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SITOKIN SINYAL BASKILAYICI (SOCS) GENLERININ iFADESININ
METILPREDNIZOLON VE VITAMIN-D3 UYGULANMIS KRONIK
MIYELOBLASTIK LOSEMI (K-562) HUCRELERINDE ARASTIRILMASI

Burcu REYHANI

0z

Losemilerin olusum mekanizmasinda rol oynayan sinyal molekiillerinin
hiicresel iligkileri ve bu molekiiller tarafindan kontrol edilen genlerin ifadelerinin
degisimi ile ilgili yogun bir sekilde hematolojik ¢aligmalar yapilmasina ragmen,
antiproliferatif, apoptotik ve farklilagtirict ajanlarin hangi genler {izerinde etki
ettikleri hala tartismalidir. Bu ¢aligmada, Metilprednizolon (MP) ve Vitamin D3
(VD-3)’lin birlikte kullanimlarinin, K562 hiicre hattinda SOCS genlerinin ifadesi
iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada, K562 hiicrelerine ii¢ farkli zamanda
(6. saat, 12. saat ve 24. saat) 8 farkli doz uygulanmistir. Belirtilen zaman ve doz
araliklarinda, MP ve VD-3’iin SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadesi iizerindeki
etkileri niceliksel gergek zamanli RT-PCR ile 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar
‘Pfaffl’ metoduna gore hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucunda, SOCS-1 ve SOCS-
3 genlerinin ifadesinin, 6. saatte yiiksek doz MP ve diisiik doz VD-3’ilin beraber
uygulandig1 o6rmeklerde en fazla oranda arttigi tespit edilmistir (SOCS-1; 675 kat,
SOCS-3; 1833 kat). Sadece MP’un uygulandig1 6rneklerde orta derecede (SOCS-1;
0.68 kat, SOCS-3; 2.34 kat) artis oldugu belirlenmigtir. VD-3’iin tek bagina SOCS
genlerinin ifadesinde 6nemli bir etki yaratmadigi belirlenmistir. SOCS-1 geninin
ifadesinde en yiiksek doz MP ile en diisiik doz VD-3 birlikte uygulandiginda,
sinerjistik etki gdstererek yiliksek derecede artisa neden olmustur. Calismada, SOCS-
3 geninin ifadesinin SOCS-1’e gore daha fazla ifade edildigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: K562 hiicre hatti, Metilprednizolon, Vitamin D-3, SOCS-1
geni ifadesi, SOCS-3 geni ifadesi

Damsman: Yrd. Dog. Dr. A. Ata OZCIMEN, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana
Bilim Dal1
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THE INVESTIGATION OF SUPPRESSOR OF CYTOKINE SIGNALLING
(SOCS) GENE EXPRESSION IN CHRONIC MYELOBLASTIC LEUKEMIA
(K562) CELLS TREATED METHYLPREDNISOLONE AND VITAMINE D-3

Burcu REYHANI

ABSTRACT

The cellular relation of signal molecules that play roles in the mechanisms
of leukemogenesis, and the change of the gene expression that controlled by this
molecules concerning antiproliferative, apoptotic and differentiation agents were
affected on to the genes is still controversial despite an intensive hematological
studies have carried on some agents. In this study, the effect of methylprednisolone
and vitamin D-3 were co-treated in K562 cells thought to be possible changes on
expression of SOCS genes. In this study, eight combinations of two drugs were
applied in to the K562 cells in three different times (6 hr, 12 hr, and 24 hr). Time and
dose dependent effect of MP and VD-3 on the SOCS-1 and SOCS-3 gene expression
measured by quantitative real-time RT-PCR. The results were calculated according
to 'Pfaffl method’. The result of calculations, SOCS-1 gene expression and SOCS-3
gene expression was strictly high determined in samples co-treated with high dose
MP and low dose VD-3 in 6™ hr (SOCS-1; 675 fold, SOCS-3; 1833 fold). The effect
of MP alone was moderately determined in samples (SOCS-1; 0.68 fold, SOCS-3;
2.34 fold). The effect of VD-3 alone was determined a null significant impact. Apart
from gene expression is dramatically upregulated under the synergistic effect of high
dose MP and low dose VD-3. SOCS-1 gene expression was generally not
upregulated. In this study SOCS-3 gene expression was detected significant
upregulation than SOCS-1 gene expression.

Key words: K562 cell line, Methylprednisolone, Vitamin D-3, SOCS-1 gene
expression, SOCS-3 gene expression

Advisor: Ass. Proffesor A. Ata OZCIMEN, Department of Biology, Universty of
Mersin
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1. GIRiS

Lokositler ¢ekirdekli hiicreler olup, organizmanin savunma sisteminin
elemanlar1 olan beyaz kan hiicreleridir. Cekirdek ve sitoplazma yapilarina gore
graniilositler, monositler ve lenfositler olmak {izere {i¢ gruba ayrilirlar. Graniilositler
ve monositler yalnizca kemik iliginde tretilirken, lenfositler ise az miktarda kemik

iliginde, yogun olarak lenfoid doku ve organlarda iiretilmektedir [1].

Losemi, olgunlasmamis ve blast formda kalmis onciil veya fonksiyonunu
kaybetmis olgun I6kositlerin asir1 ¢ogalmasi seklinde gerceklesir. Hiicreler benzer
gelisim stireci gecirir ve atasal tipten belirgin olarak ayirt edici 6zellikler tasirlar.
1990’11 yillarda 16seminin tek tip hastalik oldugu degil, bunun yerine kendi i¢inde de
iki temel kola ayrilan iki ana bdliimden olustugu sonucuna varilmistir. Bunlardan
biri, kanda ve kemik iliginde farkli 6zellik tasiyan ve ayrica ya olgunlasmamis
miyeloblast formda gerceklesen akut miyeloyid losemi, ya da olgun miyeloyid
formda gerceklesen kronik miyeloyid 16semidir. Digeri de, kan ve kemik iliginde B
ve T lenfoyid kok hiicrelerinin ya da olgun B veya T hiicrelerinin siirekli ¢ogalmasi

ile meydana gelen akut ve kronik lenfositik 16semidir [2].

Orijinlerine ragmen, biitiin 10semi tipleri benzer belirtiler gosterir. Anormal
beyaz hiicreler ¢ogalir veya kirmizi kan hiicrelerinin fonksiyonunu engeller. Beyaz
kan hiicreleri hastaliklarla verimli bir sekilde savasamaz. Losemiyle birlikte, kan
pulcuklarmin fonksiyonunun bozulmasi yasami tehdit eden kanamalara sebep
olmaktadir. Viicudun cesitli kisimlarinda toplanan 16semi hiicreleri kemik veya

eklem bolgelerinde agrilara yol agar [2].

Akut 10semi, hematopoetik siirecin herhangi bir basamaginda normal
miyeloyid veya lenfoyid hiicrelerindeki farklilagmanin durmasi ve hiicrelerin diger
kanser hiicreleri gibi klonal olarak cogalmasi sonucunda olusan bir hastaliktir.
Ancak, bir¢ok solid tiimorlerin aksine, kromozomal translokasyonlar ve inversiyon

gibi olusumlarin da akut 16semiye neden oldugu bilinmektedir [3-4].
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Kronik 16semide, hiicreler kismen olgunlagirlar. Hiicreler normal olarak
goriilebilir ancak, normal lokositler gibi fonksiyon gosteremezler. Akut 16semiye
gore daha uzun bir yasam periyoduna sahiptir ve hastalarin ¢ogu, bircok yil
yasayabilmektedir. Ancak, kronik losemilerin tedavisi akut l6semiye goére daha

agirdir [5].

Kesin nedenleri bilinmemesine ragmen, hem genetik hem de c¢evresel
faktorlerin 6nemli etkisi oldugu diisliniilmektedir. Giiniimiizdeki ¢alismalar 16semi
hiicrelerinin biiylimesini, farklilasmasini ve fonksiyonunu uyaran hiicresel sinyaller
ve bu sinyallerin etkilestigi genetik faktorler {izerine yogunlagmistir. Yapilan
calismalar arasinda, hiicre boliinmesi ve farklilasmasinda diizenleyiciler olarak gorev
yapan sitokin proteinlerinin sitoplazmik tirozin kinazlar siirekli uyarmasi sonucunda
onkojenik sinyal iletimi, doniisiim (transformasyon) gibi maliyn hiicresel olaylarin
olusumu da yer almaktadir. Bu calismada, K562 hiicre hattina MP ve VD-3
ajanlarinin tek basina ve birlikte kullanimlarmin, sitokin sinyal baskilayicilar1 olarak
bilinen sitokin sinyal baskilayici (Suppressor of Cytokine Signalling = SOCS)

genlerinin ifadesi lizerindeki etkileri hedeflenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. HEMATOPOEZ VE LOKOSITLER
2.1.1. Hematopoez

Kan hiicrelerinin 6miirleri sinirli oldugundan siirekli olarak yerine yenilerinin
iiretilmesi gerekmektedir. Kan hiicreleri kok hiicrelerden koken alarak olusur ve bu
stirec ‘hematopoez’ olarak adlandirilir. Hematopoezin olusumunu anlamak biiyiik
onem tasir. Ciinkli hematopoezde olusabilecek hatalar miyeloyid ve lenfoyid kdkenli

l6semilerin olusumuna neden olabilmektedir (Sekil 2.1) [6].

MNormal Hematopoez | . Olzun
o Hiicrelexr
—~ IS
Q—@— @ '
P ity Hii Olizo MNesil o 3
Eel hicre el Prekiirsirler Qﬁ e =3

ik Hiicre Progenittr Hiicre Olzun Hiicre

Sekil 2.1. Hematopoetik kok hiicre gelisimi ve 16semik doniisiimii sirasinda
hiicrelerin kendini yenilemelerinin karsilastirilmasa [7].

Hematopoez, fetus gelisimi boyunca karaciger, dalak, timus ve lenf
diigiimlerinde meydana gelir. Hamileligin son 3 ayindan itibaren kemik iligi (K1) kan
hiicrelerinin merkez {iretim yeri olur. Kirmiz1 Ki i¢inde kan hiicreleri pluripotent kok
hiicrelerinden kdken alir. Pluripotent kok hiicreler birgok hiicre tipine farklilasabilen
hiicrelerdir. Pluripotent kok hiicreler de miyeloyid ve lenfoyid kok hiicrelerine

farklilasir (Sekil 2.2, Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Kemik iligindeki kok hiicre tipleri [6].
Kemik Iligindeki Kok Hiicre Tipleri

Kok Hiicre Islevleri
Tipi

Miyeloid Kirmizi kemik iliginde gelisir

Eritrositler, monositler, makrofajlar, nétrofiller,
eozinofiller, bazofiller ve trombositlerin kokenidir

Lenfoid Kirmizi kemik iliginde gelismeye baslar ancak tam
farklilagsma lenf dokularinda (lenf diigtimleri, timus,
dalak) olur

B ve T lenfositlerinin kokenidir

Miyeloid ve lenfoid kok hiicreler bu donemden sonra progenitdr (Onciil)
hiicrelere farklilagir. Progenitor hiicreler kanin 6zellesmis elemanlarma farklilagsma
gosteren hiicrelerdir. Bundan sonraki asamalarda ‘blast’ hiicresi olarak bilinen
prekiirsor (Onciil) hiicrelerin birka¢ hiicre boliinmesiyle kanin terminal farklilasan

elemanlari olusur (Sekil 2.2) [6].
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Sekil 2.2. Hematopoetik kok hiicreden kanin sekilli elemanlarin olusumu [6].

2.1.2. Lokositler

Cekirdekli kan hiicreleridir. Genellikle viicudu enfeksiyona kars1 korumada,

o6li veya hasarli hiicrelerin uzaklastirilmasinda rol alirlar. Sitoplazmalarinda graniil

bulunup bulunmamasia gore iki ¢esit 16kosit vardir:

e Qrantilositler

e Agraniilositler (Cizelge 2.2) [6].
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Cizelge 2.2. Lokosit tipleri

Lokosit Tipleri
Hiicre Tipi Ozelligi Fonksiyonlar
Graniilositler
Notrofiller Lokositlerin yaklagik Mikroorganizmalari ve artiklari
%355’1ni olusturur fagositoz yoluyla yok eder
Eozinofiller Lokositlerin %1-4’{inii Fagositoz yapar, ayrica enflamasyon
olusturur (yang1) ve alerjenlere kars1 agir1
duyarlilik reaksiyonlarinin
diizenlenmesinde rol alir
Bazofiller Lokositlerin %1’inden Yaralanma ya da enfeksiyonda
azin1 olusturur lokal yang1 reaksiyonunu arttirir,
notrofilleri buraya ceker, alerjik
reaksiyonlar1 baglatir
Agraniilositler
Monositler ve | Birlikte 16kositlerin %3- Fagositozda gorevlidir ve dogal
makrofajlar 7’sini olustururlar. bagisiliga (innate) yanitta antijenleri
Monositler olgunlasmamis | lenfositlere sunar
makrofajlardir
Lenfositler Lokositlerin %36’sim1 B hiicreleri: Enfeksiyon ya da toksik
olusturur maddelere diren¢ durumu saglayan
antijenlere baglanan antikorlar yapar
Cogu kan dolagimindan
ziyade lenf dokusunda T hiicreleri: Enfeksiyon ya da toksik
bulunur maddelere direng saglayan
antijenlerin ifade edildigi hiicrelere
saldirir
Dogal katil hiicreler: Bazi timor
hiicrelerini ve viriisle enfekte edilmis
hiicreleri oldiiriir
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2.2. Losemi

Losemi kemik iligi ve kan kanseri olarak adlandirilmaktadir. 19. yy’da
Avrupali hekimler, beyaz kan hiicrelerinin 6nemli oranda arttigi hastalar
gozlemlediklerinde bu hastaligi ‘beyaz kan’ olarak adlandirmiglardir. Daha sonraki
calismalarda da anlami ‘beyaz’ olan Yunanca’da ‘Leukos’ kelimesini, ‘kan’
anlammna gelen ‘haima’ kelimesiyle birlestirerek  ‘leukemia (16semi)’ olarak

isimlendirmislerdir [8].

Hiicre tipine gore losemiler ‘miyeloid’ ve ‘lenfositik’ olarak ikiye
ayrilmaktadir. Miyeloid ve lenfositik 16semilerin her biri ‘akut’ veya ‘kronik’ olarak
ilerlemektedir. Bu 6zelliklerine gore l6semiler dort gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.3)
[8]:

1. Akut Lenfositik (Lenfoblastik) Losemi (ALL)

Akut Miyeloyid Losemi (AML)
Kronik Lenfositik Losemi (KLL)
Kronik Miyeloid Lésemi (KML) [9].

Eall

Sekil 2.3. Losemi tipleri [2].
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AML ve ALL’de hiicreler normal fonksiyon gosterememektedir. Ayrica
kemik iliginde normal hiicrelere yer birakmaz ve bu yiizden kemik iliginde yeni
olusan normal hiicrelerin sayisinda azalma goriilir. Bu durum kirmizi kan

hiicrelerinin azalmasiyla sonuglanir (anemi) [9].

KML’de hiicreler neredeyse normal hiicreye benzer fonksiyon gdsteren kan
hiicreleri (eritrositler, 16kositler ve kan pulcuklari) yapar. Alyuvarlarin sayisi
genellikle normalin altindadir ve anemiye neden olur. Ama bir¢ok akyuvar ve bazen
de kan pulcugu iiretimi devam etmektedir. Akyuvarlarin ¢aligmalart normale yakin
olsa da sayilan yiiksektir ve artmaya devam etmektedir. Hasta tedavi edilmezse bu
durum ciddi problemlere neden olabilir. Eger tedavi yapilmazsa, beyaz hiicre sayisi

kan akisini yavaglatacak kadar yiikselebilir ve siddetli anemi gelisir [9].

KLL’de 16semi hiicresi fonksiyon gostermeyen ¢ok sayida lenfosit olusturur.
Bu hiicreler kemik iligi ve lenf nodlarindaki normal hiicrelerin yerini alir.
Lenfositlerin normal ¢alismasina miidahale eder ve bu nedenle hastanmn immiin
cevab1 zayiflar. Kemik iliginde bulunan ¢ok sayida losemi hiicresi normal kan
hiicrelerini sikistirir ve anemiye neden olur. Ayrica kemik iliginde olusan ¢ok sayida
losemi hiicresi beyaz kiire (notrofil) ve trombosit sayilarinin diismesine de neden

olmaktadir [9].

Erigkinlerde en sik goriilen tipler AML ve KLL’dir. ALL ldseminin
cocuklarda en yaygin goriilen seklidir [9].

Sitogenetik c¢alismalarda losemilerin yaklasik yarisinda sik tekrarlayan
translokasyonlar, inversiyonlar ve delesyonlar seklinde kromozom anormalliklerinin
bulundugu tespit edilmistir. Etkilenen bdlgelerde bulunan genler incelendiginde

hematopoetik sistemin gelisimi ve normal islevi sirasinda oldugu belirlenmistir [10].

Losemilerin molekiiler biyolojisi hakkinda bu giine kadar yapilmis olan

calismalar sonucunda su genel bilgiler yapilmistir; [10]
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» Somatik dokularda kromozom anomalisi sonucu gen ifadesi kontrol
mekanizmalarinin  bozulmast ya da kesilmesiyle ©6zel bir hematopoetik

farklilagma hattinin gelisimi 16semiyle sonuglanabilir.

» Gen diizenlenmesinin kesilmesi ya da bozulmasiyla olusan 16semi hiicrelerinde
farkli kromozomlardaki genlerin birlesmesiyle kimerik gen bdlgelerinin oldugu
da tespit edilmistir. Bu gen bdolgelerinin maliyn doniisiimiine etken olabilecegi

tespit edilmisgtir.

» Hicrede normal transkripsiyonu kontrol eden bir genin baska bir genin
kontroliine girmesiyle olusan anormal gen aktivasyonlar1 gerceklesmektedir.
Bunun sonucunda lenfositte kromozomal translokasyonlar meydana gelir ve gen
ifadesinin kontrolii bozulur. Ayrica nokta mutasyonlari, gen delesyonlarn ve
epigenetik degisiklikler de 18seminin baslamasi ya da ilerlemesinde etkili

olabilmektedir.

» Losemiler monoklonal (tek bir hiicreden) g¢ogalirlar. Translokasyonlarin bir
kismi, hematopoetik farklilasmada rol oynayan transkripsiyon faktorlerini etkiler

ve boylece diger normal hiicrelerin farklilagma mekanizmasi1 durdurulur.

» Bazi 16semiler, 16semiye farklilagsmis “l6semi kok hiicreleri”nden gelismektedir
(Sekil 2.4.) [10].
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Sekil 2.4. Losemi hiicrelerinin 16semi kdk hiicrelerinden gelisimi [11].

2.2.1. Kronik Miyeloyid Lésemi

Kronik miyeloyid 16semi miyeloid, eritroid ve megakaryositik hiicrelerinin
¢ogalmasiyla olusan klonal bir hastaliktir [15]. Kemik iliginde asir1 ¢ogalma,
periferal kanda olgun miyeloid hiicrelerden olusan yiiksek lokosit sayisi ile
karakterize edilmektedir [12]. Akut I6semide goriilen patolojik durumun aksine,

kronik miyeloid 16semi hiicreleri farklilasma yeteneklerini kaybetmemislerdir [12].

KML terimi bugiine kadar; kronik graniilositik l6semi, kronik miyelojen
16semi ve kronik miyelositik 16semi olarak da isimlendirilmistir. KML
aragtirmalarinda en O6nemli olay, Nowell ve Hungerford tarafindan 1960 yilinda
Philadelphia kromozomu’nun bulunmasi olmustur. ilik hiicrelerinde G grubu
kromozomda (9. kromozom) uzun kolun biiyiik parg¢asinin koparak kayboldugunu
tanimlamis, ancak kopan parcaya ne oldugunu anlayamamislardir [14-15]. Rowley
1973 yilinda yaptig1 bir calismada giemsa boyama yaparak, kromozom bantlama
yontemi ile 9. kromozomdaki kopan parganin kaybolmadigini 22. kromozomun uzun
koluna transloke oldugunu belirtmistir. 1980°1i yillarda bu translokasyon sonucunda,

210 kd’luk bir onkoproteinin iretildigi tespit edilmistir (Sekil 2.5) [16]. Bu

10
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onkoprotein hiicresel cogalmayr olumsuz yonde etkileyen proteinleri fosforile
etmektedir. Ozellikle de miyeloid hiicre dizisi boyunca, farklilasan hiicrelerin
farklilasma mekanizmasin1 etkileyip hiicrelerin ¢ogalmasma ve KML hiicre
klonlarinin artmasma neden olmaktadir. Bu proteinler hiicrenin bir takim

ozelliklerini degistirip hiicrenin apoptozunu inhibe etmektedir [17-18].

S oa e b2 b3 23 ¥
ber + $ $
m-BCR M-BCR p-BCR
k] 9
S B 1A 2234 56 7809101 3
c-abl

A A

breakpoints

el b1* a2 a3 11
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Sekil 2.5. Ber ve Abl genlerinin molekiiler yapisi ve p210 onkogeninin olusumu [19].

p210bcr-abl

Bcer-abl kimerik onkogeni ras, MAP kinaz, STAT ailesi, PI3 kinaz gibi ¢coklu
sinyal iletim yolaklariyla etkilesmektedir [18].

KML hastalarinda normal hematopoetik kok hiicreleri hayatta kalmaktadir,
ancak KML hiicrelerinin ¢ogalmasi sonucunda bu hiicrelerin hiicre dongiisiiniin Gy
fazinda dinlenme durumuna gecebildikleri diistiniilmektedir. Belirli kosullar altinda
bu hiicrelerin ¢ogalmaya gidebildikleri bilinmektedir ve bu nedenle otolog kdk hiicre
naklinde 6nemli olmaktadirlar (otolog kok hiicre: canlinin kendisinden alinan kok

hiicre) [13].
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2.2.1.1. KML’de klinik fazlar

KML’de hastaligin baslangici ve seyrine gore; baslangic (kronik) faz,
hizlanmig (accelerated) faz ve blast faz olmak ilizere ii¢ klinik faz karakterize

edilmistir [3, 13, 21]:

1. Kronik Faz: Baglangic faz olarak da bilinir. Kronik fazda genellikle kemik iligi
ve kanda miyeloyid oOnciil hiicrelerinin sayisi énemli derecede artmaktadir [3].
Hastalarin %90’1indan fazlasi erken kronik fazda teshis edilebilmektedir. Kan miktari
genel olarak sabit olup, blast hiicrelerinin kemik iligi ve kandaki miktar1 genel olarak
%5’1n altindadir. KML’nin ilk teshis edildigi donemlerde, insanlarin ¢cogunda dalak
biiylimesi ve beyaz kan hiicrelerinin miktarinda artis goriilmektedir [20]. Bazofil ve

eozinofil sayisi artar. Trombosit sayis1 normal veya artmis olabilir [3, 22].

2. Hizlanmis (Akselere) Faz: Kronik faz genellikle 2-4 yil sonra akselere veya
blastik faza geger [19]. Kemik iligi veya periferik kanda blast sayist %10-19

arasindadir. Tedaviye ragmen dalakta biiylime ve 16kosit sayisinda artig gozlenir.

3. Blast Faz: En son agamadir. Blastik kriz olarak da bilinmektedir. Kemik iligi ve
kanda blast hiicrelerinin sayisinin hizli bir sekilde artmasina bagh olarak, hastalik
hizli bir sekilde ilerlemektedir. Normal kan hiicrelerinin liretiminin diismesi ve
kanamalarin artmasiyla anemi olusur. Blast hiicreleri dalakta, lenf diigimlerinde,
deride ve merkezi sinir sisteminde birikebilir [21]. Bu fazdaki hiicreler kemoterapiye
oldukca direnglidir. Ayrica kok hiicre nakli 6nemli bir yarar saglamamaktadir ve 5
yila kadar yasama olasilig1 yaklasik olarak % 6’dir. Blast donemi daima oldiiriicii

olmaktadir [22].

Bazi hastalarda kronik fazdan hizlandirilmis faza ve en son olarak blastik faza
gecis goriiliirken, hastalarin %20-25’inde hizlandirilmig faz goriilmeden blastik faza
gecis gozlemlenmistir. Hastaligin ilerlemesiyle birlikte hastalarin %50-75’inde Ph
(Philadelphia) kromozomunun disinda, farkli kromozomal degisimler de

goriilmektedir. Ornek olarak; trizomi 8, trizomi 19 gibi [22].
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Deininger ve ark. Bcr-Abl onkogeninin siirekli olarak, hematopoetik
hiicrelerin doniisiimiine neden olan protein tirozin kinazi aktive ettigini tespit

etmiglerdir (Sekil 2.6) [23].

A Normal Hematopoez B Kronik Faz KML C Blast Kriz KML
/ i]:imiVll.rglm
G ‘@
@c ,:?;: wsc OR

l BCR-ABL * BoRABL (% pp 1
@ &®

Miyelayid (nciil Hidcreler Miyeloyid Onciil Hiicreler GMP

A VAN
v

Tiundrojenik Glmayan
) Blast Hiicreler

°
00
(e}

° .\—f
‘ @ 000
6] Farklilasmanin
Durdurulmas;

o 'y © ®

Aktive olan Beta Katenin Kendini Yenileme EKnmun Kan Hiteresi Graniilosit Tromhbosit

Sekil 2.6. Kronik faz-blastik faz KML ve normal hematopoez arasinda kok
hiicre gelisiminin karsilastirilmasi. HSC; hematopoetik kok hiicre [23].

2.3. JANUS KINAZ AILESI — SINYAL ILETICILER VE TRANSKRIPSIYON
AKTIVATORLERI

Janus kinaz (JAK ) / Sinyal ileticiler ve transkripsiyon aktivatorleri (Signal
transducers and activators of transcription = STAT) yolu dis etkenlere karsi
hayvanlarda metabolizmanin korunmasi (homeostaz) ve hayvanlarin gelisimi igin
cok sayida sinyal ile iliskili olan karmasik bir sinyal iletim yoludur. Sitokinler ve

biiylime faktorleri i¢in temel bir sinyal mekanizmasini olusturmaktadir [24].

Hiicresel diizenleyici proteinler olan sitokinler c¢esitli uyarilara karsi cevap

olarak 06zel hiicreler tarafindan salgilanarak hedef hiicrelerinin davranisini
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etkilemektedirler. Sitokinler hiicre boéliinmesi ve farklilasmasinin kontroliinde,
hematopoez ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde, yaralarin iyilesmesinde,
kemik sekillenmesi ve hiicresel metabolizmanin degistirilmesinde rol oynamaktadir

[25].

Sitokinler baslica alt1 ana gruba ayrilir:

1) Biiyiime faktorleri (Epidermal biiytime faktorii, EGF; Trombosit orijinli
biiyiime faktorii, PDGF; insiilin benzeri biiyiime faktorii-1, IGF-1; Insiilin
benzeri biiylime faktorii-2, IGF-2; Sinir biliylime faktorii (NGF); Asidik
fibroblast biiyiime faktorii, aFGF; Bazik fibroblast biiylime faktorii, bFGF;
Norolokin; Hepatosit biiytime faktorii, HGF v.b.) [25].

2) Lenfokinler (Interlokin-1a, IL-1a; II-1b; IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7;
IL-8; IL-9; IL-10; IL-11; IL-12; IL-13; IL-14; IL-15,...,37) [26].

3) Koloni uyarici faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni tesvik eden faktor, GM-
CSF; Graniilosit-CSF; Multi-CSF; Eritropoetin, EPO; Ldsemi inhibitor
faktor, LIF)

4) Transforme edici biiyiime faktorleri (TGF-a; TGF-b)
5) Timor nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-b)

6) Interferonlar (IFN-a; IFN-b; IFN-g) [25].

Janus kinazlar hiicre yiizey reseptorlerine bagli olan sitoplazmik tirozin
kinazlar1 olusturmaktadirlar. Bugiine kadar memelilerde doért farkli janus kinaz
oldugu saptanmistir: JAK-1, JAK-2, JAK-3, ve TYK-2. Sitokinlerin reseptorle
etkilesimi sonucu reseptorlerde dimerizasyon veya oligomerizasyon gerceklesir ve
bunun sonucunda JAK’lar otomatik olarak fosforillenir ve STAT molekiilleri olarak
bilinen ve sitosolde bulunan transkripsiyon faktorlerinden iki tanesi sitosolden gelip
janus kinazlara baglanir. STAT proteinleri, yapilarindaki SH2 (Src homoloji
bolgesi) ile JAK’larim korunmus Tyr bolgesine baglanarak fosforillenir.

Fosforillenmis iki STAT molekiili de bu reseptorden ayrilir ve SH2 bolgeleri
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araciligiyla birbirine baglanip ¢ekirdege dogru hareket ederek sitokin yanit
bolgelerinde bulunan DNA yanit gen elementlerine baglanarak transkripsiyonu

baslatir (Sekil 2.7) [24, 27-28].

sitokin reseptorler sitokin

e E sitozoL

=
o
%3
> c——

P
in\ Gen diizenleyici proteinler
P A

sitokin yanit

DA,

+
| Hedlef gen transkripsiyonu

elementi

Sekil 2.7. JAK/STAT Mekanizmasinin Isleyisi [27].

Bugiine kadar yedi STAT molekiili tanimlanmistir: STAT-1, STAT-2,
STAT-3, STAT-4, STAT-5a, STAT-5b ve STAT-6 [24, 27-28].

STAT proteinlerinin bir N-u¢ oligomerizasyon bolgesi, SH2 ve SH3 bdlgesi,
DNA baglama bolgesi ve C- ug transaktivasyon bdlgesi bulunmaktadir [24, 27-28].

STAT’lar hiicre icinde birbirine zit olaylara aracilik edebilmektedirler.
Apoptozu uyarabildikleri gibi hiicrenin cogalmasini da uyarabilmektedirler. Ornegin
interferon molekiiliiniin hiicre ¢ogalmasim durdurucu etkisinde STAT1 proteini
gorev alirken, STATS de IL-3 molekiiliiniin hiicre ¢ogalmasi iizerindeki etkisine

yardimci olmaktadir [29].

STAT proteinlerinin hiicresel doniisiimde ve onkogenezde de rol aldiklar

bilinmektedir. Ciinkii STAT’larin hiicre dongiisii kontrol noktalarinda, DNA
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tamirinde énemli rollerinin oldugu bilinmektedir. Immiin yamitta da anahtar rolleri
vardir. STAT sinyalindeki herhangi bir hata, tiimoér gelisimine neden olabilmektedir
[30].

Primer kanserlerde ve tiimor kokenli hiicre hatlarinda STAT proteinlerinin
stirekli olarak forforile edildigi belirtilmistir. Baz1 tliimoér kokenli hiicre hatlarinda
ozellikle de STAT-3, transforme fenotipin korunmasinda gerekli olmaktadir. STAT-
5 molekiilii 6zellikle de losemi ve lenfomalarda yaygin olarak goriilmektedir.
BCR/ABL fiizyon geninin olusumundan sonra ABL genine bagli olarak, STATS’in
siirekli aktive edildigi gozlenmistir [31]. Bunun bir sonucu olarak JAK-STAT

mekanizmasi siirekli olarak agik kalmaktadir [32].

2.4. SITOKIN SINYAL BASKILAYICILARI

Hiicrede birgok sitokin sinyal iletiminin kisitli oldugu acik¢a bilinse de,
diizenlenmesinin altinda yatan mekanizmalar iyi anlagilamamaktadir. Sitokin
aktivitesindeki en Onemli sinirlama, sitokinin kendi diizenlenme iiriini ile

saglanabildigi diistiniilmektedir [33].

JAK/STAT mekanizmasi ile olusan sitokin sinyal iletimi kismi olarak, sitokin
sinyal baskilayict genler olarak (SOCS) veya sitokin uyaran SH2 proteinleri (CIS)
olarak bilinen endojen JAK kinaz inhibitdr proteinleri tarafindan diizenlenmektedir

[34].

Bugiine kadar SOCS ailesinin tanimlanmis 8 {iyesi bulunmaktadir: SOCS-1,
SOCS-2, SOCS-3, SOCS-4, SOCS-5, SOCS-6, SOCS-7 ve CIS (Sitokin uyaran Src
homoloji-2 proteini). Bunlardan CIS, SOCS-1, SOCS-2 ve SOCS-3 6zellikleri en iyi
aragtirtlmig olanlaridir. Sekil 2.8.”de belirtildigi gibi SOCS proteinlerinin her birinde
SOCS kutusu olarak adlandirilan bir C-terminalinde yer alan “40-amino asit
modiilii”, merkezi bir SH2 domaini ve ¢esitli uzunlukta N-terminal domaini

bulunmaktadir [35-36-37].
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Sekil 2.8. SOCS protein ailesi. Literatiirde yer alan alternatif isimleri: JAB, Janus
kinaz baglayict domain; NAP4, Nck Ash ve fosfolipaz-C baglayici protein; SH2, Src
homoloji domaini; SSI, STAT tarafindan uyarilmis STAT inhibitori. SOCS
proteinleri SH2 domaini ve SOCS kutusu bakimindan benzerlik gosterseler de
benzerlik oranlar1 farklilik gostermektedir. SOCS-1 ve SOCS-3 proteinlerinde kinaz
inhibitor bolgesi (K) bulunmaktadir [35].

oy WL Klasik SH2 Domain il il
| |

SH2 domain Elongin B Elongin C
Cullin-5
REX2
E2 ligase

Sekil 2.9. SOCS proteinlerinin yapisi, KIR (K): Kinaz inhibitdr bolgesi (Kinase
Inhibitor Region)

SOCS kutusu, elongin B ve elongin C, cullin-5, yiiziik-kutu-2 (RBX2) ile
etkilesime girmekte (Sekil 2.9) ve boylece, etkilestikleri proteinlerin par¢alanmasina

neden olmaktadir [38, 72].

SOCS proteinleri normalde aktif degildirler. Ancak stirekli aktif JAK-STAT
sinyali sonucunda g¢ekirdekte hizli bir sekilde transkribe olurlar ve JAK-STAT

mekanizmasini durdurmaya yonelik aktive olurlar [34].
SOCS proteinleri ya JAK’a baglanarak JAK aktivitesini durdurur ya da STAT

molekiillerinin baglanmasi gereken bolgelere baglanarak sinyal iletimini durdururlar

(Sekil 2.10) [39].
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Sekil 2.10. JAK-STAT sinyal yolunun SOCS proteinleri tarafindan diizenlenmesi
[36].

2.4.1. SOCS-1 ve SOCS-3 Proteinleri ve Mekanizmalari

2.4.1.1. SOCS-1 proteini

SOCS-1 proteini, JAK-baglanan protein (JAB), STAT tarafindan uyarilmis
STAT inhibitorii-1 (STAT-induced STAT inhibitor-1=SSI-1) olarak da
isimlendirilmektedir. STAT-1, STAT-3 ve STAT-6 baglama bolgesi bulunmaktadir
[38].

SOCS-1 geni SH2 domainiyle JAK’1n tiim iiyelerine baglanabilir ve tirozin
kinaz aktivitesini inhibe eder. SOCS-1’in N- terminal domainindeki “K” bolgesi
JAK’m psoddo-substrat inhibitér bolge sekansi ile homoloji gosterir. Bu bolge JAK

aktivasyon bolgesine baglanir ve JAK’m katalitik aktivitesini durdurmaktadir (Sekil
2.11) [34-35].
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Sekil 2.11. SOCS-1 geninin genel olarak etkilestigi reseptorler ve
aktivasyonu [38].

In vitro c¢aligmalarda IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-12, IFNy, eritropoetin,
graniilosit-koloni tesvik edici faktdr (G-CSF), graniilosit monosit koloni tesvik edici
faktor (GM-CSF), 16semi inhibitor faktor, prolaktin, biiyiime hormonu (GH) gibi
cesitli molekiiller tarafindan SOCS-1 geninin uyarildig1 tespit edilmistir. Yine bu
molekiillerin devamli olarak uyardigi sinyallerin de SOCS-1 tarafindan

durdurulabilecegi diisiiniilmiistiir [40].

Yapilan ¢aligmalarda transgenik farelerin T hiicrelerinde siirekli aktif olan
SOCS-1 geninin ¢oklu sitokin sinyallere yaniti durdurdugu belirlenmistir. SOCS-17/
farelerin karaciger hiicrelerinde yaglarin bozunmasi ve bazi organlarda hematopoetik
birikim oldugundan dolay1 bu farelerin dogumdan yaklasik {i¢ hafta sonra oldiikleri
tespit edilmistir. Lenfoid organlarda da lenfositlerin apoptozunu hizlandirmasi ve
periferal kan dolasiminda lenfositlerin azalmasi sonucunda lenfopeninin olustugu
tespit edilmistir. Bu hastaliklarda IFNy’ya kars1 duyarliligin arttig1 belirlenmistir [35,
41].

SOCS proteinlerinin aktivitelerinin diizensiz olmasi bir takim hastaliklarin
baslamasima neden olabilecegi gibi, SOCS genlerinin islevinin degismesi potansiyel
terapotik secenekler de saglayabilir. Ornegin; akut lenfoblastik 1dsemi gibi
hematolojik hastaliklarda JAK-STAT mekanizmasinin siirekli olarak aktif oldugu
bilinmektedir. Bu tip hastaliklarda JAK-STAT sinyal iletiminin 12. kromozomda

bulunan TEL (Translocation ETS Leukemia: ETS 16semi translokasyonu) geni ile 9.
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kromozomda bulunan JAK2 genlerinin translokasyonu ile olusan TEL-JAK?2 fiizyon
bolgesi tarafindan siirekli olarak uyarildigi ve bunun sonucu olarak STAT-5
molekiiliniin devamli aktif oldugu tespit edilmistir. Kamizono ve ark. Ba/F3 (6nciil
B hiicre hattindan koken alan 6liimsiliz miirin) hiicrelerinde SOCS-1 proteinindeki
SOCS kutusunu genetik olarak modifiye etmislerdir. SOCS-1’in bu sekilde TEL-
JAK2 fiizyon proteinini proteozomal olarak parcaladigi goriilmiistiir. Ayrica
hiicrelerin apoptoza girdigi de tespit edilmistir. Bunun sonucunda da bazi lenfoid

maliynlerde tedaviye yonelik yarar saglayabilecegi diisiiniilmiistiir [35, 42-43].

2.4.1.2. SOCS-3 proteini

Sitokin reseptorii lizerinde Janus kinaza yakin bir bolgeye baglanarak JAK’1n
aktivitesini durdurmaktadir (Sekil 2.12). Ayrica JAK2 genine de baglanabilmektedir
ancak SOCS-1 genine gore daha zayif baglanmaktadir. SOCS-3 geninin promoter
bolgesinde STAT-1 ve STAT-3’e baglanan bir element bulunmaktadir [40].

gpl130, G-CSFR, s ol
IL-12R leptin R Hipotetik Model

Sekil 2.12. SOCS-3 geninin genel olarak etkilestigi reseptorler ve
aktivasyonu [38].

STAT-5b’nin de SOCS-3’iin ifadesinde diizenleyici oldugu belirlenmistir.
STAT-5b’nin hatali olarak calistig1 farelerde karacigerde biiylime hormonu
tarafindan uyarilmis SOCS-3 mRNA’sinin ifadesinin azaldigi goriilmiis ve STAT-
S5b’nin  SOCS-3 promoter bdlgesindeki STAT-1 ve STAT-3 elementine
baglanabildigi tespit edilmistir [40].
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2.5. K562 HUCRE HATTI

K562 hiicre hatti, eritroid hiicrelerinin farklilagmasinda in vitro deney
calismalarinda en iyi bilinen bir hiicre hattidir. Lozzio ve Lozzio tarafindan, K562
hiicre hatlarinin blast donemindeki bir KML hastasinin plevral sivisindan gelistigi
belirtilmistir [44]. K562 hiicre hatti standart hiicre biiyiime kosullar1 altinda diisiik
oranda hemoglobin hiicreleri sentezler. Ancak hemin, sitozin arabinozit, biitirik asit
ve 5S-azasitidin gibi ¢esitli bilesenlerle muamele edildiginde eritroid farklilasma
gerceklesmektedir. Boylece, K562 hiicre hattt embriyonik ve fotal globin genlerinin
ifadelerinin diizenlenmesinde molekiiler ¢alismalarin yani sira farklilagtiran yeni
bilesenlerin tedavi edici 6zelliklerinin tanimlanmasinda ve anti tiimor ilaglarin

gelistirilmesinde ¢ok kullanigh bir model olusturmaktadir [45].

2.6. NUKLEER HORMON RESEPTORLERI ve STEROIDLER

2.6.1. Niikleer Hormon Reseptdrleri

Niikleer hormon reseptor ailesi steroid hormonlar, retinoik asitler, tiroid
hormonlari, yag asitleri, lokotrienler ve prostaglandinler gibi molekiilleri

kapsamaktadir [28, 46].

Niikleer  reseptorler  transkripsiyonel — diizenleyicilerin  ¢ogunlugunu
olugturmaktadir. Homeostaz, iireme, gelisim ve metabolizma gibi ¢ok c¢esitli
fonksiyonlar1 diizenlemekle beraber, asil fonksiyonu baskilama, baskilamayi
kaldirma ve transkripsiyon aktivasyonu ile iligkilidir [46]. Kiiciikk lipofilik
molekiillere baglanarak gen ifadesini diizenlerler. Bu proteinler sitoplazma ve
cekirdekte bulunan transkripsiyon faktorleridir. Steroid hormonlar, tiroid hormon,
vitamin A ve D’den olusan hormonlar gibi niikleer reseptor ligantlari lipofilik
ozelliktedir. Ligantlar bu 6zelliklerinden hiicre zarimi difiizyon yolu ile gecerler ve
sitoplazma veya ¢ekirdekte bulunan reseptorlerine baglanmaktadir. Genlerin kontrol
bolgelerinde bulunan DNA elementlerine baglanarak bu genlerin transkripsiyonunu

etkileyerek hormonal sinyali gen ifadesi diizeyinde degistirmektedirler [28].
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Niikleer reseptorler degisken bir N-u¢ bolgesi, korunmus bir DNA baglama
bolgesi, degisken bir mentes bolgesi, korunmus bir ligand baglama bolgesi ve
degisken bir C ug bolgesi icermektedir [46-47]. DNA’ya baglanan bolge hormon
yanit elementleri olarak bilinen 6zgiil DNA sekanslarina baglanir ve yiiksek olarak
korunmus iki ¢inko parmak modelinden olusmaktadir [48]. Ayrica niikleer
reseptorlerin dimerizasyonundan sorumludur [46]. Liganda baglanan bolge hormon
tanimlayicidir ve fizyolojik yanit olusturur. Liganda baglanan bolge molekiiler bir
saat gibi diisiiniiliir ve bu bolgeye ligand baglandig1 zaman reseptorii transkripsiyonel

olarak aktif duruma getirir [49].

Niikleer hormon reseptorleri gen ifadesini DNA diizeyinde kontrol
edebildiklerinden kanser gibi bircok hastaliklarda, organizma gelisiminde ve temel
hiicresel olaylarda 6nemli roller oynamaktadir [47]. Ayrica, ilag tasarimu ile kolayca
degistirilebilir kiiglik molekiillere baglanabildiklerinden umut verici hedefler

olusturmaktadir [46].

2.6.1.1. Steroidler ve Mekanizmalari

Steroid hormonlar niikleer hormon reseptor ailesinin alt grubudur. Steroidler

lipofilik molekiillerdir ve kolesterolden kdken alirlar.

Viicut igerisinde Steroidler;

Adrenal kortekste — glukokortikoidler, mineralokortikoidler ve adrenal
androjenler,

Testislerde — Testikiiler androjenler ve Ostrojen,

Ovaryum ve plasentada — progestajenler veya progestinler ve dstrojen

olarak sentezlenirler [48].

Steroid hormonlarin hepsi hiicre icerisinde bir¢ok fizyolojik ve patolojik
olaylar diizenleyici faktorler olarak gorev alir [48]. Ayrica bazi siklin ve siklin
bagiml kinaz inhibitorlerinin ifadesini de diizenlediklerinden hiicre boliinmesini de

kontrol etmektedirler. Hedef genlerin ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan
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transkripsiyon faktorleri gibi davranmaktadirlar [50]. Hiicre farklilagmasinda

potansiyel diizenleyiciler olarak da gorev almaktadirlar [49].

Steroid hormonlar kan plazmasinda ‘Steroid Bagli Protein’lerle veya
albuminler gibi 6zgiil olmayan proteinlerle tasinmaktadirlar. Lipofilik 6zelliklerinden
dolayi, hiicre zarmdan kolaylikla gecerek steroid hormon reseptorlerine
baglanmaktadirlar [48, 51]. Aktif reseptdér hormon bilesigi ¢ekirdek igine transfer

olur ve kromatine baglanarak mRNA ve protein sentezini baslatmaktadir [51].

Steroid hormonlar reseptorlere baglanmadiginda, reseptorler birbirlerine bagh
bir kompleks olusturmaktadir. Bu kompleks igerisinde 1s1 sok proteinleri olarak
bilinen ‘saperon proteinleri’ de yer almaktadir. Saperonlar, proteinlerin katlanmasina
yardimci olur ve reseptorii korur. Ayrica saperonlar steroid hormon reseptdrlerinin
aktivasyonu i¢in gereklidir. Steroid hormonlar reseptore baglandiginda saperonlar
reseptorden ayrilmaktadir. Steroid hormon ligant-reseptér kompleksi, kromatinde
organize olmus ve hormon yanit elementi olarak da isimlendirilen DNA sekans
bolgelerine baglanarak kromatin diizenlemelerini baslatmaktadir. Boylece genlerin
transkripsiyonunu baskilayici veya aktive edici sinyallerin iletimi saglanmis

olmaktadir (Sekil 2.13) [48].

23



Reyhani, B. 2011. Sitokin Sinyal Baskilayict (SOCS) Genlerinin Ifadesinin Metilprednizolon ve Vitamin D3 Uygulanmis Kronik
Miyeloblastik Lésemi (K562) Hiicrelerinde Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Diogal Steroid

Konf | alarak
Konformusycnsl Olsl Fenallil, 1-o0man e

Kisitlayan Analod
Kazandiran Analogu (U o =
:. j . i j
u

- u
u
u
]
- :
T a Y
'7 Feszeptir k_—/ilf Feseptir
Celardek Plazma Zan

Ligand-Reseptir
Kompleksi
@: @ Ligand-Reseptir
F e

b ¢ X

MAPK Kinaz cAMP T ‘
Aldivasyonu PKC 1
Ca2+ Kanallan

N

[Agik]
N A\ N\
V/A\V/A\V/A DA l
l Gen Ifadesi e e e
Crosstalk

Upregilasyon Downregilasyon

| )

Protein Sentezi .
(Dalalealar, saatler we ganler) (Saniyeler-Dakilalar)

I—; Biyolojiks Yamt 4—'

Sekil 2.13. Steroid hormonlar araciligiyla biyolojik yanit olusumu. cAMP; Siklik
Adenozin Mono Fosfat, MAPK; Mitojen (Hiicre Dongiisii) Aktive Edici Kinaz,
PKC; Protein Kinaz C [52]

Metilprednizolon

Metilprednizolon (MP) steroid hormon ailesinin bir iiyesidir ve niikleer
hormon reseptdrlerinin ¢inko parmak igeren iiyelerine baglanmaktadir. Bu reseptor
proteinleri hedef hiicredeki 6zgiill DNA promoter bolgelerine baglanarak ¢ogalma,
farklilasma ve apoptoz mekanizmalarimi diizenlemektedir ve transkripsiyon baglama
hizinda dogrudan degisime yol agmaktadir [53-55]. Boylece, farklilasan hiicrelerde
transkripsiyon Dbaglangicinin  degismesi s6z konusudur. Bu sekilde, steroid
bilesiklerin fare blast hiicrelerinin graniilositik ve monositik farklilagmasini uyardigi

i¢in 16semi hiicrelerinin farklilagsmasinda rol aldig1 diisiiniilmektedir [53-55].
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Cocuklarda farkli AML (akut miyeloid 16semi) tiplerinde yiiksek doz MP
(20-30 mg/kg/giin) tedavisinin miyeloid l6semi hiicrelerinin farklilagmasini ve
apoptozunu uyardig1 tespit edilmistir. Oz¢imen ve ark. yiiksek doz MP’un (10'3 M)
U937  (miyelomonositik  16semi)  hiicrelerinde  farklilasmayr  uyardigimi

gozlemlemislerdir [53].

Saydam ve ark. MP’un HL-60 (insan akut miyeloid 16semi) ve K562
hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladigi ve kismi olarak terminal graniilositik ve

monositik farklilasmay1 uyardigini gostermislerdir [56].

Vitamin Dj

Vitamin D3 (VD-3) deride kolesteroliin oksitlenmis formu olan 7-
dehidroksikolesterolden tiiremektedir. Kolekalsiferol olarak da bilinir. Sekil 2.14’°te
belirtildigi tizere cildin giines 1simlarinin UV radyasyonuna maruz kalmasi sonucunda
7-dehidroksikolesterol previtamin-D;’e doniismektedir [56]. D vitamini serum
vitamin D baglayici protein aracilifiyla karacigere tasinarak burada 25-
hidroksivitamin D3 formuna doniismektedir. En sonunuda da bdbrekte vitaminin

hormonal formu olan 1,25-dihidroksivitamin D; sekline doniismektedir [57].
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Sekil 2.14. Vitamin Dj sentezi, aktivasyonu ve katabolizmasi1 [57].

1,25 vitamin Dj sitozolik vitamin D reseptdriine baglanir ve 9-cis-retinoid X

reseptorleriyle heterodimer bir yap1 olusturur. 9-cis-retinoid X reseptorleri genlerin
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‘promoter’ bdlgesindeki vitamin D yanit elementleriyle etkilesmektedir. 1,25 vitamin
D; kalsiyum kanallarin1 uyaran hiicre zar1 reseptorlerine de baglanarak protein kinaz
C ile etkilesir ve MAPK’ lar1 (Mitojen aktive edici protein kinaz) aktive ederek hiicre

boliinmesini etkilemektedir [58].

Kasukabe ve ark. 10-25(OH),D5’iin miyeloid 16semi hiicrelerinin ¢ogalmasini
inhibe ettigini ve bu hiicrelerin farklilastigini belirtmislerdir. AML-M1 (akut
miyeloid 16semi-M1) hiicre hattinin 24 nM dozunda (20 giin siirekli olarak) ve 48
nM dozunda (10 giin siirekli olarak) 1a-25(OH),Ds ile muamele edildiginde,

hiicrelerin ¢ogalmasinin ve biiylimesinin inhibe oldugunu tespit etmislerdir [59].

2.7. NICELIKSEL (KANTITATIF) GERCEK ZAMANLI (REAL-TIME) REVERS
TRANSKRIPTAZ PZR (POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU) TEKNIGi

PZR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki 6zgiil bolgelerin
¢ogaltilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir ve bunun i¢in sadece DNA oOrnekleri
kullanilmaktadir.  Ancak, hiicrelerden elde edilen RNA’lar PZR’da
kullanilamadiklarindan, &nce revers transkriptaz (rt) ile komplementer DNA’ya
(cDNA) ¢evrilirler. Bu olaya revers transkripsiyon denir. Bu olayda RNA bagiml
DNA polimeraz (revers transkriptaz; RT) gérev almaktadir [60].

1988 yilinda ‘thermus aquaticus’ bakterisinden saflasgtirilan ve 1s1ya dayanikli
bir polimeraz olan taq polimerazin kullanilmasiyla polimeraz zincir reaksiyonlarinda
(PZR) otomatize termal dongii cihazlar1 gelistirilip, floresan 151ma tekniklerinin de
kullanima girmesiyle revers transkriptaz-PZR (RT-PZR) da o6nemli bir doéniim

noktas1 olmustur [61].

Bu gelisim sayesinde gen kopya iirlinlerinin diizeylerini sayisal degerlere
doniistiirerek 6lgmek, devam eden PZR tepkimesini ekranda izleyerek ‘Real Time’
(gercek zamanli) olarak tepkimenin gidisine miidahale etmek ve PZR dongiilerindeki
sayisal verileri diizenleyebilmek acisindan gercek zamanli RT-PZR klasik PZR

yonteminden farklidir. Bircok adlandirmayla anilan bu teknolojiye floresan okuma
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yapmasi nedeniyle yabanci yayinlarda ‘Floresan Niceliksel RT-PZR’, ‘Niceliksel-
kinetik PZR’ gibi ¢esitli adlar altinda rastlamak miimkiindiir [61].

2.7.1. Niceliksel Ger¢ek Zamanli RT-PCR Tekniginde Genel Olarak Kullanilan
Cihazlar

ABI Prism 7700: 96 6rnek alabilen bir termal blok icerir ve 500nm - 660 nm
dalga boyundaki floresans 1s1masini1 dl¢ebilmektedir. Analiz siiresi 2 saat olup, ¢ok
sayida 6rnegi ayni anda sonuglandirabilmektedir. Ancak tam olarak “RT” yontemi
oldugunu sdylemek zordur ¢linkii RT-PZR analizi ¢ogalma (amplifikasyon) siireci
sonunda yapilabilmektedir. Sistem plastik tiiplere eklenmis bir kamera yardimiyla

floresansi algilamaktadir.

Light Cycler: 20 dk.’ya kadar inebilen RT-PZR olanagina karsin yalnizca 32
reaksiyon gerceklestirebilen bir sistemdir. Ug foto saptama ucuyla farkh dalga
boylarina yayilabilen bir gorsellik avantaji vardir ve PZR dongiilerinin her biri

sonunda ekrana bilgi yansimasiyla tam bir “RT” yontemidir.

BioRad cihazi: Bir ‘thermal-cycler’ cihazini optik bir parcaya baglayan, hem
ABI 7700 hem de Light Cycler’dan daha genis bir dalga boyunda saptama
yapabilmektedir. Dort ayr floresans bildiricisiyle alternatif RT-PZR segeneklerine
olanak saglar. Ustelik 96 6rnegi ABI 7700’deki gibi gercek zamanli degil ardisik

olarak tarayabilme olanagi da saglamaktadir [60].
2.7.2. Kullanilan Kimyasallar
2.7.2.1. Molekiiler isaretleyiciler (Beacon)
Govde ve diugim kismi vardir. Dugiim kismi, g¢ogaltilacak DNA ile
komplementer tek zincirli DNA dizisini igerir. Bu yapinin diiz olan u¢ kisimlarinda 2

adet florokrom boya igermektedir. Baskilayici florofor diger boyanin floresansini

engeller. Molekiiler beacon’lar serbest haldeyken 1s1ma yapmazlar. Hedef niikleik
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asit dizisi ile hibridize olduklarinda yapisi degistiginden ve boyalarda birbirlerinden

uzaklastigindan floresans miktar1 artmaktadir (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15. Molekiiler Beacon yontemi [60].

2.7.2.2. DNA’ya baglanan boyalar

Genel olarak SYBR green-1 kullanilmaktadir. Amlifikasyona bagli DNA artisi,
ortaya ¢ikan floresansin miktari ile dl¢tilmektedir. SYBR green-1, yalnizca ¢ift zincirli

DNA’ya baglandiklarinda floresans veren boyalardir (Sekil 2.16) [60].
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Sekil 2.16. Light cycler metoduna goére uyarlanmig yontem, boyalarin birlesmesi
[60].
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2.7.2.3. Hibridizasyon problar1

Iki farkl1 prob tasarlanmistir. 3’ ucunda floresans isaretli boya, 5' ucunda alici
boya bulunmaktadir. PZR reaksiyonu sirasinda bu iki prob hedef niikleik asit dizisine
baglanip birbirine yaklastiginda bir enerji yayilimi olur. Enerji “donor” boyadan
“acceptor” boyaya transfer olur. Bu enerji transferi sonucunda olusan floresans
(Fluoresance resonance energy transfer, (FRET)) miktar1 PZR siiresince olusan {iriin

miktar1 ile dogru olarak artmaktadir (Sekil 2.17) [60].
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Sekil 2.17. Hibridizasyon Prob yontemi [60].
2.7.2.4. Hidroliz problari

TagMan
TagMan sisteminde 5° ve 3’ uclarindan florokrom maddelerle isaretli prob
kullanilmaktadir. Prob’un 5’ ucunda haber veren ‘raportor (haber veren)’ florokrom,

3

3’ ucunda ise “ quencher (baskilayan)” florokrom bulunmaktadir. Sekil 2.18’de
belirtildigi gibi prob, tek zincir haldeki hedef molekiile, primerlerin baglanma
bolgesinin arasinda kalan yere baglanmaktadir. Prob-hedef molekiil arasindaki

hibridizasyon devam ettigi siirece raportdr florokrom molekiiliiniin sinyal
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olugturmasi, 3’ ugtaki quencher florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin
hedef niikleik asite baglanmasindan sonra baglatilan primer uzamasi prob’un
baglandig1 noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Tag DNA
polimeraz enzimi 5°—3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ uctan yikmaya

bagslar. Raportor florokrom serbest hale geldiginde sinyal olusturmaktadir.
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Sekil 2.18. TagMan Yéntemi [60].

Bir RT-PZR’da;

Niceliksel Ol¢limde miktar1 belirlenmek istenen Ornekler, icerdigi cDNA
miktar1 bilinen standartlarla PZR sonunda karsilastirilmaktadir. Bu standartlar
genellikle 10’1u diliisyonlar halinde hazirlanir ve amplifikasyonlari, her dokuda ayn1
diizeyde anlatima girdigi bilinen genlerle (housekeeping genler) gergeklestirilir
(Housekeeping genler; bir tlir veya organizmanin her hiicresi i¢in her zaman sabit
diizeylerde eksprese olan genlerdir). Bu standart orneklerin esik degerine (CP)

girdikleri dongii PZR cihazi tarafindan saptanmaktadir [60].
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Reaksiyon sonunda, standartlarin esik degerleri belirlenerek bir egri
olusturulur. Miktarlar1 bilinmeyen 6rneklerin bu egriyi kestigi dongiiler belirlenerek

miktar sayim1 yapilabilmektedir [60].

Goreceli (relative) sayima gore calisilacak her iki 6rnek icin farkl karigim
hazirlanir. Bu karnigimlardan birinde housekeeping genlerine ait primerler
bulunurken, digerinde hedef genin primerleri bulunmaktadir. PZR sonunda hedef

genin degeri, referans genin degerine oranlanarak 6l¢iiliir ve normalize edilir [60].

PZR sonucu elde edilen iiriinlerin ger¢ek PZR {iriinii olup olmadig1 “erime

egrisi” yontemi ile kontrol edilmelidir.

Erime 1sis1 (Tm), bir amplifikasyon iirlinii genin %50’sinin bozundugu
sicaklik degeridir ve bu deger, gen dizisine ve %GC oranina bagl olarak faklilik
gostermektedir. Erime egrisi yonteminde bu 6zellikten yararlanilarak, PZR sonunda
elde edilen amplifikasyon egrilerinin gen {irliniiniine mi ait oldugu yoksa primer

dimer ya da kontaminasyon sonucunda m1 meydana geldigi belirlenmektedir.

2.7.3. Revers Transkripsiyon

RNA transkriptleri revers transkriptazi etkileyen sekonder yapilar sergilerler.

Bu da RT-PZR’1n niceliksel dl¢iimiinii etkilemektedir.

Yaygin olarak iki RT kullanilmaktadir:

- AMV-RT (Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transcriptase-Kus
miyeloblastozis viriis revers transkriptaz)

- MMLV-RT (Moloney Murine Leukaemia Virus Reverse Transcriptase-

Moloney miirin 16semi virlis revers transkriptaz)

Revers transkripsiyonda genellikle Taq DNA polimeraz kulanilmaktadir [60].
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2.7.4. Threshold Dongiisii (Treshold Cycle-C; )

Threshold dongiisii veya CT degeri iriindeki ilk anlamli artisin oldugu
noktay1 belirtir. Sistem basladigindan itibaren, iistel oranda {iriin olusmasi ve
logaritmik lineer faza gecis noktasidir. Bu bize reaksiyon hakkinda ¢ok 6nemli
bilgiler verir. Logaritmik faza yakinlik reaksiyonun giiclinii gosterir. Bu ise %90 —
100 arasinda olmalidir. CT, daima iistel (exponential) faz siirecinde olugmaktadir.
Boylece niceliksel 6l¢lim, herhangi bir bilesenden etkilenmeyecektir. Daha sonra bu

deger standart egri olusumuyla niceliksel sonuca doniistiiriilebilir [60].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Hiicre Kiiltiirtinde Kullanilan Kimyasallar

RPMI-1640 hiicre besiyeri ortami (Sigma R-8758)

Fotal dana serumu (BIOCHROM AG S0113)

L-Glutamin (BIOCHROM AG 25030-032)

Penisilin/Streptomisin (10.000U/10.000 pg/ml) (BIOCHROM AG A2213)

Bu calismada uygulanan ajanlar;

i)

ii)

6a-Metrilprednizolon ve 1,25(OH), vitamin-D3 (Sigma M-0639 /
D1530)

High Pure RNA izolasyon kiti (Roche Diagnostics, GmbH Roche
Applied Science 68298 Mannheim, Germany)

Kitin igerigi;

Lizis /baglama tamponu (Lysis/Binding Buffer): 25 ml [4.5 M
guanidin- HCL, 50 mM Tris-HCI, 300% Triton X-100 (w/v), pH 6.6
(25°0)]
DNaz-1, rekombinant, liyofilizat: 10 KU liyofilize DNaz-1 (0.55 ml
ellisyon tamponunda siispanse edilmis)
DNaz inkiibasyon tamponu: 10 ml [1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI ve
10 mM MnCl,, pH 7.0 (25 °C)]
Yikama tamponu-1: 33 ml (ilk kullanimdan énce 20 ml etanol p.a.
eklenir), [5S M guanidin hidroklorid ve 20 mM Tris-HCI, pH 6.6 (25
°0)]
Yikama tamponu-2: 10 ml (ilk kullanimindan énce 40 ml etanol p.a.
eklenir), [20 mM NacCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5 (25 °C)]

Eliisyon Tamponu: 30 ml
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iii)  Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kiti (Roche Diagnostics
GmbH Roche Applied Science 68298 Mannheim, Germany)

Kitin igerigi;
. Random hexamer —1 vial, 200 pl (600 uM)
. H,0, PCR grade (seviye) —2 vials, 1 ml
. Transkriptor revers transkriptaz reaksiyon tamponu —1 vial, 1 ml
. Protektér RNaz inhibitorii —1 vial, 50 pl (40 U/ul)
. Deoksintikleotid mix —1 vial, 200 pl
° DTT —1 vial, I ml, 0.1 M

. Transkriptor revers transkriptaz —1 vial, 110 pl

iv)  B-aktin housekeeping geni forward ve revers primer ¢ifti ve prob dizisi

F’(141.4 nmol) —»5’-CCT GGC ACC CAG CAC AAT-3’

R’(113.6 nmol)—5’-GCT GAT CCA CAT CTG CTG GAA-¥

P’(41.4 nmol) —5* Fam-ATC AAG ATC ATT GCT CCT CCT GAG
CGC-TAMRA 3’

v)  SOCS-1 geni forward ve revers primer ¢ifti ve prob dizisi

F’(50 nmol)—5* CCC TGG TTG TTG TAG CAG CTT-3°

R’(85 nmol) =5’ CAA CCC CTG GTT TGT GCA A-3’

P’(27 nmol) —5° FAM-ACC TGA ACT CGC ACC TCC TAC CTC
TTC ATG-TAMRA 3’

vi)  SOCS-3 geni forward ve revers primer ¢ifti ve prob dizisi

F’ (91.4 nmol)—5’- CTT CAG CAT CTC TGT CGG AAG-A-3’

R’ (112.3 nmol)—5’-GCA TCG TAC TGG TCC AGG AACT-¥’

P’ (29.7 nmol) -Fam CGT CAA CGG CCA CCT GGA CTC CTA
TAMRA3’
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vii)  Light Cycler Taq Man Master Mix (Roche Diagnostics GmbH Roche
Applied Science 68298 Mannheim, Germany)

Kitin igerigi;
° Enzim (vial 1a): FastStart Enzim

. Reaksiyon Mix (vial 1b): FastStart TagMan Reaksiyon Mix
. H,0, PCR grade

3.1.2. Cihazlar

. -20°C derin dondurucu
. -80 °C derin dondurucu
. Termal Cycler

. Light Cycler 480 — 11
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3.2.

3.2.1.

YONTEM

Bu arastirmada kullanilan yontemler asagida siralanmustir.

K562 hiicrelerine tek tek ve birlikte MP ve VD-3 uygulamasi yapilmis ve
inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicreler hasat edilerek total RNA’lar1
saflagtirilmistir.

Niceliksel gercek zamanli RT-PZR yonteminde degerlendirilmeleri igin,
RNA’lardan komplementer DNA’lar (¢cDNA) sentezlenmistir.

K562 c¢DNA orneklerinde, SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadelerini
niceliksel ger¢ek zamanl RT-PZR ile 6lgmek icin genlere ve referans genine
(beta aktin) yonelik primer ve Taq Man hibridizasyon problar kullanilarak
amplifikasyon gerceklestirilmistir.

Genlerin ifade diizeylerini belirleyebilmek icin, niceliksel ger¢ek zamanl
RT-PZR teknigi Light Cycler cihazinda gerceklestirilmistir.

K562 hiicre hattina uygulanan farkli dozlarda MP, VD-3 ve bu iki ajanin
birlikte kullanimlarinin SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadesi {izerindeki
etkilerini belirlemek iizere 2*“T'de elde edilen veriler, bagimsiz iki veya

daha fazla grubun karsilastirilmasi seklinde degerlendirilmistir.

Hiicre Kiiltiirii ve Total RNA Saflastirmasi

Bu caligmada kullanilan K562 hiicreleri kiiltiir ortaminda ¢ogaltilarak

laboratuar sartlarimiza uyumu saglanmistir. MP ve VD-3 dozlar tek tek ve birlikte

uygulanarak 6, 12, 24 saat siirelerde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siirelerinin

ardindan hiicreler hasat edilerek total RNA’lar saflastirnlmistir. Total RNA

saflastirmas1 Roche Diagnostics firmasindan temin edilen ‘High Pure RNA Isolation

kiti’ne uygun olarak yapilmistir.

Calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi:
Wash buffer I (Yikama tamponu 1)=20 pl absolut etanol
Wash buffer II= 40 pl absolut etanol
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DNaz [ — 550 pl eliisyon tamponu hazirland.

K562 hiicrelerinin hasadinin ardindan tripan mavisi canlilik testi yapilmistir

ve 1x10° canli hiicre/ml olacak sekilde total RNA saflagtirmasi islemi
gerceklestirilmistir. Hiicrelere 400 pl liziz/baglama tamponu eklenip, tiipler 15 sn.
vortekslenmistir. Filtreli tiipler, toplama tiiplerinin icine yerlestirilip, 15 sn. 8000
rpm’de santrifiij edilmistir. Filtreli tiipten toplama tiipiine akan sivi bosaltilip aym
toplama tlipi yeniden kullanilmistir. Steril tiiplere 10 pul DNaz I, 90 ul de DNaz
inkiibasyon tamponundan eklenerek karigim hazirlanmigtir. Hazirlanan soliisyondan
her 6rnek i¢in 100 pl eklenip, 15 dk. oda sicakliginda (20-25°C) inkiibe edilmistir.
Her tiipe 500 ul yikama tamponu-I eklenmistir. Tiipler 15 sn. 8000 devirde santrifiij
edilip ardindan filtrasyon tiipleri atilmistir. Her tiipe 500 pl yikama tamponu II
konulup yeniden 15 sn. 8000 devirde santrifiij edilmistir. Tiipler bosaltildiktan sonra
Her tiipe 200 pl yikama tamponu II eklenip tiipler 2dk. 13000 devirde santrifiij
edilmistir. Toplama tiipleri atilarak, filtreli tiipler efendorf tiiplere yerlestirilmistir.
Tiiplere 50 ul eliisyon tamponu eklenip 1 dk. 8000 devirde santrifiij edilmistir. Bu

calismada toplam 27 K562 RNA o6rnegine bakilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Ornek numaralari

6 Saat 12 Saat 24 Saat

1) K562 Kontrol 10) K562 Kontrol 19) K562 Kontrol

2) K562/ 10° M MP 11) K562/ 10° M MP 20) K562/ 10° M MP

3) K562/ 5X10° M VD-3 12) K562/ 5X10° M VD-3 21) K562/ 5x10° M VD-3

4) K562/ 10° M MP/5X10° M VD-3 [13) K562/ 10°M MP/5X10° M VD-3 [22) K562/ 10° M MP/5X10° M VD-3

5) K562/ 10*M MP 14) K562/ 10* M MP 23) K562/ 10* M MP

6) K562/ 5X10° M VD-3 15) K562/ 5X10° M VD-3 24) K562/ 5X10° M VD-3

7) K562/ 10* M MP/5X10°M VD-3

16)K562/ 10* M MP/5X10™®* M VD-3

25) K562/ 10 M MP/5X10™* M VD-3

8) K562/ 10° M MP/5X10° M VD-3

17)K562 / 10° M MP/5X10° M VD-3

26) K562/ 10° M MP/5X10®* M VD-3

9) K562/ 10* M MP/5X10° M VD-3

18) K562/ 10* M MP/5X10° M VD-3

27) K562/ 10* M MP/5X10° M VD-3
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3.2.2. cDNA Sentezi

RNA o6rnekleri -80°C derin dondurucudan ¢ikartilip, buzlari ¢ozdiiriilmiistiir.
Ornekler kisa santrifiij edilmistir. 1.5 ml’lik tiiplere, Roche Diagnostics firmasindan
temin edilen ‘Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kiti’nde belirtilen ajanlardan,

belirtilen miktarlar eklenerek Karisim-I hazirlanmistir.

KARISIM-I icerigi

Total RNA ..o, 4 ul
Random Hexamer ............................. 2wl
H,O 5.4 ul
Toplam .....ooviieiiiii 11.4 pl

Revers transkriptaz kontrol reaksiyonuna paralel olarak, negatif kontrol
hazirlanmistir. Negatif kontrolde, PCR tiipline RNA 06rnegi yerine ayni1 miktarda su
kullanilmistir. Karisim-I, daha 6nceden 65°C’de 10 dakika bekletilmistir. Bu

asamadan sonra tiipler tekrar sogutulmustur ve ardindan Karisim-II hazirlanmastir.

KARISIM-II Icerigi

[Transcriptor reverse transcriptase reaction buffer ................ 4 ul
Protector RNase inhibitor..............cooooiiiiiiiiiii i 0.5 pl
Deoksintikleotid mMiX .........ccoiiiiiiiiiiiiii e 2 pul
1 P 1 ul
Transcriptor reverse trancriptase ..........ooeeeereireeneeneennnnnn. 1.1l
TOPIAIM ...t 8.6 ul

TOPLAM KARISIM= Karisim-I + Karigim-1I = 11.4 pl + 8.6 pul =20 pl

PZR ftiipleri yavas yavas pipetaj edilmistir. Tiipler termal cycler cihazina
kapaklar1 kapali bir sekilde yerlestirilerek bir dongli olacak sekilde 29 °C’de 10
dakika, 48°C’de 60 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Tiipler -20°C

derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Ikinci grup i¢in de, karisimlar hazirlanmstir.
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3.2.3. Gergek Zamanli PZR Ol¢iimii

Sentez edilen cDNA oOrneklerinin niceliksel Olgiimii Bursa Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji-Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dals,

Immiinoloji Bilim Dal1 Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.

Genlerin niceliksel 6l¢iimii ‘Roche Diagnostics’ firmasindan onceden temin

edilen ‘LightCycler 480 II” Real-Time PZR cihazinda gergeklestirilmistir.

SOCS-1 ve SOCS-3 genlerine uygun primerlerin hazirlaniss;

500 uM’lik primerler 50 pM’a seyreltilmistir. Bu islem sirasinda 500 uM’lik

primerden 10 pl alinmistir ve {izerine 90 pl su eklenerek 100 pl’ye tamamlanmustir.

Primerlerin kullanim derisimi;

50 uM’lik primer 10 pM’a seyreltilmistir. Seyreltme islemi sirasinda 50 uM

primerden 10 pl alinmistir ve lizerine 40 pl su eklenerek 50 pl’ye tamamlanmstir.

Problarin kullanim derisimi;

50 uM’a seyreltilen problar kullanim amacina uygun olarak 5 pM’a
seyreltilmistir. 50 uM’lik primerden 10 pl alinmigtir ve tizerine 90 ul su eklenerek

100 ul’ye tamamlanmistir.

Bu calismada oncelik olarak kontrol K562 ¢cDNA o&rnegi su ile 1 (K562
kontrol), 1/10, 1/ 102, 1/10°, 1/10* oraninda seyreltilerek standartlar olusturulmustur.
Light Cycler TagMan Master Kit igerisinde bulunan ‘FastStart’ enziminden 10 pl
alinip, tepkime karisimina eklenerek master karisim hazirlanmistir. Referans gen

olarak B-aktin housekeeping gen kullanilmistir.
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Deney iki grup seklinde gerceklestirilmistir. Light Cycler PCR 480 uyumlu

96’lik well plate’lere sirasiyla;

kimyasallar yiiklenmigtir. Well plate’e kimyasallar SOCS-1, SOCS-3 ve B-aktin icin

ayri ayr yiiklenmistir.

Yiikleme isleminden sonra 96’lik well plate Light Cycler 480 II cihazina

yerlestirilip 6rneklerin niceliksel 6l¢iim miktarlar1 belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Birinci grup ¢alisma orneklerinin 96 well plate’e yiiklenmesi

1 EE 4 : 6 7 3 9 10 11 12
A |150CSL |9S0CSI [17.50CS1{15:80CS1 | 1.50CS3 | 9-50C53 |17.50C83| 25S0CS3 | 1Beta Actn | 9-Beta Actin | 17-Beta Acin | 23Beta Actn
B |2-80CS! |10-80CS1|1650CS1|2650CS1| 25083 |10-50CS)|13-50CS3| 26:50C53 | 2Beta Actin | 10-Beta Actin | 16:Beta Actn | 26-Beta At
C | 3.80CSI |11.S0CSI|19-50C81| 21:S0CS1| 35083 |11-50CS3|19.50CS3| 27-80C5! | 3Beta dctin | 11-Beta Actin | 10:Beta Actn | 27-Beta At
D |450CSI |12-50CS1{20-50CS1 | NCSOCT | 450CS3 1280053 20-80C83| NCSOCS! | 4Beta Actn | 11Beta Actn | 20-Beta Aein | Standart
E | £80CS1|1£50C81[21.80C81 £50CS3 |13-80CS3[11.50CS3 “Beta Actin | 13Beta Actn | 21:Beta Actn | Standart)
F | 630051 |1430C81]2150C81 65033 | 1450053 (12-50CS3 6:Beta Actin | 14Beta Actn | 21Beta Actn | Standart)
G |7S0CS! |1£880C1|28.50C8] 75083 |15-80C83(13-50CS3 7-Beta Actin | 13Beta Actn | 28Beta Actn | Standartd
H 850081 |1650Cs1|1450Cs] 3-50CS) |16-80C53{24-50C53|NC Beta Actin| 3-Beta Atin | 16:Beta Ain | 24Beta Actin | Standar

Birinci ¢aligmada uygulanan yontemlerin aynis1 ikinci c¢alismada da

uygulanmistir ancak standartlar bir defa yiiklendigi i¢in ikinci defa yiliklenmemistir.
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Cizelge 3.3. Ikinci grup ¢alisma drneklerinin 96 well plate’e yiiklenmesi

1 /i 3 4 3 6 ] § § 10 1 12

A 1-BeaActin |2-Beta Actin |3-Beta Actin |d-Beta Actin |5-Beta Actin |6-Beta Actin (7-Beta Actin (B-BemActin |%-BetaActin |10-BetaActin |11-BetaActn  |12-Bets Actn

B 13-Beta Actin | 14-Beta Actn |15-Beta Actin | 16-Beta Actin |17-Beta Actin|18-Beta Actin| 19-Beta Actin {20-Beta Actin |21-eta Actin (22-Beta Actin {23-Beta Actin | 24-Beta Actn

¢ 15-Beta Actin |26-Beta Actin | 27-Beta Actin | NC-Beta Actin

L5061 (250051 30CS1 (450081 |380(81 |e50CS1 75051  |BS0CS1  |9.30C1  |100CS1 1151 [12-50C51

150051 (1450051 (155081 |16-50cS1 |LMS0CS1 )IB-50CSL [19.50C81 (2050051  |21-50CS1 2501 |23-50CS1 2450031

550051 (2650051 |200(1  [7-50CS1  |NC-S0CSL 53003 65008 |50 JNCSOCSE

150053 (2503  [380CS3  |430CS3  |550083  |6-50C53 [5O3 (RS0  [%80(83  |0-80C53  |11-50053 12:50053

x |y ™ | o

1350055 (1450085 (155083 [16-50CS3 |LMS0CS3 (IB50CS3 (1950083 (2050088 215083 25083 |3-50083 2450053

96’lik well plate Light Cycler cihazina yerlestirilip 6rneklerin niceliksel

Olctimii belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. SOCS-1 ve SOCS-3 Genlerinin ifadesinin Gergek Zamanli RT-PZR’da
Niceliksel Ol¢iimii

4.1.1.1. Birinci ¢aligma absolut (tam) niceliksel 6l¢iim

Amplifikasyon asamasinda Ornek ve referans genlerin 465-510 nm dalga

boyundaki floresan araliginda esik degerine girdikleri dongiiler saptanmistir (Sekil
4.1).

Amplhifikasvon Eg&nm

85.931

7931

E5.931

E1.931

510)

53.931

465

— 45,931

A 37.931

oresan

= 29.9319
21.931
13.931

5.931

-2.06H

Dongiiler

— A5 — A2 851 — AT ATE] — Ad 2551 — AS1SS AF 833 — AT 1TSS — AD 2553 —B1: 251

— B2 1051 —B3 1831 — B4 2651 — B9 233 BE: 1033 —B7 1853 — B8 2653 —C1: 351 —cC2 113
—C3 1851 —C4 2731 —C5 353 CE 133 —CF 1953 — CB 2755 — D143 — D2 1251 — D3 2051
— D3 453 D6 1253 — D7 2053 —E1: 931 —EZ2 1351 —E3 4151 —EX 553 Ef: 1353 —ET 153
—F1:851 —F2 1451 —F3 2251 —F3 653 FB: 1453 —F7 2253 — G171 — G2 1551 — G 25351
— 33 753 G 1353 — G 2353 —H1:8%1  —HZ 16851 —H3 2451 — H3: 853 HE: 1653 — HT: 2453

— AZ 1BA A10:98A — A1 17BA — 412 25BA — BO: 2BA Bi0 1084 —B11: 1884 — B2 26BA
— 8 3B& C10e 1MBA — 1101984 — C12: 2788 — D3 4B4 D10 1264 —D11: 2088 — E9: 3BA

E10: 1384 —E11: 21BA —F3: 6BA F10: 1484 —F11: 2284 — G9: 7BA 101984 — G11: 2384
— H3; 5B H10 16884 — H11: 2484

Sekil 4.1. Hedef ve referans genlerin esik degerine girdikleri dongiiyii gosteren
amplifikasyon egimi (BA: Beta Aktin, S1: SOCS-1, S3: SOCS-3)
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[lk RT-PZR ¢alismasinda &rnek ve referans genlerin 465-510 nm dalga

boyundaki floresan araliginda tam niceliksel esik degerleri (CP) dl¢tilmistiir (Cizelge

4.1).
Cizelge 4.1. Ornek ve referans genlerin birinci ¢alisma sonucunda elde edilen tam
niceliksel esik degerleri (CP)

Ornek CP Ornek CP Ornek CP Ornek CP
1-50C51 26,09 1-50C53 26,62 1-Beta Actin 17,81 |[Standartl| 16,53
2-50C51 28,19 2-500C53 25,97 2-Beta Actin 19,91 ([Standart2| 21,42
3-50C51 27,29 3-50C53 26,061 3-Beta Actin 17,86 |[Standart3| 25,05
4-500C51 28,04 4-500C53 25,33 4-Beta Actin 19,39 (Standartd| 31,26
5-50C51 28,54 5-500C53 26,18 5-Beta Actin 19,45 |[Standarts| 34,87
B-50C51 27,71 B-50C53 26,88 f-Beta Actin 18,04
F-500C51 30,07 F-500C53 27,12 7-Beta Actin 20,39
g-50C51 28,04 g-50C53 26,21 3-Beta Actin 19,58
9-50C51 27,48 9-500C53 25,18 9-Beta Actin 18,52
10-50C51 26,11 10-50C53 25,85 10-Beta Actin 18,51
11-50C51 28,75 11-50C53 27,25 11-Beta Actin 21,04
12-50C51 27,13 12-500C53 26,16 12-Beta Actin 18,31
13-50C51 27,97 13-50C53 26,85 13-Beta Actin 19,68
14-50C51 27,88 14-500C53 26,32 14-Beta Actin 18,01
15-50C51 26,8 15-50C53 25,5 15-Beta Actin 17,9
16-50C51 31,55 16-500C53 20,84 16-Beta Actin 26,11
17-50C51 20,59 17-500C53 27,39 17-Beta Actin 20,04
18-50C51 30,09 18-50C53 29,04 18-Beta Actin 26,73
19-50C51 25,2 19-50C53 25,62 19-Beta Actin 19,37
20-50C51 20,01 20-50C53 27,19 | 20- Beta Actin 21,17
21-50C51 25,91 21-501C53 25,85 21-Beta Actin 20,11
22-50C51 30,21 22-500C53 28,01 22-Beta Actin 22,99
23-50C51 29,92 23-500C53 27,81 23-Beta Actin 22,12
24-500C51 25,75 24-500C53 24,84 24-Beta Actin 17,97
25-50C51 33,74 25-500C53 31,56 25-Beta Actin 25,04
26-50C51 20,03 26-501C53 27,08 26-Beta Actin 21,52
27-50C51 29,50 27-500C53 27,42 27-Beta Actin 20,91
MC-500C51 40 NC-50C53 36,85 MC-Beta Actin 35,57

Hedef genin ve referans genin relative (goreceli) niceliksel 6l¢iimii Pfaffl

metoduna uygun olarak karsilastirilip [62], hedef genin goreceli ekspresyon orani
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(Ratios); kontrol gene kars1 bilinmeyen bir 6rnegin CP sapmasi ve E degerine baglh

olarak elde edilmistir (Cizelge 4.2).

(E )ACPEM {kontrol—drnek)

R=

ACF, ; (komtrol—drmek
() ™

(R : Relative ekspresyon orani, E : Baslangic fazda bir dongiiniin real-time RT-PZR
etkinligi, AACP : Hedef ve referans genlerin delta delta CP degerleri)

hesaplanmuistir.

Cizelge 4.2. Hedef genin birinci ¢alisma sonucunda elde edilen goreceli 6lgiim
degerleri

Ornek Ratios Ornek Ratios
Tet/Ref Tot/Ref

I-BA;I-51 1,72E-03 I-BA;I-53 2 23E-03
2-BA2-81 3 22E-03 2-BA2-83 149E-02
3BA-E] 1,45E-03 3-BA-SS 233E-03
4-BA4-51 21.48E-03 4-BA4-83 1.63E-02
3-BA;5-51 1,84E-03 3-BA;3-53 9. 44E-03
5-BAG-51 1.23E-03 5-BA6-53 21,18E-03
T-BA;1-81 2.24E-03 T-BA;7-83 9.43E-03
8BA8-51 1,88F-03 8BA:8-53 1,01E-02
0-BA9-51 2,00E-03 0-BA:9-83 9,84E-03
10-BA;10-51 513E-03 10-BA;10-53 6,15E-03
11-BA:11-81 4,80E-03 11-BA;11-83 1.36E-02
12.BA;12.51 221E-03 12.BA;12-53 4,34E-03
13-BA:13-581 3, 20E-03 13-BA;15-83 6,.97E-03
14-BA:14.51 2,00E-03 14-BA;14-53 5,89E-03
153-BA:15-51 21.09E-03 13-BA;15-53 513E-03
16-BA;15-51 2.31E-02 16-BA;16-83 7.55E-02
17-BA:17-51 1.34E-03 17-BA;17-53 6,10E-03
18-BA:18-581 9,74E-02 13-BA;18-83 2,02E-01
12.BA;10.51 1,76E-02 18- BA;18-53 132E-02
20-BA;20-51 4,38E-03 20-BA;20-83 1.54E-02
21-BA2L-51 1.80E-02 21-BA2L-E3 1.87E-02
12BA225] 6, TOE-03 12.BA22RS 3.08E-02
23.BA;23-51 4,50E-03 23-BA;23-83 1.93E-02
M BA4 51 4,55E-03 4 BA453 8,54E-03
23-BA253-51 4,46E-03 23-BA;23-83 2,03E-02
26-BAIE-51 5,49E-03 26-BA26-53 211E-02
27-BA2T1-81 2.49E-03 27-BA2T-83 1,10E-02
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4.1.1.2.

Ikinci ¢alisma tam niceliksel dlgiim

Amplifikasyon asamasinda ornek ve referans genlerin 465-510 nm dalga

boyundaki floresan araliginda esik degerine girdikleri dongiiler saptanmistir (Sekil

4.2).
Amplifikasyon EZimi
83504
75504
£7 504
59 504
g 51504
% 43 504
7
£ 35504
= 27 504]
19504
11 504
as04 :
-4.436] - R —— =
5 10 15 Zn 25 an = 4 45
Dingiiler
— &1 B-act —AZ2Bact — A3 3Bact — A4 4Bact  — AS SB-act AG G B-act  — AT Y Boact
A G B-act  — A9 9B-act B0 10B-act — A11: 11 B-act M2 12 B-act —B1: 13880t — B2 14 B-act
—B3158-at —B4:16B-act —B5% 17 B-act BE 18B-act — BT 19B-act BE 20B-act — B9 21 B-act
B0 22 B-act — B11; 23 B-act B12 M4 B-act —C125B-a0t —C2 25B-act — C3 27B-act
— D1 1 Socst — D2 2 Socst — D3 3 Socst — D4 4 Socst — D% 5 Socst DE; 6 Socst
— D7 7 Socsl D& & Socsl — [9: 9 Socsl 0010 socsl — D11 11 Socsl 0212 Socsl
—E1: 1350081 —E2 1450031 —E3 1550081 —E4 1650081 — ESC 17 Socsl EE: 18 Soczl
— ET: 19 Socal EZ 20 Socel  —ES: 21 Socst E10: 22 Socsl — E11: 23 Socst E12 24 Socsl
—F1: 2550081 —F2 26 50cs! —F3: 27 Socst —F4 7 Socsd — F9: 25 Socs3 F10: 26 Socs3
—F11: 27 Soced — G111 Socs3 — G2 250083 29— G33Socsd — G4 4500l — G5 S Socs3
GE B Socgd — GT 7 Soced 8 8Socss — G0 0 Soceld G010 Socss — G110 11 Socss
121250023 —HL 1350023 —H2 14 Zocs3 —H3 1550083 — He 16 Socs3 — HI 17 Socsd
HE: 18 Socs3  — HT 19 Socsd Ha: 20 Socsd  — HY 21 Socs3 H10: 22 Soced — H11: 23 Socs3

H12: 24 Socss

Sekil 4.2. Hedef ve referans genlerin
amplifikasyon egimi.

esik degerine girdikleri dongliyli gosteren

465-510 nm dalga boyundaki floresan araliginda 6rneklerin ve referans genin

absolut (tam) niceliksel esik degerleri (CP) dlciilmiistiir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Ornek ve referans genlerin ikinci calisma sonucunda elde edilen tam
niceliksel esik degerleri (CP)

Ornek CP Ornek CP Ornek CP

1-30C51 18,46 1-30C53 27,29 1-Beta Actin 18,81
230051 219,11 2-30C55 18,02 2-Beta Actin 19,56
3-30C51 183 3-830C55 216,88 3-Beta Actin 17,37
4-80C51 1955 4-80CE3 16,37 4-Beta Actin 18,89
3-30C51 0,19 3-30C55 2712 3-Beta Actin 20,04
6-30C51 28,54 G-30C53 27,27 G-Beta Actin 17.42
T-30C51 30,28 T-30C55 1741 T-Beta Actin 2127
8-30C51 a0z 8-30C53 2717 8-Beta Actin 20,02
2-80C51 182 2-50CE3 216,08 2-Beta Actin 18,61
10-30C81( 25,78 10-30C33 | 26,54 10-Beta Actin 17.86
11-30C51 | 29,95 11-30C53 (27,78 11-Beta Actin 2131
12-50C51 ( 2799 12-30C55 [ 26,63 12-Beta Actin 18,22

13-30C51 29 13-30C53 [ 26,95 13-Beta Actin 19,61
14-30C81 | 2817 | 14-80C83| 26,57 14-Beta Actin 19,03
13-30C81( 27,83 13-30C33 | 26,06 15-Beta Actin 17.81
16-30C51( 31,33 16-30C53( 30,98 15-Beta Actin 1837
17-30C51 [ 30,34 17-30C55 ( 27,89 17-Beta Actin 20,58
18-30C51 [ 30,05 18-30C55 [ 2824 18-Beta Actin 16,63
19-30C81 ( 2591 12-830C83 [ 26,31 12-Beta Actin 19.26
20-30C51( 30,16 | 20-30C53( 28,18 20-Beta Actin 22,06
21-830C51 (2727 | 21-50C53 26.5 21-Beta Actin 0.5
22.50C81( 2709 | 22-530C53| 28,88 22-Beta Actin 19,7

23-50Cs1 [ 3l 23-50C53| 2921 23-Beta Actin 13,58
24.80C81 2641 | 24-80C83 | 2565 24-Beta Actin 18.18
23-30C51 | 34,65 | 23-50C53( 3154 25-Beta Actin 25,53
26-30C51( 30,87 | 26-30C53( 26,26 25-Beta Actin 231
2T-B0Cs1 [ 2955 | 27-R0CE3 | 2804 27-Beta Actin 2

NC-30C51| 238214 |NC-50C53 3711 [ NC-BetaActin| 36,53

ik
—
=
=

Pfaffl metoduna gore, hedef genin degeri referans genin relative (goreceli)

niceliksel 6l¢timii karsilagtirilmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Hedef genin ikinci ¢alisma sonucunda elde edilen goreceli dlglim
degerleri

Ornek Ratios Ornek Ratios
TotRef TotRefl
1-BA;1-51 1.25E-03 1-BA1-53 2,79E-03
1-BA2S] 1.34E-03 2-BALSS 2.83E-03
3-BA3-S1 5.13E-04 3-BA3-S3 1.37E-03
1BA 451 6,19E-04 1BA LSS 561E-03
3-BA3-51 8.83E-04 3-BA5-83 TASE-03
§-BA6-51 4,50E-04 5-BAG-53 1,08E-03
T-BAT-51 1.93E-03 T-BA;T-53 1.42E-02
8-BAS-51 8.60E-04 8-BAS-53 7.05E-03
0-BA0-51 1.30E-04 0-BA 083 5,04E-03
10-BA;10-51 4,14E-03 10-BA;10-53 33TE-03
11-BA;11-51 2.51E-03 11-BA;11-53 1.13E-02
12-BA;12-51 1,15E-03 12-BA12-53 2.95E-03
13-BA15-51 1.49E-03 13-BA;153-55 6,17E-03
14-BA14-51 1.77E-03 14-BA;14-53 53TE-03
13-BA;13-51 9.65E-04 153-BA;13-53 3,28E-03
16-BA;16-51 6,41E-02 16-BA;16-53 1.63E-01
17-BA;17-51 1.14E-03 17-BA17-53 6.31E-03
18-BA;18-51 937E-02 18-BA;18-55 3.29E-01
19-BA;12-51 9.96E-03 19-BA;19-53 T.S3E-03
20-BA20-51 3,64E-03 20-BA20-53 1.44E-02
21-BA21-51 9,14E-03 21-BA2I-53 1.55E-02
22BA22-51 5.97E-03 22 BA22-53 1,72E-03
23-BA2AE] 542E-03 23-BACIAES 202E-02
24-BA 2451 333E-03 24-BA24-53 5,63E-03
23-BA23-51 1.79E-03 23-BA23-53 1.26E-02
26-BA26-51 4,58E-03 26-BA26-53 1.18E-02
2T-BA2T-51 2A5E-03 2T-BAIT-E3 6,70E-03

4.1.2. SOCS-1 ve SOCS-3 Genlerinin Ifadesi Uzerinde MP ve VD-3’iin Birlikte

Kullanimlarinin Etkileri

ki deney grubundaki BA;SOCS-1 ve BA;SOCS-3 oranlarmin géreceli
ekspresyon degerlerinin ortalamasi alinarak (Cizelge 4.5-4.7, Grafik 4.1-4.3) doz /
zaman bagimli MP ve VD-3’iin birlikte kullanimlarinin SOCS-1 ve SOCS-3

genlerinin ifadesi lizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.5. BA;SOCS-1 ve BA;SOCS-3’{in 6. saatteki ifadesinin ortalama goreceli
6l¢tim degerleri

Ornek Ratios ort Ornek Ratios ort
1-Beta Actin; 1-SOCS1 1.49E-03 1-Beta Actin;1-50CS53 2.51E-03
2-Beta Actin:2-50C51 2.28E-03 2-Beta Actin;2-50C33 8,87E-03
i-Beta Actin;3-80CE] 9.82E-04 i-Beta Actin;3-80CE3 1.85E-03
4.Beta Actin;4-50CE] 1.55E-03 L Beta Actin;{-80C53 1.10E-02
j-Beta Actin;3-50CE] 1.36E-03 3-Beta Actin;3-80C33 4,31E-03
G-Beta Actin:f-50C5%1 1,32E-03 G-Beta Actin:6-50C53 5.26E-03
T-Beta Actin;7-50C51 2,09E-03 7T-Beta Actin; 7-50CS33 1,18E-02
8-Beta Actin:8-50C51 1,37E-03 8-Beta Actin;8-50CS3 8,58E-03
S.Beta Actin2-50CE] 1.65E-03 2. Beta Actin3-20CE3 T.74E-03
1,40E-02 |
1,20E-02 -
1,00E-02
8,00E-03
6,00E-03 -
4,00E-03
2,00E-03 -
0,00E+00 -

RSP IR R R R R SR I o

AN I I A O R I i R R - e U

Sekil 4.3. BA;SOCS-1 ve BA; SOCS-3’lin 6. saatteki ifadesinin goreceli Ol¢iim
tablosu

Cizelge 4.5 — Sekil 4.3 incelendigi zaman MP ve VD-3’iin birlikte
kullanildig1 6rneklerde 6. saatte SOCS-3 geninin ifadesinin énemli diizeyde arttigi
tespit edilmistir. 10°M derisimlerinde MP SOCS-1 geninin ifadesini arttirirken, 10”
*M derisimlerindeki MP SOCS-1 geninin ifadesini azaltmistir. Ancak SOCS-3
geninin ifadesinde artis gozlenmistir. 5x10°M derisiminde VD-3 hem SOCS-1’in
hem de SOCS-3 geninin ifadesini azaltirken, 5x10®* M VD-3 derisiminde ise sadece
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SOCS-1 geninin ifadesi azalmistir. Ajanlarin birlikte kullanildig1 6rneklerde SOCS-3
geninin ifadesinin daha da arttig1, SOCS-1 geninin ifadesinin ise sadece 10* M MP /
5x10® M VD-3 derisiminde arttig1 tespit edilmistir. SOCS-3 geninin ifadesinin en
¢ok 10*M MP / 5x10"* M VD-3 derisiminde artt1g1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. BA;SOCS-1 ve BA;SOCS-3’1lin 12. saatteki ifadesinin ortalama goreceli
Olciim degerleri

Ornek Ratios ort Ornek Ratios ort
10-Beta Actin: 10-50C51 4.64E-03 10-Beta Actin: 10-30C53 4,76E-03
11-Beta Actin: 11-30CS51 3.66E-03 11-Beta Actin; 11-30CS3 1.25E-02
12-Beta Actin: 12-50C51 1.68E-03 12-Beta Actin: 12-50C53 3.65E-03
13-Beta Actin; 13-30C51 235E-03 13-Beta Actin; 13-30C53 6,5TE-03
14-Beta Actin; 14-30C51 1.89E-03 14-Beta Actin; 14-30C53 5,63E-03
13-Beta Actinn: 15-30C51 1.53E-03 13-Beta Actinn; 15-30C53 4,21E-03
15-Beta Actin: 15-30C51 4. 36E-02 15-Beta Actin: 15-30C53 1.19E-01
17-Beta Actin: 17-30C51 1.24E-03 17-Beta Actin; 17-30CS3 6.21E-03
13-Beta Actin: 15-50C51 9.56E-02 18-Beta Actin: 15-50C53 1.65E-01
3,00E-01
2,50E-01
2,00E-01
1,50E-01 -
1,00E-01 |
5,00E-02 -
0,00E+00

T oF oF oF oF oF oF oF oF oF ofF o T oF o oF oF

»\”& os\”& ‘,»w”& (;5\”& ‘,&”& 43'\03’ o ¥ 43'\\”5% o F & ¥ o & ‘g;\@ w& &> & o 3 & © \/‘<§7 %‘ng
KSR ORI N IR I IR IR I N IR G I O SN

Sekil 4.4. BA;SOCS-1 ve BA;SOCS-3’lin 12. Saatteki ifadesinin ortalama goreceli
Olglim tablosu
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Cizelge 4.6 — Sekil 4.4 incelendigi zaman 10* M MP/10®* M VD-3 ve 10°* M
MP/10” M VD-3 derisimlerinde 12. saatte SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadesinin
arttig1 tespit edilmistir. MP’un ve VD-3’1lin tek kullanildiklar1 derisimlerde SOCS-1
geninin ifadesi azalirken, sadece 10°M derisimindeki MP’da SOCS-3 geninin
ifadesinde az da olsa bir artis goriilmiistiir. Azalma VD-3’{in derisiminde daha

yogundur.

Cizelge 4.7. BA;SOCS-1 ve BA;SOCS-3’1in 24. saatteki ifadesinin ortalama goreceli
6l¢tim degerleri

Ornek Ratios ort Ornek Ratios ort
19-Beta Actin;19-SOCS1 1,38E-02 19-Beta Actin;19-SOCS3 3,65E-04
20-Beta Actin;20-SOCS1 4,01E-03 20-Beta Actin;20-SOCS3 1,50E-02
21-Beta Actin;21-SOCS1 1,36E-02 21-Beta Actin;21-SOCS3 8,69E-03
22-Beta Actin;22-SOCS1 6,34E-03 22-Beta Actin;22-SOCS3 1,60E-02
23-Beta Actin;23-SOCS1 4,96E-03 23-Beta Actin;23-SOCS3 1,98E-02
24-Beta Actin;24-SOCS1 3,94E-03 24-Beta Actin;24-SOCS3 7,09E-03
25-Beta Actin;25-SOCS1 3,13E-03 25-Beta Actin;25-SOCS3 1,06E-01
26-Beta Actin;26-SOCS1 5,04E-03 26-Beta Actin;26-SOCS3 1,65E-02
27-Beta Actin;27-SOCS1 2,42E-03 27-Beta Actin;27-SOCS3 8,85E-03

0,12

0,1

0,08

0,06

0,04 -

0,02

Sekil 4.5. BA;SOCS-1 ve BA;SOCS-3’1lin 24. saatteki ifadesinin ortalama goreceli
Olctim degerlerinin tablosu
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Cizelge 4.7 — Sekil 4.5 incelendigi zaman 10* M MP/10® M VD-3
derisiminin SOCS-3 geninin ifadesini 24. saatte arttirdigit ve SOCS-1 geninin
ifadesini ise azalttigi tespit edilmistir. 10* M MP/5x10° M VD-3 derisimlerinde
SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadesinde 6nemli diizeyde azalma goriilmiistiir. VD-
3’in tek kullamildigi derisimlerde genlerin ifadesinde Onemli etki goriilmemistir.
10°M MP derisimlerde SOCS-1 geninin ifadesi azalirken, SOCS-3 geninin ifadesi
artmistir. 10° M MP / 5x10° M VD-3 derisiminde SOCS-1 geninin ifadesi azalirken,
SOCS-3 geninin ifadesi artmustir. Aym durum 10™* M MP icin de gegerli olmaktadir.
10°M MP / 5x10®* M VD-3 derisimi de ayni sekilde etki gostermektedir.

Pfaffl modeline uygun olarak, real time PZR’da uygulamalar arasindaki

goreceli ifade oranlari karsilastirilarak Delta-Delta CT metodu olusturulmustur [61].
R = 2 A smek~ACFiomror )

veE

R=27%F

Bu metoda gore, referans gene karsilik istenilen genin verimliligi
belirlenmektedir. Bu ¢alismada MP ve VD-3’{in birlikte kullanimlarmin SOCS-1 ve
SOCS-3 genleri iizerindeki etkinligini 6lgmek iizere, delta-delta CT metodu

uygulanmisgtir.

4.1.3. MP ve VDs’in Sinerjistik Etkilerinin Delta-Delta CT Metoduna Gore

Degerlendirilmesi

SOCS-1, SOCS-3 ve Beta Aktin genlerinin CP degerlerinin standart
sapmalar1 hesaplanmustir. [lag uygulamasi yapilmis drneklerdeki SOCS-1 ve SOCS-3
genlerinin CP degerleri, ila¢g uygulamasi yapilmamis kontrol grubundaki 6rnekle
karsilagtirtlip, kontrol grubuna gore genlerin ifadelerinin artis miktarlar

hesaplanmistir (Cizelge 4.8 - 4.13).
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Cizelge 4.8. SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin 6. saatteki ifadesinin CP degerlerinin

standart sapmalar1

1-SOCS1 | 27,72+0,74 | 1-SOCS3 | 26,95+ 0,34 | 1-Beta Actin | 18,31+ 0,5
2-SOCS! | 28,65+0,46 | 2-SOCS3 | 26,99 +1,03 | 2-Beta Actin | 19,73 0,18
3-SOCS1 | 27,79 £0,51 | 3-SOCS3 | 26,74+ 0,14 | 3-Beta Actin | 17,61 £ 0,25
4-SOCS! | 28,79+0,76 | 4-SOCS3 | 25,85+0,52 | 4-Beta Actin | 19,14 % 0,25
5-SOCS1 | 29,11 +1,08 | 5-SOCS3 | 26,65+ 0,47 | 5-Beta Actin | 19,74 0,3
6-SOCS1 | 28,12+£0,42 | 6-SOCS3 | 27,07+0,2 | 6-Beta Actin | 17,73 £0,31
7-SOCS1 | 30,17 0,11 | 7-SOCS3 | 27,26 +0,15 | 7-Beta Actin | 20,83 + 0,44
8-SOCS1 | 29,42+0,78 | 8-SOCS3 | 26,69+ 0,48 | 8-Beta Actin | 19,80 0,22
9-SOCS1 | 27,84+0,36 | 9-SOCS3 | 25,63+0,45 | 9-Beta Actin | 18,56 +0,05

Cizelge 4.9. SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin 6. saatteki ifadesinin AACT ve 27447
sonuglari

SOCSs1

CT B-actin CT gene of interest ACT | AACT | 2—-AACT
1) Kontrol 18,31 27,725 9,415 0 1
2) 10-5 MP 19,735 28,65 8,915 -0,5 141
3) 5X10-9 VD 17,615 27,795 10,18 | 0,765 0,59
4) 10-5MP/5X10-9VD 19,14 28,795 9,655 0,24 0,85
5) 10-4 MP 19,745 29,365 9,62 | 0,205 0,87
6) 5X10-8VD 17,73 28,125 10,395 | 0,98 0,51
7) 10-4MP/5X10-8VD 20,83 30,175 9,345 | -0,07 1,05
8) 10-5MP/5X10-8VD 19,8 29,42 9,62 0,205 0,87
9) 10-4MP/5X10-9VD 27,825 27,84 0,015 -9,4 675,59*

SOCS3

CT B-actin CT gene of interest ACT | AACT | 2-AACT
1) Kontrol 18,31 26,955 8,645 0 1
2) 10-5 MP 19,735 26,995 7,26 | -1,385 2,61*
3) 5X10-9 VD 17,615 26,745 9,13 | 0,485 0,71
4) 10-5MP/5X10-9VD 19,14 25,85 6,71 -1,935 3,82*
5) 10-4 MP 19,745 26,65 6,905 | -1,74 3,34*
6) 5X10-8VD 17,73 27,075 9,345 0,7 0,62
7) 10-4MP/5X10-8VD 20,83 27,265 6,435 -2,21 4,63*
8) 10-5MP/5X10-8VD 19,8 26,69 6,89 | -1,755 3,38*
9) 10-4MP/5X10-9VD 27,825 25,63 -2,195 | -10,84 | 1833,01*

*p<0,05
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Cizelge 4.10. SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin 12. saatteki ifadesinin CP degerlerinin
standart sapmalar1

10-SOCSI1

25,94 +0,17

10-SOCS3

26,19 = 0,35

10-Beta Actin

18,18 = 0,33

11-SOCSI1

29,35+ 0,6

11-SOCS3

27,51 +£0,27

11-Beta Actin

21,17 £ 0,14

12-SOCSI1

27,56 £ 0,43

12-SOCS3

26,39 + 0,24

12-Beta Actin

18,26 £ 0,5

13-SOCSI1

28,48 + 0,52

13-SOCS3

26,9 + 0,05

13-Beta Actin

19,64 + 0,04

14-SOCSI1

28,02 £ 0,15

14-SOCS3

26,44 £ 0,13

14-Beta Actin

18,97 £ 0,06

15-SOCSI1

27,31 £0,52

15-SOCS3

25,78 £ 0,28

15-Beta Actin

17,85 + 0,05

16-SOCS1

31,94 + 0,39

16-SOCS3

30,41 + 0,57

16-Beta Actin

27,24 £ 0,13

17-SOCSI1

29,97 £0,39

17-SOCS3

27,64 £0,25

17-Beta Actin

30,31 +0,27

18-SOCSI

30,07 £ 0,02

18-SOCS3

28,64 £ 0,4

18-Beta Actin

26,68 + 0,05

Cizelge 4.11. SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin 12. saatteki ifadesinin AACT ve 27447
sonuglar1

SOCS1
CT B-actin CT gene of interest ACT | AACT | 2-AACT
10) Kontrol 18,185 25,945 7,76 0 1
11) 10-5 MP 21,175 29,35 8,175 | 0,415 0,75
12) 5X10-9 VD 18,265 27,56 9,295 | 1,535 0,35
13) 10-5MP/5X10-9VD 19,645 28,485 8,84 1,08 0,47
14) 10-4 MP 18,97 28,025 9,055 | 1,295 0,41
15) 5X10-8VD 17,855 27,315 9,46 1,7 0,31
16) 10-4 MP/5X10-8VD 27,24 31,94 4,7 -3,06 8,34*
17) 10-5MP/5X10-8VD 20,31 29,975 9,665 | 1,905 0,27
18) 10-4MP/5X10-9VD 26,68 30,07 3,39 | 4,37 20,68*
SOCS3
CT B-actin CT gene of interest ACT | AACT | 2-AACT

10) Kontrol 18,185 26,195 8,01 0 1
11) 10-5 MP 21,175 27,515 6,34 | -1,67 3,18*
12) 5X10-9 VD 18,265 26,395 8,13 | 0,12 0,92
13) 10-5MP/5X10-9VD 19,645 26,09 6,445 | -1,565 2,96*
14) 10-4 MP 18,97 26,445 7,475 | -0,535 1,45
15) 5X10-8VD 17,855 25,78 7,925 | -0,085 1,06
16) 10-4 MP/5X10-8VD 27,24 30,41 3,17 | -4,84 28,64*
17) 10-5MP/5X10-8VD 20,31 27,64 7,33 | -0,68 1,60
18) 10-4MP/5X10-9VD 26,68 28,64 1,96 | -6,05 66,26*

*p<0,05
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Cizelge 4.12. SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin 24. saatteki ifadesinin CP degerlerinin

standart sapmalar1

19-SOCS1| 25,55+0,36 |19-SOCS3|25,96 + 0,35 | 19-Beta Actin | 19,31 + 0,06
20-SOCS1| 29,58 +0,58 |20-SOCS3 | 27,68 + 0,5 | 20-Beta Actin | 21,61 % 0,45
21-SOCS1| 26,59 +0,68 |21-SOCS3 |26,17 + 0,33 | 21-Beta Actin | 20,30 + 0,2
22-SOCS1| 28,65+1,56 |22-SOCS3 | 28,44 + 0,44 | 22-Beta Actin | 21,34 + 1,65
24.saat|23-SOCS1| 30,51+0,6 |23-SOCS3| 28,51+0,7 | 23-Beta Actin | 22,85 + 0,73
24-SOCS1| 26,08 0,33 |24-SOCS3 | 25,24 + 0,41 | 24-Beta Actin | 18,07 + 0,11
25-SOCS1| 34,19 +0,46 |25-SOCS3 | 31,7+ 0,14 | 25-Beta Actin | 25,73 + 0,21
26-SOCS1| 29,95+0,92 |26-SOCS3 | 26,67 + 0,41 | 26-Beta Actin | 22,31 + 0,79
27-SOCS1 | 29,555 + 0,005 | 27-SOCS3 | 27,73 £ 0,31 | 27-Beta Actin | 20,86 = 0,05

Cizelge 4.13. SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin 24. saatteki ifadesinin AACT ve 27447

sonuglari
SOCS1
CT B-actin CT gene of interest ACT | AACT | 2-AACT
19) Kontrol 19,315 25,555 6,24 0 1
20) 10-5 MP 21,615 29,585 7,97 | 1,73 0,30
21) 5X10-9 vD 20,305 26,59 6,285 | 0,045 0,97
22) 10-5 MP/5X10-9VD 21,345 28,65 7,305 | 1,065 0,48
23) 10-4 MP 22,85 30,515 7,665 | 1,425 0,37
24) 5X10-8 VD 18,075 26,08 8,005 | 1,765 0,29
25) 10-4MP/5X10-8VD 25,735 34,195 8,46 2,22 0,21
26) 10-5MP/5X10-8VD 22,31 29,95 7,64 1,4 0,38
27) 10-4MP/5X10-9VD 20,865 29,555 8,69 | 2,45 0,18
SOCS3
CT B-actin CT gene of interest ACT | AACT | 2-AACT

19) Kontrol 19,315 25,965 6,65 0 1
20) 10-5 MP 21,615 27,685 6,07 | -0,58 1,49
21) 5X10-9 VD 20,305 26,175 5,87 | -0,78 1,72
22) 10-5 MP/5X10-9VD 21,345 28,445 7,1 0,45 0,73
23) 10-4 MP 22,85 28,51 566 | -0,99 1,99
24) 5X10-8 VD 18,075 28,245 10,17 | 3,52 0,09
25) 10-4MP/5X10-8VD 25,735 31,7 5,965 | -0,685 1,61
26) 10-5MP/5X10-8VD 22,31 26,67 4,36 | -2,29 4,89*
27) 10-4MP/5X10-9VD 20,865 27,73 6,865 | 0,215 0,86

*p<0,05
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4.1.4. Istatistiksel Analiz

Bu calismada K562 hiicre hattindan elde edilen RNA 0Orneklerinin ¢cDNA
sentezi ve niceliksel es zamanli RT-PZR 6l¢limii iki kez tekrarlanmigtir. Ortalamalari
alindiktan sonra (+) ve (-) standart sapmalar1 alimmistir. SOCS-1 ve SOCS-3
genlerinin ifadelerinin 6., 12. ve 24. saat ortalama AACT ve 22" degerleri, gruplar
arasinda ve saatler arasinda karsilastirilip, istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Istatistiksel analizde bagimsiz iki grup karsilastirilmas1 yapilmistir.

SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin AACT degerleri bakimindan saatler arasinda
anlamli bir fark gdriilmez iken, SOCS-3 geninin AACT degeri bakimindan gruplar

arasinda anlamli bir fark oldugu belirtilmistir.

55



Reyhani, B. 2011. Sitokin Sinyal Baskilayict (SOCS) Genlerinin [fadesinin Metilprednizolon ve Vitamin D3 Uygulanmis Kronik
Miyeloblastik Losemi (K562) Hiicrelerinde Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

4.2. TARTISMA

KML hematopoetik kok hiicrelerin ¢ogalmasi ile olusan klonal bir hastaliktir
[3]. KML tiim l6semilerin yaklasik %15’ini olusturmaktadir ve ortalama 45-55
yaglarda goriiliip, yas artisina baglh olarak insidanst da artmaktadir. Hastalarin
yaklasik olarak %30’u 60 yas lizerindedir. Vakalarin yaklasik olarak %3’ ¢ocukluk
caginda goriilmektedir [12].

KML 9. kromozomdaki Abl geninin 22. kromozomdaki Ber genine
translokasyonu ile olusan Ph kromozomu ile karakterize edilmektedir [3,12]. Ph
fiizyon proteini tarafindan kodlanan p210 onkogeni, hiicrenin apoptoz ve ¢ogalma
mekanizmalarinda bozukluklara yol agmaktadir [18-19]. Hastaligin tedavisinde ise
ilk olarak IFN-a [63] kullanilmistir. Ardindan imatinib mesilat [64], arsenik trioksit
[65], vitamin D tiirevleri [66], mitoksantron, sitozin arabinozit ve steroid tlirevleri

[67] gibi ilaclar kullanilmaktadir.

Steroid ve tiirevleri ile yapilan klinik caligsmalar, steroid bilesenlerinin blast
hiicreleri iizerinde graniilositik ve monositik farklilagsmay1 uyardiklar1 ve bdoylece,
steroidlerin 16semi hiicrelerinin farklilasmasinda Onemli bir etken olabilecegini
gostermistir [54]. Bu ¢alismada bir steroid tiirevi olan 6a-metilprednizolon ve sterol
tirevi [67] olan la-25 (OH),Ds;’tin KML hiicre hattinda SOCS-1 ve SOCS-3
genlerinin  ifadesi {izerindeki, in-vitro sinerjistik etkilerinin  gdsterilmesi
amaclanmistir. Calismada, genlerin ifadesinin 6l¢iimii niceliksel es zamanli RT-PZR

yontemi kullanilarak Light Cycler 480 II cihaz ile yapilmustir.

SOCS-1 ve SOCS-3 genleri, sitokin sinyallerinin baskilayicilar1 olarak
bilinen SOCS genlerinin iki {iyesi olup, 6zellikleri en ¢ok bilinen genler arasindadir
[34-35, 40]. Losemi hiicreleri lizerinde bu iki genin ifadesine yonelik caligmalar
baslatilip, genlerin ifadelerinin ve etkilestikleri sinyallerin 16semi hiicreleriyle
iligkileri aragtirllmistir. Roman ve ark. [68] yeni teshis edilmis KML hastalarinda
SOCS-1 geninin siirekli olarak ifade edilip edilmedigi ve bunun, IFN-a ile iligkisini
arastirmiglardir. Kronik fazdaki 75 KML hastasindan 49’unda (yaklasik %65) SOCS-
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1 geninin siirekli olarak ifade edildigini ve bunun IFN-a’ya yanitinin zayif oldugunu

gostermiglerdir.

Yamauchi ve ark. birgok KML hiicre hattinda SOCS-3 geninin ifadesinin
siirekli artisinda IFNo’ya olan direnci aragtirmiglardir [69]. KML blast donemindeki
hastalarin periferal kanlarindan, KML hiicre hattinin yeni bir serisi olan, SOCS-3
geninin ifadesinin neredeyse hi¢ belirlenemedigi KT-1 hiicre hatti hazirlamislardir.
KT-1 hiicre hatti diger hiicre hatlarinin aksine IFNa’nin apoptoz uyarici ve
¢ogalmay1 durdurucu etkilerine kars1 duyarhdir. Caligmalar1 sonucunda KT-1 hiicre
hattinda SOCS-3 geninin ifade diizeyinin zayif oldugunu tespit etmislerdir. Ancak
K562 ve TKI91 hiicre hatlarmin daha fazla SOCS-3 ifade ettikleri ve bunun sonucu
olarak IFNa’ya kars1 daha direncli olduklarini belirtmislerdir [70-71].

Reddy ve ark. K562 hiicre hattin1 Abl kinaz inhibitorii olan imatinib (2 uM)
ile bir gece muamele ederek SOCS genlerinin ifadesini test etmislerdir. SOCS
mRNA’nin ifadesini niceliksel PZR ile o6l¢miislerdir. SOCS1 ve SOCS3
mRNA’larinin K562 hiicrelerinde yogun ifade edildiklerini ve s6z konusu genlerin
ifadelerinin Abl kinaz inhibisyonu ile azaldigimi tespit etmislerdir. SOCS-1 ve
SOCS-3 genlerinin ifadeleri icin BCR/ABL’nin kinaz aktivitesinin énemli oldugunu

vurgulamiglardir [72].

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda, MP’un insan miyeloyid losemi
hiicrelerinde (HL-60) farklilasma ve apoptoz iizerinde [73], U-937 insan
miyelomonositik 16semi hiicrelerinin farklilagmasi iizerinde [53], AML nin ¢esitli alt
gruplarinda farklilasma mekanizmasi iizerindeki etkileri arastirtlmigtir. VD-3’{in HL-
60 ve osteoblast benzeri hiicrelerin farklilasma ve ¢ogalma mekanizmasi iizerindeki
etkileri calisilmistir [57, 74]. Bu ¢alismada K562 hiicre hattinda iki ajanin birlikte
kullanimlarinin SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadesi iizerinde olusturabilecegi
degisiklikleri gozlemleyip, bu degisikliklerden yola c¢ikarak K562 hiicrelerinin

cogalma mekanizmasini etkileyip etkilemediklerine bakilmistir.
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Morales ve ark. [75] si¢anlarda ostecoblast benzeri ostecosarkoma hiicre
hattinda (UMR 106) 1,25-(OH),D3’iin JAK2/STATS yolu iizerinden biiyiime
hormonu sinyalinin etkisini uzattig1 ve biiyiime hormonu tarafindan uyarilan SOCS-3
geninin ifadesini ise azalttigini belirtmislerdir. Hiicre 6ziitleri Western blot ile analiz
edilmistir ve anti-SOCS-3 antikoru uygulanmistir. 1,25-(OH),-D3 ile muamele
edilmemis hiicrelerde bilyiime hormonunun etkisiyle 2. saatten itibaren SOCS-3
geninin ifadesinin arttigin1 belirtmiglerdir. 1,25-(OH),-D3 ile muamele edilen
hiicrelerde biiylime hormonu tarafindan uyarilan SOCS-3 geninin ifadesinin 4.
saatten itibaren azaldigini belirtmislerdir. Bu ¢aligmada da VD-3’iin tek kullanildigi

orneklerde SOCS-3 geninin ifadesinin azaldig1 gézlemlenmistir.

Michael ve ark. [76] COS7 maymun mide hiicrelerinde sitokin ve
glukokortikoid sinyali arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Bu iliskiden yola ¢ikarak
glukokortikoid reseptorleri (GR) ve SOCS-1 geni arasindaki etkilesimin
glukokortikoid sinyali iizerindeki etkisini incelemislerdir. Caligmalarinda, endojen
SOCS-1 ve GR etkilesimini gorebilmek igin ayrica 5 haftalik C57BL/6 farelerine 5
mg IFNy enfekte etmislerdir. SOCS-1 mRNA miktarini 6lgmek i¢in niceliksel gercek
RT-PZR yonteminde Tag Man metodunu uygulamislardir. Genin rélatif ekspresyon
diizeyini 2**“T formiiliine goére hesaplamislardir. IFNy ile muamele edilmeyen
farelerde SOCS-1 protein ekspresyonu gozlemlenmemistir. IFNy ile muamele
edilmis farelerin karacigerlerinin anti-GR immiinopresipitantlarinda SOCS-1 geninin
ifade edildigini tespit etmislerdir. Ancak hiicrelere GR ile agonist deksametazon
eklenmesinden yaklasik 4 saat sonra SOCS-1 geninin GR ile etkilesiminin azaldig1
ortaya ¢ikmigtir. Ayni durum, GR ile antagonist olan RU486 ile muameleden
yaklasik 24 saat sonra ortaya c¢ikmistir. Bu durumda GR ile ister agonist ister
antagonist olsun, genel olarak glukokortikoidlerin reseptorlere uzun siireli

baglanmasi ile bu durumun ortaya ¢iktigin1 géstermektedir.

Bu caligmada revers transkriptaz RT-PZR teknigi ve Tag-Man probu
kullamlnustir. Genlerin goreceli ifade diizeyi 2" formiilii ile hesaplanmistir. Bu
caligmada 6. saatte MP, VD3’iin tek ve birlikte uygulandiklar: hiicre hattinda SOCS-
3 geninin ifadesinin genel olarak artti1 tespit edilmistir. 10* M MP’un 12. saatte
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SOCS1 geninin ifadesini yogun olarak azalttig1 tespit edilirken, 10° M MP’un ise
hafif olarak azalttig1 tespit edilmistir. MP’a goére VD3 ise SOCS-1 geninin ifadesini
daha yogun bir sekilde azaltmustir. ikisinin sinerjistik etkilerinde ise, MP un etkisine
baglh olarak SOCS-1 geninin ifadesinin arttigi gozlemlenmistir. Ancak 24. saatte

VD3 harig, biitiin 6rneklerde SOCS-1 geninin ifadesinin azaldig1 gbzlemlenmistir.

Bu c¢alismada niceliksel es zamanli RT-PCR y6ntemi sonucunda SOCS-3
geninin amplifikasyon dongiisiine SOCS-1 geninden daha once girdigi tespit
edilmistir. SOCS-3 geninin SOCS-1 genine gore daha once ifade edildigi tespit
edilmistir. Kontrol grubuna gore iki gen, rolatif ekspresyon degerleri bakimindan
karsilastirldiginda 6. saatte 10* M MP ve 5x10° M VD-3’iin birlikte uygulandig
hiicrelerde SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (SOCS-
1: 675,59 kat, SOCS-3: 1833,01 kat) (Cizelge 4.8). Ancak SOCS-3 geninin SOCS-1
genine gore daha fazla ifade edildigi tespit edilmistir. VD-3’iin tek kullanildigi
orneklerde her iki genin ifadesinin yogun olarak azaldigi tespit edilmistir. MP’un tek
kullanildig1 6rneklerde SOCS-1 geninin ifadesi MP’un artan dozuna bagli olarak
azalirken, SOCS-3 geninin ifadesi artmigtir. Sonug olarak 6. saatte MP, VD-3’e gore
daha gii¢lii etki gostermistir ve SOCS-3 geninin ifadesini SOCS-1 genine gore daha
fazla arttirmistir. MP ve VD-3’{in birlikte uygulandigi 6rneklerde SOCS-1 ve SOCS-
3 genlerinin ifadesi 10* M MP ve 5x10° M VD-3’te en fazla artis gosterirken, MP

derigiminin diistiigli 6rneklerde genlerin ifadesinde azalma goriilmiistiir.

10* M MP ve 5x10° M VD-3’iin birlikte kullaniminin SOCS-1 ve SOCS-3
genlerinin ifadesi {izerindeki etkileri 6. saate gore 12. saatte (Cizelge 4.11)
azalmasina ragmen, diger drneklere gore en fazla artisin oldugu sdylenebilir ( SOCS-
1: 20,68 kat, SOCS-3: 66,26 kat). Ancak birlikte uygulandiklar1 6rneklerde yiiksek
doz VD-3’iin uygulanmasi SOCS-1 geninin ifadesini 6. saate gore arttirirken, 12.
saatte uygulanan 10* M MP/5x10° M VD-3’e gore de azaltmustir. Diisik doz
MP/VD-3’iin 12. saatte, VD-3 dozunun azaldigi o6rneklerde SOCS-1 geninin
ifadesini 6. saate gore diisiirdiigii tespit edilmistir. Kisaca 12. saatte 10* M MP
SOCS-1 geninin ifadesini azaltirken, diisiik doz VD-3 ile birlikte uygulandiginda

arttirmistir. Ancak 6. saate gore ifadesi azalmistir. Yine VD-3’lin tek kullanildigi
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orneklere gore MP, bu genlerin ifadeleri tizerinde daha fazla etki yaratmigtir. SOCS-
3 geni 12. saatte tlim drneklerde ifade edilmistir. MP tek basina VD-3’ten daha fazla
etki gostermistir. Ancak ikisinin birlikte kullaniminda MP’un tek basina yarattigi
etkiden daha fazla ifade oldugu, ancak bu degerlerin 6. saate gore azaldigi
belirlenmistir. iki ajanin birlikte kullaniminda MP’un etkisine bagli olarak ifadenin
arttigi  belirtilmistir. Ancak 6. saate gore, VD-3’lin etkisinin de arttigi
gozlemlenmistir. Diisiik doz MP SOCS-1 geninin ifadesini azaltirken, SOCS-3
geninin ifadesini ise arttirmistir. VD-3’1lin kullanildig1 6rneklerde SOCS-1 geninin

ifadesi azalirken, SOCS-3 geninin ifadesi artmigtir.

MP ve VD-3’lin beraber kullanimi 24. saatte SOCS-1 geninin ifadesini
azaltmistir. Ozellikle de 10* M MP/VD-3"iin birlikte kullaniminda bu durum daha
belirgindir (10* M MP/5x10° M VD-3: 0,18 kat, 10* M MP/5x10°* M VD-3: 0,21
kat). Ancak ilging bir sekilde, 5x10° M VD-3"iin SOCS-1 geninin ifadesini arttirdig
tespit edilmistir (0,97 kat).

Doz ve zaman bagimli olarak incelendiginde, SOCS-3 geninin ifadesinin 24.
saatte (Cizelge 4.13) 6. ve 12. saatlere gore azaldig1 gozlemlenmistir. VD-3’iin tek
kullanildig1 durumlarda, dozun artmasiyla birlikte SOCS-3 geninin ifadesinin
azaldig1 tespit edilmistir. 10 M MP/VD-3’iin birlikte kullaniminda VD-3iin
dozunun artmasiyla birlikte genin ifadesinin azaldigi tespit edilmistir (10 M
MP/5x10” M VD-3: 0,86 kat, 10" M MP/5x10® M VD-3: 1,61 kat). MP’un tek
kullanildigi durumlarda MP, SOCS-3 geninin ifadesini arttirmistir. Kisacasi, 24.
saatte MP’un SOCS-1 geninin ifadesi {izerindeki etkisi gittikce diismiistiir ancak
disik doz VD-3 arttirmistir. SOCS-3 geninin ifadesinin artisinda da 6. ve 12.

saatlere gore, diisiik doz VD-3’iin etkisi belirginlesmistir.

Bu sonuglardan da anlasiliyor ki 6. saatte SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin
ifadesi iizerinde YDMP (10" M) ve disik doz (5x10°M) VD-3’tin birlikte
kullanildigi durumlarda, bu iki ajanin tek kullanildigi durumlarda olusturduklari
etkiden daha fazla artis saglamistir. Ancak SOCS-3’lin ifadesi SOCS-1’e gore daha
fazla olmustur. Tek kullanildiklarinda, MP’un VD-3’ten daha fazla etkili oldugu
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gbzlemlenmistir. 12. saatte de YDMP ve diisilk doz VD-3’ilin birlikte kullanildig1
orneklerde genlerin ifadesinin daha fazla arttigi ancak 6. saate gore bu ifadenin
azaldig1 tespit edilmistir. Tek kullanildiklarinda MP’un yine VD-3’ten daha fazla etki
yarattig1 gozlemlenmistir. {lging bir sekilde 24. saatte, SOCS-1 ve SOCS-3 genleri
iizerinde diisiik doz MP ve yiiksek doz VD-3’lin birlikte kullanildigi 6rnekler
iizerinde, YDMP ve diisiik doz VD-3’iin birlikte kullanildig1 6rnekler {izerinden daha
fazla etki yarattig1 gézlemlenmistir. Ayrica, diisiik doz VD-3’iin tek basina, genlerin
ifadesini arttirdigi goézlemlenmistir. Yine 24. saatte de SOCS-3 geninin SOCS-1
geninden daha fazla ifade edildigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadesinde MP’un VD-3’ten
daha fazla etkisi oldugu tespit edilirken, genel olarak MP ve VD-3’iin birlikte
kullanilmasiyla daha fazla upregiilasyon tespit edilmistir. Bundan da, bu iki ajanin
birlikte kullamimlarimin, tek kullanildiklar1 durumdan daha fazla artis sagladigi
belirlenmistir. Ayrica diisiitk derisimdeki VD-3’ilin, genlerin ifadelerini 24. saatte

arttirdig1 ve en ¢ok, SOCS-3 geninin ifadesinin arttig1 tespit edilmistir.

SOCS-3 geninin ifadesinin artis1, IL-6 tarafindan olusturulan sinyal ile iligkili
olabilecegi diistiniilmektedir. I1L-6 glikoprotein 130 (gpl130) reseptorlerine
baglanarak, JAK/STAT araciligiyla STAT-1 ve STAT-3 molekiillerinin buraya
baglanmasini saglamaktadir [77-78]. Bu ¢alismada SOCS-3 geninin ifadesinin artisi
bu sinyal araciligiyla saglanmis olabilir. Ciinkii IL-6 ile uyarilmus STAT-3
molekiillerinin MAPK’1 (Mitojen aktive edici protein kinaz) aktive ettigi ve
hiicrelerin yasaminda ve farklilagmasinda da rol aldig1 diisiniilmektedir [77-78]. Bu
caligmada SOCS-3 geninin ifadesinin artig1 belki de MAPK sinyalini inhibe ederek,
hiicrelerin ¢ogalmasini durdurabilmektedir. SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin her ikisi
de STAT-3’e baglanabilmesine ragmen, SOCS-1 geninin genel olarak IL-4, IFNa
veya IFNy reseptorleri ile SOCS-3 geninin ise genel olarak gp130 reseptorleriyle
etkilestigi gosterilmistir [38].
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5. SONUC VE ONERILER

1. Yiiksek doz MP ve diisiik doz VD-3’1in birlikte uygulandig1 6rneklerde
SOCS-1 (675,59 kat) ve SOCS-3 (1833,01 kat) genlerinin ifadesinin 6. saatte
arttig1 tespit edilmistir.

2. SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin ifadesinin artiginda yliksek doz MP ve diisiik
doz VD-3’1in sinerjistik etki gosterdigi anlasilmaktadir.

3. MP tek basina, genlerin ifadesini artirmaya yeterli olmustur.

4. VD-3’iin yiiksek dozu (5X10'8M VD-3) diisiik doz MP (10° M) ile
kullanildiginda ancak 24. saatte SOCS-3 geninin ifadesini (4,89 kat)
arttirmistir.

5. Yapilan ¢aligma sonucunda, bu iki ajan SOCS-3 geninin ifadesini SOCS-1

geninin ifadesinden daha fazla arttirdig: tespit edilmistir.

Bu c¢alisma, KML kanser hiicresinin ¢ogalmasini durduran tedavilerdeki
yolaklar1 anlamada onciil ¢alisma niteligi tasimaktadir. Kullanilan bu iki ajanin
hiicreler lizerindeki potansiyel etkisinin, ¢ogalmay1 durdurmasina yonelik oldugu ve
JAK/STAT mekanizmasi ile gerceklesen l16semi ve bircok kanser tiirlerinde bu
caligmanin alternatif bir bakis acis1 saglayabilecegi diisliniilmektedir. Ancak
hiicrelerin farklilagmasi tizerindeki etkisi hala tartigmalidir. Ayrica in vitro ¢aligmalar
ve diger potansiyel antilosemik ve farklilagtirict ajanlar ile birlikte yapilacak
caligmalarin gelecekteki tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde rol oynayacagi
diistiniilmektedir. Ancak in vivo hayvan caligmalar1 ile birlikte de desteklenmesi

gerekmektedir.

Gelecek caligmalarda SOCS-1 ve SOCS-3 genlerinin fazla ifade edildigi
AML alt gruplarinda, B onciilii 16semilerde, U937 (miyelomonositik 16semi) ve HL-
60 (insan akut miyeloyid 16semi) gibi hiicre hatlarinda cogalmay1 durdurucu

etkilerine bakilmasi yararli olacaktir.
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