o 0 0 0
%CV - 318 3.83 3,505 - 3,0 311 3.1
DI: - 1,97 1,98 1,975 - 2,07 2,07 2,07
Total S Fazi %2699 929,12 %26,64 %27,88 %2827 %33,08 %3750 %3529
B.AD. %2094 %1861 %1262 %1562 %1951 %2517 %2412 %2465
Debris %2930 %26,08 %18,89 %2249 %2839 %3460 %3299 %3380
Agregatlar %463 %302 %215 %259 %201 %213 %173 %193
Modellenen 5000 6063 7622 68425 8096 8162 8228 8195
Hiicreler
Biitiin Faz 4299 6018 51585 5634 5164 5371 52675
Hiicreleri
Kanal
basina 25 M 59 50 61 53 56 545
diisen hiicre
RCS 1,051 1402 1551 14765 2,04 2366 234 2353

Akan hiicre dlger cihaz1 ile FITC Annexin V yontemi kullanilarak yapilan

calismada, ICsy Tozasertib’in 12. saatin sonunda %1,96 poliploidi olusturdugu

gosterildi. leri saatlerde poliploidinin daha fazla arttidi 24. saatte belirlenen

%4,93’liik poliploidi orani ile gosterildi. Bu bulgu, Li ve ark.’nin A498 ve Caki-1

hiicre hatlarina 72 saatlik siiresince uyguladigi 5x10® M Tozasertib’in akan hiicre

Olcer DNA hiicre dongiisii analizleri ile karsilastirildiginda oldukga tutarhidir. Li ve

ark. da poliploidi artisin1 ve G2/M fazinda hiicre dongiistiniin tutuklandigin1 ve

boylece apoptozun uyarildigini bildirmislerdir [52].
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Aurora kinaz B inhibitorlerinden biri olan Tozasertib’in hiicre
boliinmesini yari yartya durduran ICsy konsantrasyon araligi XCELLigence DP

cihazinda gergek zamanl olarak arastirilmustir.

Bu arastirmanin sonucunda;

1. CFPAC-1 pankreatik duktal adenokarsinom hiicrelerine 10* M - 10 M
araliginda bes farkli konsantrasyonda Tozasertib uygulamasi yapildive XCELLigence
DP cihazindaki gercek zamanli hiicre analizine gore, 1Csg degeri 6,4x10® M olarak

tespit edildi.

2. Tozasertib’in bu 5 farkli konsantrasyonu 12 kuyucuklu plak ile
konvansiyonel hiicre sitotoksisite sayim analizi olan tripan mavisi hiicre canlilig
testi ile denendi ve gapraz dogrulama saglandi. Tripan mavisi boyasi hiicre canlilik
testine gore 10° M ve 10° M konsantrasyonlar sitotoksik, 107 M ve 10° M

konsantrasyonlar sitotoksisite sinirina yakin bulundu.

3. xCELLigence DP gercek zamanli hiicre analizériinde migrasyon testleri i¢in
kullanilan =~ CIM-Plate  elektronik  hiicre  kiltir  plaklarinda  yapilan
konsantrasyon/zaman bagimli testlere gore Tozasertib’in CFPAC-1 hiicrelerinde
migrasyonu engelleyen ya da daha fazla tesvik eden herhangi bir etkisi tespit

edilemedi.

4, ICso Tozasertib’in 6nemli bir apoptotik direng elemani olan Survivin

proteininin anlatimini artirdig1 immiinfléresan yontem ile gosterildi.

5. ICso Tozasertib uygulanan CFPAC-1 hiicrelerinde, CPC yolagindaki
proteinlerden AURKB ve Borealin’in kontrol hiicrelerine goére daha diisiik diizeyde

anlatildig1 immiinfléresan yontemle gosterildi.

6. Bazal apoptotik aktivite ile kiyaslanan 1Csq Tozasertib aktivitesinin, nekrotik

ve apoptotik aktivite gosteren hiicre oranini arttirdigi bulgulandi.

68



CELIK, H. 2015, Aurora Kinaz B Inhibitorii Tozasertib'in Pankreas Karsinoma Hiicrelerinde CPC (Chromosomal Passanger
Complex) Yolag1 Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

7. Onemli bir CPC yolagi bileseni olan Aurora kinaz B proteininin ICsg
Tozasertib ile inhibe edilmesinin poliploidiye neden oldugu DNA hiicre dongiisii
analizi ile gosterildi. ileri saatlerde bu etkinin artt1ig1 ve boylece ICso Tozasertib ile

anOploid G1 hiicre dongiisii tutuklanmasinin tetiklendigi bulundu.

Tozsertib’in CFPAC-1 pankreas duktal adenokarsinoma hiicrelerinde
kantitatif ger¢cek zamanli olarak o6lgiilen sitotoksik indeks, migrasyon, apoptoz, DNA
hiicre dongiisii, CPC proteinlerinin immiinfléresan analizi sonucu elde edilen veriler
gelecek caligmalara 1s1k tutacaktir. Farkli bilesik gruplari ile sinerjik etkilerinin
konsantrasyon/zaman degiskenleri dikkate alinarak c¢alisilmasi, ayrica kanser
hiicrelerinin proliferasyon ve hiicre oliimii yolaklarindaki farkli gen ve protein

diizeyindeki in-vitro ve in-vivo ¢alismalarin gerceklestirilmesi gerekmektedir.
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EKLER

EK-1. Aurora Kinaz B varyantlar1 ve amino asit dizileri

1.

Aurora kinaz B izoform 1’in aminoasit dizisi NP_004208.2

ORIGIN

1
61
121
181
241
301

2.

1
61
121
181
241
301

magkensypw
ssgtpdiltr
glrreieiqga
meeladalmy
ppemiegrmh
gqdliskllrh

pygrqtapsg
hftiddfeig
hlhhpnilrl
chgkkvihrd
nekvdlwcig
npserlplaq

lstlpgrvlr
rplgkgkfgn
ynyfydrrri
ikpenlllgl
vlcyellvgn
vsahpwvran

kepvtpsalv
vylarekksh
ylileyaprg
kgelkiadfg
ppfesashne
srrvlppsal

Imsrsnvgpt
fivalkvlfk
elykelgksc
wsvhapslrr
tyrrivkvdl
gsva

aapggkvmen
sgiekegveh
tfdegrtati
ktmcgtldyl
kfpasvpmga

Aurora kinaz B izoform 2’nin aminoasit dizisi NP_001243763.1
ORIGIN

msrsnvgpta
ivalkvlfks
lykelgksct
svhapslrrk
yrrivkvdlk
sva

apggkvmens
giekegvehqg
fdegrtatim
tmcgtldylp
fpasvpmgag

sgtpdiltrh
lrreieigah
eeladalmyc
pemiegrmhn
dliskllrhn

ftiddfeigr
lhhpnilrly
hgkkvihrdi
ekvdlwcigv
pserlplagv

plgkgkfgnv
nyfydrrriy
kpenlllglk
lcyellvgnp
sahpwvrans

ylarekkshf
lileyaprge
gelkiadfgw
pfesashnet
rrvlppsalqg

Aurora kinaz B izoform 2’nin aminoasit dizisi NP_001271455.1

ORIGIN

1
61
121
181
241
301

magkensypw
ssgtpdiltr
hglrreieig
imeeladalm
lppemiegrm
agdliskllr

pygrqtapsg
rhftiddfei
ahlhhpnilr
ychgkkvihr
hnekvdlwci
hnpserlpla

lstlpgrvlr
grplgkgkfg
lynyfydrrr
dikpenlllg
gvlcyellvg
gvsahpwvra

kepvtpsalv
nvylarekks
iylileyapr
lkgelkiadf
nppfesashn
nsrrvlppsa

Imsrsnvgpt
hfivalkvlf
gelykelgks
gwsvhapslr
etyrrivkvd
lgsva

aapggkvmen
ksgiekegve
ctfdegrtat
rktmcgtldy
lkfpasvpmg
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EK-2. AminoasitlerinGosteriminde Kullanilan Kodlar,Polarite ve Hidrojen Iyonu

Aktivitesi
Aminoasit 1-Harf 3-Harf Yan zincir Yan zincir asidite veya
polaritesi bazisite
alanin a ala apolar Notiir
sistein c cys polar Notiir
aspartik asit d asp polar Asidik
gliitamik asit e glu polar Asidik
fenilalanin f phe apolar Notiir
glisin g gly apolar Notiir
histidin h his polar hafif bazik
izol6sin i ile apolar Notiir
lizin k lys polar Bazik
16sin I leu apolar Notiir
metiyonin m met apolar Notiir
asparajin n asn polar Notiir
prolin p pro apolar Notiir
gliitamin q gln polar Notiir
arjinin r arg polar kuvvetli bazik
serin S ser polar Notiir
treonin t thr polar Notiir
valin % val apolar Notiir
triptofan w trp apolar Notiir
tirozin y tyr polar Notiir
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EK-3 Immiinokimyasal Antikor Tespiti i¢in Hazirlik ve Uygulama Protokolii

Bu protokol ile aderent hiicrelerde immiinfléresan (IF) boyama lamlar1 —slip lam-
i¢in temizlik ve kaplama hazirligi yapilacaktir. Boyama lamlar1 6 kuyucuklu kiiltiir
plaklarina yerlestirilecek ve daha sonra analiz i¢in mikroskop slaytlarina
yerlestirilecektir. Bir¢ok mikroskop 0,17 mm kalinlifinda lameller ile daha iyi
caligir, bu kalinlik sinyal yogunlugu bakimindan en iyi sonucu verir. Asit temizligi

kirlilik yaratacak toz pargalarini uzaklastirir ve cam iizerine hiicrenin adhezyonunu

arttirir.

1. Slip lamlar1M HCl igerisinde 24 saat inkiibe edilir.

2o 3 kere distile su ile yikanir.

3. 3 kere %95 etanol ile yikanir.

4. 0.1 mg/ml jelatin ya da poly-L-lizin solisyonuna bir raf kullanilarak 5
dakika batirilir.

S. Kiiltiir kabininde hava ile ya da 370C firinda hizlica kurutulabilir.

6. Temiz, kaplanmis ve kuru lamlar kuyucuklara yerlestirilebilir.

7. Daha sonra kabinin UV lambas1 ile 2 saat boyunca plak ve slip lamlar
sterilize edilebilir.

Hiicrelerin Biiyiitiilmesi ve Fiksasyonu
1. Slip lam basma 5x10° hiicre eklenerek bir gece kiiltiire edilir.
2. Kiiltiir mediumu uzaklastirilir ve hiicreler %4 formaldehit veya %10 formalin

ile 10 dakika oda sicakliginda kiiltiir kabininde inkiibe edilir.
3. Fiksatif uzaklastirilir ve kuyucuklara PBS ile ¢ift yikama yapilir.
4. Eger intraselliiler bir epitop goriintiilenecekse hiicre permeabilizasyonu
gerekmektedir.
a. Niikleer/mitokondriyal lokalizasyon: hiicreler %0.5 Triton X-100 igeren PBS
ile 10 dakika inkiibe edilir.
b. Stoplazmik lokalizasyon: hiicreler %0.1-0.5 Tween 20 ¢ozeltisi igeren PBS
ile 10 dakika inkiibe edilir.
5. Permeabilizasyon tamponu uzaklastirilir ve kuyucuklar PBS-T (%0.1 Tween
20) ile 5 dakika yikanir.
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10.

Bloklama ve Primer Antikor Inkiibasyonu

Spesifik olmayan baglanma bolgeleri bloklama soliisyonu ile 1 saat kadar oda
sicakligida bloklanir. Sekonder antikorun elde edildigi canlidan elde edilen
serumdan %10 igeren PBS-T en iyi bloklama soliisyonudur, fakat %1 BSA
iceren PBS-T de kullanilabilir.

Bloklama tamponu uzaklastirilir ve primer antikor bloklama tamponu

icerisinde inkiibe edilir. Ureticinin bilgi sayfalarinda &nerilen antikor

konsantrasyonunauyarak 4°C’de bir gece inkiibe edilir.

Primer antikor uzaklastirilir ve kuyucuklar 3 kere 5’er dakika PBS-T ile
yikanir. Bu ve bundan sonraki basamaklarda hiicrelerin kurumasina miisaade
edilmemelidir.

Sekonder antikor bloklama tamponuna eklenir ve 1 saat boyunca oda

sicakliginda inkiibe edilir. Her plak fluoroforun solmamasi i¢in bu

basamaktan sonra folyo ile kaplanmalidir.

Ikincil antikor uzaklastirilir ve PBS-T ile 5’er dakika 3 kere yikanur.

Tercihli: Cift/Niikleer etiketleme

a. Cift etiketleme: ikinci bir primer antikor kullaniyorsaniz ve uygun
olmayan sekilde ikincil ile eslesiyorsa 2.-5. adimlar tekrarlaymiz.

b. Nikleer etiketleme: Primer antikorlarin uygulanmasindan sonra DAPI
gibi DNA baglanan boyalar ikincil antikorun uygulanmasi beklenmeden
uygulanabilir. Inkiibasyondan sonra 5 dakika PBS ile yikanir.

Bir mikroskop lamina bir damla anti-fade yiikleme tamponu alin. Forseps ile

kuyucuk altondaki slip lam1 ¢ikarin ve fazla PBS’in akmasini saglayin. Slip

lamlar1 ters yiiz sekilde lama yapistirin.

Slip lamlarin kenarlarini kurumay1 énlemek icin temiz tirnak ojesi ile kapatin

ve ojenin kurumasini bekleyin.

Lamlar uygun fliioresans filtre ayar1 ile mikroskop altinda incelemeye

hazirdir. Mikroskop 151g1n1n foto solma dolaysiyla gozlem siiresini kisalttigi

g6z Oniinde bulundurularak her lamin kullanim siiresine dikkat edilmelidir.

Lamlar -20 °C - 40 °C arasinda karanlik bir lam kutusunda muhafaza

edilebilir.
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