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1. GIRIS VE AMAC

Losemiler kemik iliginde normal hiicrelerin yerine neoplastik hiicrelerin ge¢mesi
ile karakterize hematopoetik hiicrelerin kotii huylu olusumlaridir. Akut 16semiler olgun
hiicrelerin azalmas1 ve lokosit prekiirsorlerinin (16semik blastlar) birikimi ile
karakterizedir. Akut 16semide 16semik blastlarin birikimi, transforme olan hiicrelerin
hizli ¢ogalmasiyla birlikte islevsel olan son hiicreler yoniinde olgunlasamamasina
baghdir. Tedavide amag 16semik hiicre toplulugunun geride kalan az sayidaki normal
kok hiicresinin diizelmesine imkan verecek sekilde azaltilmasidir. Akut myelositik
16semi (AML) agir seyreden bir hastaliktir. Yogun kemoterapi ile hastalarin ¢ogunda
remisyon saglanabilmesine ragmen, bunlarin biiyiik kisminda hastalik tekrarlar ve
yalmz %10-15 inde uzun siireli hastaliksiz yagam beklenebilir (1).

Hiicre kiiltiirii, bir organ veya dokudan alinan belirli bir grup hiicrenin, uygun
fizikokimyasal ve biyolojik islemler sonucu in-vitro kosullarda iiretilmesi teknigidir.
Hiicre kiiltiirii ile ilgili calismalar 1907 wyilinda Ross Harrison’un kurbaga
embriyolarinda yapmis oldugu ¢alismalara dayanir (99). Ilerleyen yillarda uygun kiiltiir
besi ortamlarinin gelistirilmesi ve besi ortamimin icine antibiyotik eklenmesi
kontaminasyon sorununu c¢dzmiis ve bu teknolojinin, hastaliklarin patogenezinin
aragtirilmasinda, ila¢ denemelerinin ve tedavi yOntemlerinin gelistirilmesinde birinci
basamak c¢alisma icine girmesinin yolunu a¢cmistir (99). Gliiniimiizde yapilan
biyomedikal arastirmalarda primer kiiltir ya da hiicre soyu, calismalarin ilk fazim
olusturur. Primer kiiltiirler sinirh pasaj kapasitesinden dolay1 fazla uzun yasatilamazlar
ancak, hiicre hatlarimin smirsiz pasaj yetenegine sahip olduklarindan dolayr ¢ok uzun
siire (hatta sonsuz) kullanma avantaji vardir (99). Hiicre hatlar1 bir organ veya dokuya
0zgiil hiicrelerin kuvvetli bir virus antijeninin promoteri ile immortalizasyon
islemlerinden gectikten sonra olusan ve siirekli boliinme yetenegi olan Oliimsiiz
hiicrelerdir (99).

Hiicre hatlar1 genel olarak siispansiyon ve monolayer kiiltiirler olarak iki grupta
toplanirlar. Siispansiyon kiiltiirler daha cok kan ve kemik iligi gibi yumusak doku
tiimorlerinin hiicre hatlarin1 olustururlar ve bu hiicreler, icinde bulunduklar1 kaba
yapigmazlar. Monolayer kiiltiirler ise fibroblast, epitel, sinir doku gibi tiimorlerin hiicre

hatlaridir ve i¢inde bulunduklar1 kaba yapisirlar (99).



Hiicreler geldikleri kdkene gore farkli zamanlarda boliiniirler. Bundan dolay:
kiiltiir besi ortami, beslenme, lireme ve yasam ortami gibi sartlar hiicreden hiicreye

degisiklik gosterir(99).

HL-60 Hiicre Soyu: Ulusal Kanser Enstitiisii’'nden Steven J. Collins ve ekibi
1977 yilinda ilk kez Beyaz irkdan, 36 yasindaki AML hastas1 bir kadinin periferik
beyaz kan hiicrelerinden HL-60 hiicre hatlarini gelistirdiler. Bu hiicre hatti insan
miyeloid 16semik hiicrelerinin ilk uzun siireli pasajlanabilir siispansiyon hiicre
kiiltiirtidiir, malign hiicrelerin 6zelliklerini gosterir ve onkogenleri eksprese eder (100).
Kiiltiir icindeki hiicreler oval ve yuvarlak goriiniimlidiirler, nadiren pseudopod
bulundurduklarindan heterojendirler. Biiyiikliikleri 9-25 pm arasinda degisir. Genis bir
cekirdege sahip olmasimma ragmen nadiren de olsa 2-4 cekirdekli, net kromatin
goriintimlii yapis1 vardir. Sitoplazmalar1 azurofilik graniillerden dolayr bazofilik yapiya
sahiptir. In-vivo graniilositlerin bir 6zelligi olan PAS (Periodik Asit-Schiff) ve asit
fosfataz ile porzitif boyanirlar ama nétrofilik graniilosit ve monositlerin 6zelligi olan
alkalin fosfataz ve a-Naftol AS-D asetat (nonspesifik) esterazlar1 eksprese etmezler
(100).

Sorafenib (Nexavar, BAY 43-9006) son déonemde kanser tedavisinde kullanilan
spesifik etki gosteren yeni bir ajandir. Etkilerini c-Raf ve b-Raf gibi protein kinazlari
inhibe etmek {izere tasarlanmis oral bir ajandir. Ras/Raf sinyallesme yolu tiimér
hiicrelerinin proliferasyonu ve anjiyogenez i¢in bir medyatdrdiir. Bir protein kinaz
inhibitdrii olan aym zamanda tiimér damarlanmasinda etkili olan VEGF reseptorleri
tizerinde de etkin oldugu bilinmektedir. Yapilan degerlendirmelerde Sorafenib’in
VEGFR-2, PDGFR-f , FLT3, ve c-KIT’i iceren bir¢ok tirozin kinaz reseptoriinii inhibe
ettigi de saptanmistir (2).

Lityum (Li") manik depresif hastalik (bipolar bozukluk) profilaksi ve
tedavisinde antipsikotik olarak kullanilan bir ilagtir. Li”un hiicredeki kalsiyum
konsantrasyonuna baglh olarak, Wnt/katenin yolu {izerinden serin kinaz aktivitesine
sahip glikojen sentaz kinaz-3 beta (GSK-3f) enzimini Wnt gibi inhibe ederek neoplastik
ajan olarak yada indiikleyerek antineoplastik ajan olarak davrandigi saptanmistir (3, 4).

Calismamizda 16semi hiicrelerindeki etkileri arastirmak iizere Avrupa Hiicre
Kiiltir Koleksiyonu hiicre bankasindan saglanan insan HL-60 Akut Promyelositik
Losemi (APL) hiicre soyu kullanildi.



Lityum Klortiir (LiCl) ve Sorafenib ilaglarinin her biri i¢in 1; 10; 100 ve 200 uM
konsantrasyonlarda olacak sekilde steril bidistile suda hazirlanmis taze ¢ozeltileri 100’ er
ul’'lik esit hacimlerde hiicrelere verildi. Her bir ilacin her bir dozu i¢in 3’er kuyucuga
ekim yapildi. Tiim gruplar 24, 48 ve 72. saatler i¢in ekildi ve 37 °C’de % 5 CO, hava
karisiminda rutubetli ortamda inkiibe edildi.

24, 48 ve 72. saatler sonunda kuyucuklarda bulunan hiicreler ayr1 ayr1 toplanip
santrifiij edildi. Siipernatant kisimlar1 atildiktan sonra 1 ml medyum ile siispansiyon
haline getirilip sayma kamarasi (hemasitometre) ile sayildi. Toplam hiicre sayilari
kaydedildi.

JIDIN (1nhibisy0n dozu %50) degeri belirlendikten sonra iki ilacin beraber
verilece8i grup icin yeni bir deney yapildi. IDsy degeri hem Lityum Kloriir hem de
Sorafenib i¢in 100 uM olarak saptandi. Tutunma (proliferasyon) ve canlilik tayini i¢in
her 24 saat bitiminde hiicreler santrifiij teknigi ile toplanarak hemasitometreye alinip
sayildilar. Canli hiicre sayis1 % 0.1°lik tripan mavisi (vital boya) ile 1/1 oramnda
hazirlanan hiicre siispansiyonu kullanilarak elde edilen preperatin 1s1k mikroskobunda
sayllmasi ile saptandi.

Sorafenib ve LiCl’lin ayr1 ayr1 ve kombine kullanimda APL hiicre soyu HL-60
lizerinde yarattiklar etkileri hiicre kiiltiirii, akim sitometri analiz, ELISA ve gecirimli
elektron mikroskopi yontemleri ile incelendi.

Sorafenib ve LiCl’'iin ayr1 ayr1 ve kombine kullanimda APL HL-60 hiicreleri
izerine apoptotik etkilerini degerlendirmek icin Anneksin V-FITC/PI boyama Kkiti
kullanilarak akim sitometri yontemi ile 6lii, canli ve apoptotik hiicreler sayildi. Sonuglar
CellQuest ve WinMDI adli analiz programlar ile degerlendirildi.

Hiicrelerin apoptozis ile 6ldiigliniin kaniti olan kaspaz-3 aktivitesi ELISA
yontemi ile tayin edildi. Ilaglarin apoptozis sonucunda hiicrelerde olusturdugu
morfolojik degisikler Gegirimli (Transmission) Elektron Mikroskobu (TEM)
kullanilarak incelendi.

Hiicredeki sinyal iletim mekanizmalar1 iizerine olan etkileri arastirmak igin
ELISA yontemi ile fosforile GSK-3p, fosforile AKT, total AKT, fosforile p38, total
p38, fosforile ERK, total ERK, fosforile IkBa, total IkBa , fosforile c-jun, total c-jun,
fosforile STAT3 ve total STAT3 proteinleri 6l¢iildii.

Sonuglarin istatistik incelenmesi SPSS 13 paket program kullanilarak yapildi.

Sonuclar ortalama+SEM (Standart Error of Mean) olarak gosterildiler. Gruplar



arasindaki farkliliklar, Student #-test analiz yontemi kullamilarak degerlendirildi.
Olasilik degerleri p<0.05 olan sonuglar anlaml kabul edildiler.

Literatiirde Sorafenib’in ve Li”un HL-60 APL hiicre soyu iizerinde etkinligini
aragtiran az sayida ¢alisma bulunmaktadir. HL-60 hiicre soyuna Sorafenib ve LiCl’'un
birlikte uygulanmas: ilk defa bu ¢aligmada gergeklestirilmistir.

Bu c¢alisma ile her iki ilacin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmasinin HL-60 hiicre
soyu iizerine etkinligi aydinlatilarak, klinikte APL hastalarinin tedavisine yeni bir

yaklagim ve katki saglamas1 amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. HUCRE KULTURU

Hiicre kiiltiirleri hiicrelerin tek hiicreyi kapsayacak sekilde, doku olarak
diizenlenmede in vitro ¢ogalmasidir. Organizmadan dogrudan dogruya alinan organ,
doku veya hiicrelerden {iiretilen kiiltiirlere primer kiiltiirler ad1 verilir. Primer kiiltiirler,
bulunduklar1 yerde cogalip baska bir yere boliinerek aktarildiktan (hiicre pasaji) sonra
hiicre soyu (cell line) adin1 alirlar.

Primer hiicre kiiltiirlerinden veya hiicre soylarindan 6zel se¢im veya klonlama
yontemi ile belirleyici bazi1 6zellikleri olan hiicreler elde edilir. Bu hiicrelerin kiiltiirde
yasamlar siiresince belirleyici dzellikleri devam eder; hiicrelerin pasaj yapilmis olmas,
onlarin belirleyici 6zelliklerini etkilemez.

Hiicre suslar1 veya hiicre soylar1 diploid veya heteroploid olabilirler, hiicrelerin
heteroploid oluslar1 onlarin habis hiicreler olduklarim veya in vitro cogalmalariin
sinirsiz olduklar1 anlamina gelmez. Hiicre kiiltiirlinde sinirsiz ¢ogalan hiicre soy veya
suglari, devamli hiicre soylar1 (established cell line) seklinde tanimlanarak, yasam
siireleri stirli diploid veya heteroploid hiicre soylarindan ayrilirlar. Ug giin ara ile en az
70 defa pasaj1 yapilan hiicre soylar1 “devamli hiicre soyu” olarak kabul edilmektedirler.

Giiniimiizde, hiicre kiiltiirleri esas olarak iki yolla iiretilmektedir: Tek tabaka
hiicre kiiltiirleri ve siispansiyon halinde hiicre kiiltiirleri. Tek tabaka hiicre kiiltiirleri,
cam veya plastik zemin {izerine tutunarak yasayan, islevlerini siirdiiren ve iireyen
hiicrelerdir. Siispansiyon halindeki hiicre kiiltiirlerinde, hiicreler hayatsal islev ve
tiremelerini siispansiyon halinde bulunduklar1 ortamda siirdiirebilir. Doku kiiltiirli ve
yontemleri kullanarak, hiicre yapisi, fizyolojisi, patojen hiicre iliskileri, iyonlastirict
isinlarin hiicre diizeyinde incelenmesi ve cesitli radyobiyolojik problemlere bagl olarak
timor bliyiimesinin agikliga kavusturulmasma calisilir. Hiicre kiiltiirlerinde, in vivo
sartlarda miimkiin olmayan, kisa zaman aralifinda gerceklestirilmesi istenen fiziksel ve

kimyasal etkenler incelenebilir.

2.1.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Kullamim Alanlar

Bugiin i¢in molekiiler tan1 ve tedavi amagli basta olmak iizere c¢ok sayida,

ozellikle arastirma amacl olmak iizere doku ve hiicre kiiltiirlerinden yararlanilmaktadir.



Doku ve hiicre kiiltiirlerinin sagladig1 avantajlar soyledir:

m Asi liretimi

m Antikor tiretimi

m ilaclarin sitotoksik ve sitotaktik etkilerinin 6l¢iilmesi

m Hiicre ici metabolizma olaylarinin arastirilmasi

m Hormonlarn hiicresel diizeyde etkilerinin arastirilmasi

m Kalitim maddesi ve protein sentezi ile yapilan arastirmalar

m Hiicre ici enerji metabolizmasi ile yapilan aragtirmalar

m Hiicre ylizey reseptorlerinin ¢aligilmasi

m Hiicre sinyal mekanizmalarinin ¢aligiimasi

m Hiicrelerin beslenme zelliklerinin ¢aligiimasi

m Enfeksiyonun hiicresel diizeyde etkilerinin ¢alisilmasi

m Hiicresel farklilasma ve yaslanma ile ilgili arastirmalar

m Programli hiicre 6liim mekanizmalar1 ve bunlara hormonlarin, ilaglarin cesitli
degiskenlerin etkilerinin arastirilmasi.

m Tiimor hiicrelerinin ila¢ duyarlilifinin saptanmasi ile ilgili aragtirmalar.

m Radyoterapinin hiicresel diizeydeki etkileri.

m Embriyonik arastirmalari, iireme tekniklerinin gelistirilmesi ve pratikte

kullanim1

m Hiicre populasyon kinetigi ile ilgili yapilan arastirmalar

m Sitolojik, sitogenetik analizler ve genetik uygulamalarin yapilmasi
m Gen aktarimi ile yapilan arastirmalar

m Hiicre tutunma molekiillerinin ¢aligilmasi

m Hiicresel diizeyde madde tasinmasinin molekiiler mekanizmalar1
m KOk hiicre aragstirmalari

m Hiicre ve doku miihendisligi ile ilgili yapilan arastirmalar ve uygulamalar.



Bugiin icin artik tek tabakali ve siispansiyon hiicre kiiltiirlerinin ele alinarak
klinik faydalarini en iist diizeye ¢ikarmak iizere orijinal doku mikro ¢evre 6zelliklerini
yansitan iic boyutlu kiiltiir metotlar1 gelistirilmistir. Bu metotlarin i¢inde yumusak
agarda koloni olusturma yontemi ve miiltiseliiler tiimor sferoid (MTS) yontemleri gibi
metotlar gelmektedir. Bu metotlarin en 6nemli avantajlar1 arasinda orijinal doku

Ozelliklerini yansitmalar1 sayilabilir.(5).
2.1.2. Sferoid

MTS modeli labaratuvar kosullarinda tiimorlerin iic boyutlu yapisim yansitir (6).
MTS modeli in vitro monolayer hiicre kiiltiirleri ve solid tiimorler icin model
olusturarak, in vivo tiimorler ve monolayer kiiltiirler arasinda baglanti kurulmasina
yardime olurlar (6,7). Sferoid kiiltiirleri hem {i¢ boyutlu organizasyonu hem de intakt

dokularin farklilagmis fonksiyonlarin1 monolayer kiiltiirlerden daha iyi yansitirlar.

Sferoid kiiltiirlerin diger bir avantaji da her bir ayrintinin kolayca gozlendigi
morfolojik sekle sahip olmalaridir. Bu morfolojik sekiller, difiize eden

makromolekiilleri gozlemlemede ve cevresel sartlart analiz etmede bize bir sans verir

(6).

2.2. LOSEMI ve TiPLERI

Kanser, hiicre oliim programi bozulmus, kontrolsiiz boliinen hiicrelerin asiri
cogalmas1 sonucu olusan neoplastik bir hastaliktir. Kanser kelime anlami olarak
Yunancada “canceros” yani yengec¢ anlamindadir. Kanser olusumu, genetik degisimleri,
proto-onkogen aktivasyonunu, timor baskilayict gen inaktivasyonunu igeren coklu bir
stirectir (8). Kanseri kotii huylu yapan iki 6zelligi vardir. Birincisi; kanser hiicrelerinin
komsu dokular1 isgal etmesi ve ikincisi; viicuttaki diger organlara yayilmasidir ki en

kotii olan1 da budur ve metastaz olarak adlandirilir.

Paleopatoloji bulgularina gore kanser ile ilgili ilk kanitlar tarih oncesi devirlere
kadar dayanmaktadir. Giintimiizden 100.000.000 yil 6nce yasamis olan dinazorlarin
fosillerinde osteojenik sarkomalara rastlanmistir (9). Aym sekilde bunlardan birkag
milyon yil sonra yasamis olan monosaruslarda osteomalara isaret edilmektedir.
Pleistosen’de yasayanlarin fosillerinde pelvik kemiklerinde de osteosarkomlarin oldugu

gozlenmistir (10).



Eski Misir papiriislerinde insan meme kanserlerine iligkin bilgiler vardir (4).
Bilim adamlar1 kanseri ilk kez 19. yiizyilda simiflamaya baslamislardir. Giiniimiizde,
enfeksiyonlar, kimyasal ve fiziksel ajanlar ve genetik yatkinlik insan kanserlerinin

onemli nedenleri arasinda yer almaktadir (11).

Losemi, Yunancada “Beyaz Kan” anlaminda kullanilan, 16kosit adi verilen
hiicrelerin kanseridir. Ayn1 zamanda bu olgunlagsmamis sekilli kan hiicrelerinin kotii
huylu bir hastalig1 olarak da bilinir (12). Losemiler ya da kan kanserleri en sik goriilen
on tip kanser arasinda yer alir. Losemide, ¢cok sayida lokosit kemik iligindeki kok
hiicrelerden yapilir, ancak olgunlasamazlar (Sekil 2.1) (13). Bu olgunlasamayan
hiicreler normal islevlerini goremezler. Kemik iliginde baslayan kanser, kana, lenf
nodlarina, dalaga, karacigere, merkezi sinir sistemine, testis ve diger organlara

yayilir.(13,14)

NEDEN PATOGENEZ FENOTIP
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Sekil 2.1. Hematolojik malignitelerin patogenezi (13).

Losemiler kendi i¢inde akut (hizlh ilerleyen) ve kronik (yavas ilerleyen) olmak
izere iki ana sifta incelenirler. Etkilenen lokosit tipine gore ise miyeloid ve lenfoid

olarak da smiflandirilabilirler. Loseminin dort dnemli tipi vardir (14).



1. Akut Lenfositik Losemi (ALL): En sik ¢cocukluk caginda goriilen losemi
tipidir. 65 yasin iizerindeki erigkinleri de etkilemektedir.

2. Kronik Lenfositik Losemi (KLL): Genellikle 55 yas ve tizeri erigkinleri
etkiler. Zaman zaman geng eriskinlerde de hastalik goriiliir. Cocukluk
caginda neredeyse hi¢ goriilmez.

3. Akut Miyelositik Losemi (AML): Hem cocuklar hem de eriskinlerde

goriiliir.

Bu 16semi tipi bazen akut non-lenfositik 16semi (ANLL) olarak da
adlandirilir. Sekiz farkl alt grubu (MO-M7) vardir.

4. Kronik Miyelositik Losemi (KML): Cogunlukla erigkinlerde goriilmesine

ragmen, nadir olarak cocuklar1 da etkiler.

2.2.1. Loseminin Semptomlari ve Tanisi

Losemi durumunda, kemik iligi 16semik blastlar iirettiginden eritrosit, trombosit,
I6kosit gibi saglikli kemik iligi elemanlar1 yeterince iiretilemez. Bu yiizden anemiye
bagh solukluk, zayiflik ve bitkinlik, trombositlerin azalmasiyla (<50.000/pl) ciiriikler ve
kanamalar ortaya ¢ikar. Blastlar islevsel olarak anormal olduklarindan hastalar

enfeksiyonlara aciktir (15).

Biitlin kan hiicreleri gibi l6semik hiicreler de viicutta dolagirlar. Losemik
blastlarin sayisina ve bulundugu yere bagh olarak hastalar farkli belirtiler gosterebilir.
Akut 16semide, belirtiler hizli ve agwrdir. Anormal hiicreler beyin (Merkezi Sinir
Sistemi) veya omurilikte toplanirsa hastalik bas agrisi, kusma, konviizyon, kas
kontroliiniin zayiflig1 ve kasilmalar ile, testislerde toplanirsa sisme ile kendini belli eder.
Genel olarak 16semik hiicreler toplandiklar1 yere bagli olarak, bulunduklar1 doku ve
organlar1 etkilerler. Bazi hastalarda, deri ve gozde sisme, sindirim sistemi, solunum
sistemi, bosaltim sistemi ve diger sistemlerde islev bozukluklar1 goriilebilir. Ayrica

trombositopeniye bagli kanamalar da olabilir (13-16).
Losemide yaygin goriilen semptomlar (16):

* Anemi sonucu olusan yorgunluk, uyusukluk ve solgunluk

9



* Lokosit iglevlerinin bozulmasi sonucu olusan siklikla ve uzun siireli
tekrarlayan siddetli enfeksiyonlar

* Trombosit azalmas1 sonucu kendiliginden kanama ve siklasan morarmalar

* Deri altinda olusan petesi olarak adlandirilan kirmizi noktalar

» Kanamali ve sismis dis etleri

* Gece terlemeleri

* Kemik ve eklem agrilari

» Istah ve kilo kayb1

* Sigmis ve hassaslagmis lenf bezleri

* Karaciger ve dalak biiyiimesi

Losemi tanisinda, mikroskobik inceleme en onemli yontemdir. Periferik kan
yaymast losemiyi belirleyebilir fakat tipini belirlemede yetersizdir. Kemik iligi
aspirasyon materyali yaymasi, akim sitometre ile immiinfenotipleme, detayli
sitokimyasal boyamalar ve mikroskobik inceleme, sitogenetik ve molekiiler analiz,

16semi tipini belirlemede etkin tan1 yontemleridir (15).

2.2.2. Loseminin Tedavisi

Loseminin tedavisi hastaligin siddetine, 16semik hiicrelerin o6zelliklerine, alt
tipine, daha ©nce alinan tedavilere, hastanin yasina, semptomlarina bagl olarak

degisiklik gosterir ve kompleks bir tedavi protokolii gerektirir (15-16).

Akut 16semilerde kemoterapi ilk tedavi tercihidir ve hastanin durumuna bagl
olarak radyoterapi eklenebilir. Giiniimiizde AML vakalarinda remisyon indiiksiyonu ve
konsolidasyonu takiben hematopoetik kok hiicre nakli ile tedavi sans1 artmaktadir (15-

16).

Genel olarak c¢ocukluk donemi ALL’lerde uzun siireli iyilesme oram %70-80
iken, erigkin ALL’lerde bu oran ancak %40-45 dolayindadir. Eski yillarda AML’lerde,

uzun siireli yasam orami ise yaklasik %20 dir. Yiiksek doz kemoterapi, kemik iligi
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transplantasyonu, uzun siireli yasam oranim en fazla %50-70’e ¢ikarsa da ortalama
%40-50 dolaylarinda bir iyilesme sans1 vardir. KML’lerde, yalmzca allojenik kemik
iligi nakli ile iyilesme miimkiindiir. KLL lerde ise, tam bir iyilesme saglanamaz (15-

16).

Kemoterapi, kanserli hiicrelerin biiyiimesini ve boliinmesini durduran sitotoksik
ilaglar ile yapilan bir tedavidir. Damar ve agiz yoluyla verildiklerinden normal
hiicrelerin biiyiimeleri ve boliinmeleri iizerinde de etkilidirler (15-16). AML’de
uygulanan tedavi protokolil ¢cok kisa bir siirede yiiksek dozda olmasina ragmen ALL’de
uzun siireli kemoterapi gerekir. Bircok kemoterapi protokoliinde, remisyonun
indiiklenmesini takiben konsolidasyon tedavileri ile anti-16semik yanit giiclendirilmekte

ve daha sonra idame tedavisi ile kemoterapi siirdiiriilmektedir.

2.2.3. Akut Miyelositik Losemi (AML)

Akut miyeloblastik 16semi (AML), dort 6nemli 16semi tipinden biri olup kemik
iligindeki normal hiicrelerin azalmasiyla taninir. Kemik iligindeki blast hiicreleri % 30
oranin astiginda 16semi tanis1 konulmaktadir ve hastaligin siddeti blast oran1 ile dogru
orantilidir. Hastalik tedavi edilmezse, taniy1 takiben birka¢ hafta ya da birkag ay icinde
Olimle sonuclanmaktadir. Bu ciddi Oliimciil hastalifin bir cogu heniiz bilinmeyen
nedenlerden kaynaklandigi, ozellikle 1945°te Japonya’da Hiroshima ve Nagasaki’ye
atom bombasinin atilmasindan yillar sonra sayisal artis gosterdigi gozlenmistir.
Radyoterapi alan kanser hastalarinda da remisyondan yillar sonra 16semi gelismesi de,
radyasyonun losemi etiyolojisinde ©nemli bir etken oldugunu ortaya c¢ikarmustir.
Kimyasal ajanlardan benzen ve bazi anti-kanser ilaclar1 da AML gelisiminde etkilidir.
Viriislerin bazi hayvanlarda 16semiye yol actigi ve ayrica bazi onkojenik viriislerin
(Herpesvirus, Human T-cell Lymphoma Virus type-I gibi) sitoplazmik kinazlari
fosforile ederek STAT (Signal Transducer and Activation of Transcription) sinyal yolu
izerinden onkojenik aktivasyon yolu ile, insan hematopoetik hiicrelerinde farklilasmay1

engelleyerek AML’ye neden oldugunu dogrulayan bilgiler mevcuttur (17-18).

AML cocukluk ¢agi l6semilerinin yaklasik %15’ini olusturur. Bu olgularin %25-
30’u 10-15 yas arasindaki ¢ocuklardir. Ayrica, “Down Sendromu, Bloom Sendromu,

Ataksi Telenjiektazi , Norofibromatozis, Klinefelter Sendromu, Turner Sendromu ve
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Kseroderma Pigmentozum”™ gibi kromozomal bozukluklarla seyreden hastaliklarda da

AML riski yiiksektir.

FAB (French American British Association) siniflandirmasina gére AML MO-

M7 olmak iizere sekiz alt grupta toplanir (17-18).

FAB Smiflandirmasina Gore AML:

MO:

M1:

M2:

M3:

M4:

MS5:

Mé:

M7:

Akut miyeloblastik 16semi (farklilagmamais)
Akut miyeloblastik 16semi (olgunlagma gdstermeyen)
Akut miyeloblastik 16semi (minimal olgunlagsma gosteren)
Akut promiyelositik 16semi (2 alt tipi vardir)

APL : Hipergraniiler akut promiyelositik 16semi

APL-V (M3V) : Mikrograniiler akut promiyelositik 16semi
Akut miyelomonositik 16semi

AML-M4Eo : Artmis eozinofili ile seyreden AMMoL
Akut monositik 16semi

MS5a : Akut monoblastik 16semi (hafif farklilagmis)

MS5b : Akut monositik 16semi (farklilagmis)
Eritrolosemi

Akut megakaryoblastik 16semi

AML’de genetik bulgular, 6zellesmis alt tiplerinde goriilen kromozomal

degisikliklere dayanir. En cok goriilen kromozomal degisiklikler, M3 tipi olan

promiyelositik 16semi (PML)’ye 6zgii olan t(15;17) translokasyonu, M2 tipinde goriilen

t(8;21) translokasyonu, eozinofili ile karaterize M4 tipinde inv(16) inversiyonu, MS5a

tipindeki t(8;16) translokasyonudur. Resiprokal translokasyonlar sonucu olusan kirilma

noktalarinin analizinde yeni flizyon gen transkript driinlerinin varlig1i ortaya

cikarilmistir(14).

AML’nin en belirgin molekiiler mekanizmalar1 arasinda DNA aktivasyonunu

etkileyen 6zel mutasyonlar ve gen amplifikasyonlar1 yer almaktadir. Hematopoetik
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hiicrelerde, boliinme, 6liim, farklilagma, hiicre dongiisii kontrol noktalar1 ve tamir gibi
kompleks sistemlerdeki dengeler bozulunca AML ortaya g¢ikmaktadir. Ozellikle
farklilagmada kritik oneme sahip AML-1 ve c-myc gibi genler bu mekanizmalar ile

etkilenmektedir (13-14, 16, 19-20).

FLT3 (fms-like tyrosine) reseptdr geni internal tandem duplikasyonlart (ITD) ve
mutasyonlar1t AML’de en sik goriilen molekiiler degisikliklerdir (21-22). AML’l
hastalarin %20’sinde FLT3 geninin internal tandem duplikasyonu bulunmakta ve kotii

prognoza igaret etmektedir (23-24).

Yaklagik her tic AML hastasiin ikisinde KIT geni mutant olarak bulunmaktadir.
AML hastalarinin 1/3’tinde ise cesitli tipte delesyon ve insersiyon mutasyonlari

bildirilmistir (25).

AML hastalarinin %15’ inde WT-1 (Willm’s Tumor-1)’in kotii prognozla iliskili
mutasyonlar1 bulunur. Bu mutasyonlar siklikla heterozigot yapidadir ve WT1’in

DNA’ya baglanmasini engelleyerek genin normal aktivitesini baskilar (26).

CEBP-A geni, CCAAT/ enhancer binding protein-a (C/EBPa)’y1 kodlar ve
tiimor baskilayic1 ve proliferasyon inhibitor olarak bilinen bir transkripsiyon faktoriidiir
(28-29). Hematopoetik hiicrelerin farklilagmas1 sirasinda artis gosterir fakat AMLI-
ETO ya da BCR-ABL translokasyonlar1 durumunda bu genin ekspresyonu azalir. AML
vakalarinin %7’sinde bu gende mutasyon bulunmaktadir ve karyotipik anomalilere
neden olur. CEBP-A ekspresyonunda azalmaya neden olan AMLI-ETO

translokasyonlu vakalarda bu gende mutasyon saptanmamuistir (27).

AML1’in RunX bolgesinde bulunan yanlis anlamli bir mutasyondan dolay1
DNA baglanma ve transaktivasyonun engellenmesi sonucu, AML-MO fenotipi
gozlenmektedir. Bu mutasyon sonucu, olgunlasmadan sonlanmis proteinler inaktif hale

gelir (28-29).

Baz1 genetik hastaliklarda AML ve Miyelo Displastik Sendrom (MDS)’a
yatkinlik sézkonusudur. Ornegin, Down sendromlular, monozomi-7’li Fanconi anemi

hastalar1, i(7q)’lu Scwachman sendromlular bu grupta sayilabilir (16).
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2.3. APOPTOZIS

Yunanca’da “agaclarin yapraklarin1 dokmesi” anlamina gelen apoptozis, ilk kez
literatiirde 1972 yilinda Kerr ve arkadaglar1 tarafindan “mitozun karsit anlam1” olarak
kullanilmistir (30). Apoptozis (programlanmig hiicre 6liimii), hiicre intihart olarak da
bilinir ve fizyolojik bir olaydir. Programlanmig hiicre 6liimii, embriyolojik gelisim ve
eriskin dokunun gelisiminin siirdiiriilmesinde anahtar rol oynar. Apoptozis,
organizmada hasar gérmiis veya organizma igin tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok
edilmesinde de gorev alir. Malign hastaliklar, klasik olarak kontrolsiiz asir1 hiicre
proliferasyonunun oldugu hastaliklar olarak bilinir. Oysa asir1 proliferasyonun yaninda
azalmis apoptotik hiicre oliim hizinin da malignite gelisimine katkida bulundugu
goriilmiistiir. Zamam geldiginde normal olarak apoptozise gidemeyen, beklenenden
daha uzun siire yasayan hiicreler, genomlarinda biriktirdikleri mutasyonlarin etkisi ile

malign hiicrelere doniisme potansiyeli tagirlar. (31,32).

2.3.1. Apoptozis ve Nekrozis

Apoptozis, klasik hiicre 6liim sekli olan nekrozisden bircok 6zelligi agisindan
olduk¢a farkli bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Nekrozis, fizyolojik bir 6lim sekli
olmamasina ragmen, apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana
gelebilir. Diger bir ifadeyle, apoptozis hem saghikta hem de hastalikta karsimiza
cikmaktadir. Apoptozis, morfolojik olarak 6zgiindiir. Nekrozisde hiicre igine asir1 sivi
girmesi sonucu hiicre siserken (cell swelling), apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir (cell
shrinkage). Nekrozisde kromatin patterni hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye
benzerdir ama apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanir
(chromatin aggregation) ve kondanse olur (chromatin condensation). Nekrotik hiicrenin
plazma membran1 biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre iginden digina hiicre ici
materyallerinin cikist gerceklesir. Oysa apoptotik hiicre membram biitlinliiglinii korur
ve iizerinde kiiciik cepgikler (membrane blebs) olusur. Nekrotik hiicre sonra lizise ugrar
ama apoptotik hiicre kiiciik cisimciklere (apoptotik bodies) pargalanir. Apoptotik
cisimcikler membranla kaplidir, degisen miktarlarda cekirdek veya diger hiicre ici
yapilar icerirler. Nekrozisde plazma membraninin biitiinliigiiniin  bozularak
hasarlanmas1 nedeniyle hiicre iceriginin dig ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon

uyariir. Oysa apoptozisde apoptotik hiicre veya cisimcikler plazma membranlari
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hasarlanmadan komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden
inflamasyon olugsmaz.

Apoptozisin en Onemli 6zgiin yonii DNA’nin internukleozomal bdlgelerden
yaklasik 180-200 baz cifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalar1 olusturacak
sekilde parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii
imajinin (ladder pattern) ortaya c¢ikmasina neden olur. Apoptotik hiicrede goriilen
onemli degisikliklerden biri normalde plazma membranimmin i¢ yiiziinde bulunan
fosfatidilserin’in erken evrede membranin dig yiiziine dogru transloke olmasidir
(phosphatidylserine translocation). Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin komsu hiicreler

ve makrofajlar tarafindan taninmasin1 saglar. (33,31,34,32).
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Sekil 2.2. Apoptozis ve nekrozis (31 ve 35’den uyarlanmistir).
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2.3.2. Apoptozisdeki Major Etkenler

2.3.2.1. Oliim Faktorleri ve Oliim Reseptorleri (TNF Ailesi ve TNFR Ailesi)

Sitokinler, protein yapisinda olup hedef hiicrelerde 6zgiil reseptorlere baglanarak
hiicre cogalmas1 ve farklilasmasim kontrol ederler. Onemli apoptotik faktorlerden Fas
Ligand (FasL) ve TNF-a (Tiimor Nekrozis Faktor-alfa), sitokinlerin bir grubu olan TNF
ailesinin tiyesidirler. (36,37). FasL. ve TNF-a, apoptozisi baslatmak {izere hedef hiicrede
0zgiil reseptorlere baglanirlar. FasL’1n reseptorii olan Fas, APO-1 veya CD-95 adiyla
da bilinen bir tip—1 membran proteinidir. Fas, TNF reseptor ailesinin bir iiyesidir ve bu
ailenin diger liyeleri arasinda TNFR-1, TNFR-2 sayilabilir. TNF ligandi, reseptorleri
TNFR-1 veya TNFR-2 ile baglandiginda apoptozisi aktive eder. TNFR-1, pek cok
dokuda bu sinyalin aktivasyonundan ve iletiminden sorumludur. TNF, TNFR-1 ile
baglandiktan sonra apoptotik sinyal iletimi gerceklesir ve bu apoptotik yolun sonunda

kromozomal DNA yikimi ile hiicre 6liimii meydana gelmektedir. (38).

TNFR-1 ve Fas’in sitoplazmik parcasinda bulunan yaklasik 80 aminoasitlik
homolog bolgeler, 6lim sinyalinin iletimini sagladiklarindan 6liim bdlgeleri olarak
adlandirilmislardir. Bu bolgeler, FADD (Fas ile iligkili 6lim bolgesi) veya MORT1 ve
TRADD (TNFR-1 ile iliskili 6liim bolgesi) olarak adlandirilir. TRADD, TNFR-1 ve
TNFR-2 reseptorlerinin, FADD ise Fas reseptoriiniin 6liim bolgesidir. Bu bolgeler
araciligiyla kaspaz-8’i aktive ederek kaspaz kaskadini baglatip apoptozise neden olurlar.

(36,37). (Sekil 2.3.)
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Sekil 2.3. Oliim faktorleri ve reseptorleri (39°dan uyarlanmustir).

2.3.2.2. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesi, iiyelerinin bir kisminin apoptozisi indiikledigi (pro-apoptotik: Bax,
Bad, Bid, Bcl-xS, Bak, Bim, Bik, Bmf), bir kisminin ise inhibe ettigi (anti-apoptotik:
Bcl-2, Bcel-xL, Bcl-w, Mcl-1) genis bir ailedir. Bu ailenin iiyeleri kendi aralarinda
homo- veya hetero-dimerler olustururlar. Hiicrenin yasayabilirlik durumu (survival) bu
ailenin pro-apoptotik (apoptozisi indiikleyici) ve anti-apoptotik (apoptozisi baskilayict)
tiyelerinin rolatif oramma baghdir. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax’in
(ikisinin oraminin) bazi hematolojik malignensilerde prognostik deger tasidigi rapor
edilmistir. Ciinkii oranin artmasi ya da azalmasi apoptozisin aktivasyonu veya
inhibisyonu ile sonuclanir. Bu da prognozu belirleyici bir deger tasiyabilir (31,32).

Proapoptotik Bcl-2 iiyeleri mitokondriden sitokrom—c salinmasini indiiklerken,
antiapoptotik iiyeleri sitokrom—c salinmasini baskilar. Bu iki zit etkili grubun isleyisi,
yapilarinda bulunan iki bolgeye (hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks) baglhdir.
Yapilarindaki BH1, BH2 ve BH3 bolgeleri hidrofobik cepi olusturur. Amfipatik o-
heliks, BH3 bolgesinde yer alir. Hidrofobik cep sayesinde bir diger Bcl-2 ailesinin BH3
bolgesine baglanirlar Pro-apoptotik iiyeler kendi iglerinde iki alt gruba ayrilirlar. Bu alt
gruplardan biri yapilarinda her ii¢ bolgeyi (BH1, BH2, BH3) de iceren iiyelerden (Orn;
Bax, Bak), digeri ise sadece BH3 bolgesini iceren iiyelerden (Bid, Bad, Bim) olusur.
Anti-apoptotik tiyelerde ayrica BH4 bolgesi bulunur. Bu bdlgenin, apoptozisin diger
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hiicresel yollarla iliski kurdugu diistiniilmektedir. Anti-apoptotik iiyeler, dogal olarak
“intrinsic” sitokrom-c’nin alinmasini baskilama 6zelligine sahiptir. Bu durumda, pro-
apoptotik iiyelerin antiapoptotik iiyelerle baglanmasi halinde bu inhibitor etki ortadan
kalkar ve sitokrom-c salinmas1 gerceklesir. Bu yilizden, pro ve anti-apoptotik iiyelerin
dengesi yasam ile Olim arasindaki segenegi belirler. Anti-apoptotik iiyelerin asiri
ekspresyonlarinin ~ apoptozisi  baskiladigi  oysa pro-apoptotik {iyelerin  asir1

ekspresyonunun ise hiicreleri 6ldiirdiigii goriilmektedir (40).

Bcl-2 geni ilk olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada tammlanmistir. Bu
lenfoma tipinde, Bcl-2, hiicrelerin normalden uzun yasam siirelerine neden olur.
Boylece malignite olusumuna zemin hazirlamaktadir. Bcl-2 6zellikle mitokondri dig
membraninda bulunmakta ve iyon transportunu diizenlemektedir. Bax ve Bad sitozolde
bulunur ve apoptotik uyar1 alinmasi halinde mitokondri membranina baglanir, burada
kiigiik delik¢ikler (pore) olusumunu indiikler, bdylece se¢ici iyon gecirgenligi kaybolur,
sonucta sitokrom—c ve apoptozis-indiikleyici faktor olarak bilinen AIF’lin
mitokondriden sitozole c¢ikmasini saglar. Bcl-2’nin ayrica mitokondri ile olan
iliskisinden dolay1 antioksidan bir etkiye sahip oldugu ve boylece oksidan stresin neden

oldugu apoptozisi baskilayabildigi bulunmustur (38,40).

2.3.2.3. Kaspazlar

Kaspazlar (Caspase= Cysteine Aspartyl-specific Protease), sistein proteazlardir
ve aspartik asitten sonraki peptid bagim kirarlar. Hiicrede inaktif (zimojen) olarak
bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. Boylece bir kaskad seklinde
islerler (41). Yapisal olarak biitiin kaspazlar NH2 terminal bolgesi ve farkli motiflerde
aminoasit zinciri tasiyan 20 ve 10 kDa agirliginda 2 proteaz sahasi tasir. Bu proteaz

alanindaki sekans benzerlikleri goz Oniine alinarak kaspazlar 3 sinifa ayrilmistir (42).

1. Baslatici Kaspazlar, bu gruba 2., 8., 9. ve 10. kaspazlar dahildir ve bu
kaspazlar pro-apoptotik sinyali alarak, sinyalin alt kisminda kalan diger kaspaz
liyelerinin aktive olmasimi saglarlar. Her biri 100 amino asitten olusan baslatict
kaspazlar, transmembran reseptorleri veya sitotoksik etkiye sahip maddeler ile
etkileserek aktif hale gecerler (43). Bu kaspazlar, adaptér ve diizenleyici proteinlerin

farklt kombinasyonlar1 ile etkilesime girerek apoptotik mekanizmanin hiicre icerisinde

18



farklt yonlerde devam etmesine neden olurlar. Kaspaz 2’nin aktivasyonu i¢in 6lim
bolgesi iceren PIDD (6liim bolgesi igeren p53 uyarici protein) ve adaptor protein olarak
da RAIDD’ (¢liim bolgesi iceren RIP-ile ilgili protein) nin gerekli oldugu yakin
zamanlarda tespit edilmistir (44).

2. Effektor Kaspazlar, bu gruba 3. , 6. ve 7. kaspazlar dahildir ve bu kaspazlar
cesitli hiicre ici proteinleri enzimatik reaksiyonlarla pargalarlar ve apoptotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar (45).

3. Sitokinleri Aktive Eden Kaspazlar ise, hiicre sinyal iletiminde onemli role
sahip sitokinlerin aktivasyonlar1 icin gereklidir. Bu gruba dahil olan Kaspaz 1,
interlokin-1 B doniistiiriicti enzim (ICE) olarak bilinmekte ve onciil interlokin-1p’nin

aktif hale gecmesine neden olmaktadir (45,46) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Kaspazlarin siniflandirilmasi (47).
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Aktif hale gecen kaspazlar hiicre icindeki spesifik substrat molekiilleri iizerine
proteolitik etkiye sahiptirler ve substratlarindaki C-ucundaki aspartik asit kalit1 ve N-
ucundaki en az 3 amino asit kalitim1 taniyarak, katalitik reaksiyonun gerceklesmesini

saglarlar (43).

Katalitik reaksiyonun ilk basamaginda kaspazlarin aktif merkezlerinde yer alan
sistein amino asidinin niikleofilik tiol grubu, substratlarin aspartik asiti ile tiyoagil
kovalent bir bag olusturur. Ikinci basamakta ise, histidin amino asitindeki imidazol

halkasinin yardimiyla amid baginin hidrolizi ger¢eklesmektedir (43) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Kaspaz ve substrat reaksiyonu (43).
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Tablo 2.1. Kaspaz enzimlerinin substratlar1 (47).

Hiicre 6liim proteinleri

Bcl-2, Bel-x;, Bid, CrmA, IAP, ps Bap31, p35, Prokaspazlar

Hiicre dongiisiinde rol
oynayan proteinler

Cdc27, Siklin A, MDM2, p21, p27, PITSLRE kinaz Retinoblastoma proteini, Weel
fosfataz

Hiicre iskeleti

Aktin, B-Katanin, Fodrin, Gas2, Lamin, Plokoglobin, Gelsolin, Keratin 18 ve 19

Sitokin prekiirsorleri

Pro-IL-1f, Pro-IL-16, Pro-IL-18 (IGIF)

DNA metabolizmasi ile
ilgili substratlar

DNA-bagimli protein kinaz (DNA-PK ), DNA replikasyon kompleksi C
(DSEB/RFC140), ICAD, MCM3 DNA replikasyon faktorii, NuMA, PARP,
Topoizomeraz 1

Sinir hiicreleri

APP, Ataksin-3, Androjen reseptorii, Atropin-1, Huntingtin, Preselininler

proteinleri
RNA metabolizmasi ile | Okaryotik baslatic1 faktor 20, Heteroniiklear riboniiklear protein C1 ve C2, 70 kDa U1-
ilgili proteinler snRNP

Sinyal proteinleri

Adenomatous polyposis coli protein (APC), PKB/AKT, Kalmilin bagiml kinaz IV, c-
Raf, D4-GDP dissociation inhibitor, Fyn tirozin kinaz, Fokal adezyon kinaz, MEKK1,
MST/Ksr, PAK-2/hPAKG65, Protein kinaz C , protein kinaz C-related kinaz 2, Protein
Fosfotaz 2A, Ras GTPaz aktive edici protein

Transkripsiyon
faktorleri

Heat shock faktor, GATA-1, IxB-a, NF-kB (p50,p65), NFR-2, Spl, STATI, Sterol-
regulator element-baglayici protein

Diger substratlar

Calpastatin, Hsp90, Nedd4, Fosfolipaz A2, Rabaptin-5, Transglutaminaz

2.3.2.3.1. Kaspaz inhibitorleri

Bir kaspaz inhibitorleri ailesi olan IAP (“inhibitors of apoptosis™)’ler, kaspazlari

selektif olarak inhibe ederler, boylece apoptotik mekanizmayr durdururlar. Bu

inhibitorler bircok malign hiicreler tarafindan asir1 eksprese edilmektedirler. IAP’ler

ayrica hiicre dongiisiinii de etkileyerek apoptozisi durdurabilirler. Kaspazlardaki

defektler otoimmun hastaliklara, kansere ve bazi norolojik bozukluklarin olugumuna

katkida bulunabilir (48). Hatta kaspaz-8’in noroblastomada tiimor supressorii olarak

islev gordiigii bulunmustur (49).

IAP’ler prokaspazlarin aktivasyonunu 6nleyerek ve olgun kaspazlarin enzimatik

aktivitesini inhibe ederek apoptozisi baskilayabilir. Birka¢ farklt memeli IAP proteini

(XIAP, c-IAP1, c-IAP2 ve survivin) tanimlanmistir ve bunlarin hepsi hiicre kiiltiiriinde

anti-apoptotik aktivite gdstermektedir (50,51).

IAP’ler, apoptoziste hem mitokondriyal (intrinsic) hem de 6liim reseptorii aracili

(extrinsic) yollar1 regiile eden antiapoptotik protein ailesidir. IAP’lerin antiapoptotik

aktivitesi, bu protein ailesinin tiim {iyelerinde bulunan, korunmus baculovirus IAP

tekrar domainine atfedilir. Insan IAP’lerinin bazilar1 (XIAP, c-IAP1, c-IAP2) direkt

olarak pro—kaspaz—9’a baglanip sitokrom—c’ye karsilik pro—kaspaz—9’un aktivasyonunu

onledigi gosterilmistir (52). Ya da efektor kaspazlardan kaspaz—3 ve kaspaz—7’nin

proteaz aktivitesini direkt olarak baskilarlar (50). Onun i¢in, IAP’ler, apoptozisin 6lim
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reseptoril aracili (extrinsic) ve mitokondriyal (intrinsic) yollarinda is géren downstream
proteazlar gibi baz1 kaspazlarin endojen (i¢sel) antagonistleri olarak gorev yapar. Bazi

[IAP’lerin artmig gen anlatimi, istenmeyen klinik sonuglar1 olan kanserlerde

bildirilmistir (53).

2.3.2.3.1.1. Survivin (IAP: Inhbitors of Apoptosis grubu iiyesi)

Survivin 17g25 kromozomal bdlgede olup, bir apoptozis inhibitoriidiir ve pek
cok insan kanserinde artmig gen anlatimi1 (overeksprese) olur. Survivin gen anlatimi
(ekspresyonu) hiicre dongiisii bagimlidir. Cogalan hiicrelerde hiicre dongiisiiniin Go/M
fazinda yiiksek seviyelerde eksprese olur ve hiicre dongiisii durduktan sonra hizla gen
anlatim1 diiser. Mitozun baglangicinda survivin mitotik ig ipliklerinin mikrotiibiilleri ile
baglanir. Survivin-mikrotiibiil interaksiyonlarinin bozulmasi, survivinin antiapoptotik
fonksiyonu kaybina neden olur ve mitoz sirasinda hiicre oOliimiinde gerekli bir
mekanizma olan kaspaz-3 aktivitesinde bir artiga neden olur. Kanserde survivin artmis
gen anlatim1 (overekspresyonu) apoptotik bir kontrol noktasi olabilir. Survivin
tarafindan yiiriitiilen antiapoptotik yolun manipulasyonu kanser terapisi i¢in yararl
olabilir (54,55).

Survivin, upstream ve terminal kaspazlar1i inhibe ederek hiicre oliimiinii
baskilayan protein ailesi IAP’lerin bir iiyesidir (56,57,58,59,60,61,62). Bu proteinler
cesitli uyarilar (TNF-a, Fas, growth faktoriin olmayig1 gibi) ile indiiklenerek apoptozisi
baskilar (58,56,57,54). Survivin, hem hiicre 6liimii hem de hiicre ¢ogalmasiyla iliskilidir
(63). Survivin olgun, terminal olarak farklilasmis dokularda eksprese olmaz, fakat cogu
insan kanserinde ve kanser hiicre hatlarinda eksprese olur (58,63). Survivin
ekspresyonunda bir bozulma hiicre 6liimii ve hiicre dongiisii bozukluklarina neden olur
(64,65,66). Cesitli caligmalarla Survivin ekspresyonunda artisin, AML’de ve bazi
kanserlerde kotii prognoz ve timor yinelenmesiyle iliskili oldugu gosterilmistir
(67,68,69). Carter ve ekibinin gerceklestirdigi iki calismada da Survivin artmis gen

anlatimi1 AML hastalarininin blastlarinda tespit edilmistir (70).

2.3.2.4. Sitokrom-c
Sitokrom-c, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir
proteinidir. Son yillarda anlasilan onemiyle apoptozis siirecinde merkezi bir konuma

oturmustur. Bu ylizden de sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi

22



apoptozis yoluna girmis bir hiicrede geri doniisiimsiiz bir doneme girildigini isaret eder.
Sitokrom-c, mekanizmas1 heniiz tam olarak aydinlatilamamig bir sekilde mitokondriden
apoptozis-indiikleyici faktor (“AlF, apoptosis-inducing factor”) ile birlikte sitoplazmaya
salinir. Sitokrom-c sitoplazmik protein olan Apaf-1 (“apoptotic protease activating
factor—17)’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla apoptozom
adi1 verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz—
9 haline doniismesini saglar. Aktif kaspaz—9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz-3’ii
aktive eder. Aktif kaspaz-3, kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii
(“ICAD, inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease”) inaktiflestirir, bdylece
ICAD’iinlin bagladig1 kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (“CAD, caspase-activated
deoxyribonuclease™) serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan biri
olan kromatin kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden

olur (31,32).

2.3.2.5.p53

pS53 gen ailesi hiicre i¢inde oldukca onemli rollere sahiptir. Bunlardan birisi;
hiicre siklusunun durdurulmasi, bir digeri ise hiicre 6liimiiniin aktive edilmesidir (71).
pS3, hiicrede bir sekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasar1 (“single or

2

double-strand breaks”, niikleotid eksikligi) olustugunda, eger hasar onarilabilecek
diizeyde ise hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sin1 tamir edebilmesi
icin zaman kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikse bu durumda
p53 apoptozisi indiikler. p53’iin apoptozisi indiiklemesi bax’1n ekspresyonunu artirmasi
boylece bcl-2/bax oranini degistirmesi yoluyla gerceklesir. Fakat bax gen aktivasyonu
icin tek gegerli mekanizma, p53 aktivasyonu degildir (72). Bazi viriisler (insan papillom
viriisii, Epstein-Barr viriisii, adenoviriis tip 12) ya p53’i inaktive ederek ya da bax’a
baglanarak apoptozisi bloke ederler, boylece bu hiicrelerin enfekte ettikleri hiicreler
dogal hiicre oOlim mekanizmasindan  kurtulduklarindan  viriisle-indiiklenen
karsinogenezise bu yolla katkida bulunurlar. p53 ayrica bir transkripsiyon faktorii olan
Mdm2 (murine double minute 2) tarafindan da ya transkripsiyonu “down” regiile
edilerek ya da kendisine baglanilarak hem aktivitesi inhibe edilir hem de yikimi
hizlandirilir. Fakat, DNA’nin hasarlanmas1 halinde p53’iin fosforilasyonu artar ve buna

bagh olarak da Mdm?2’den ayrilir, boylece yarilanma omrii uzadigi i¢in de aktivitesi

artar (73).

23



2.3.2.6. Granzimler

Granzimler, patojenle enfekte edilmis hiicrelerin veya tiimor hiicrelerinin
ortadan kaldirilmasinda etkin rol alirlar. Perforinler ve granzimler normal olarak
sitotoksik lenfositlerin ve Natural Killer hiicrelerin sitoplazmik graniillerinde
bulunurlar. Sitotoksik lenfositlerin hedef hiicreye baglanmasiyla perforinler salgilanir ve
hedef hiicrenin membraninda porlar meydana getirirler. Perforin porlar sitozolik
kalsiyum diizeylerinin hizla artmasina yol acar. Beraberinde salgilanan ve bir serin
proteaz olan granzimin de bu porlar araciligiyla hiicreye girmesiyle hiicre icinde
prokaspaz-8’in aktivitesi, dolayisiyla kaspaz kaskadi baslatilir. Bu da enfekte hiicreyi

(veya kanser hiicresini) apoptozise gotiiriir (74).

2.3.3. Apoptozis Mekanizmalan

Apoptozis, hiicre disi ve hiicresel seviyede olusan ¢esitli sinyaller yoluyla
tetiklenebilir (33). Hiicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler, Fas Ligand
(FasL) ve Tiimor nekrozis faktor (TNF) isimli proteinlerdir. Oliim faktorii olarak da
adlandirilan bu proteinlerin, ilgili reseptorlerine baglanmasi ile hiicre 6liimii gerceklesir.
Bunun disinda apoptozis viral enfeksiyonlar, bakteriyel toksinler, onkogenler,
kemoterapotikler, radyasyon gibi bazi faktorler ile de baslatilabilir. Agir DNA hasarina
yanit olarak aktive olan p53 geni ve reaktif oksijen radikalleri (hem mitokondri, hem
plazma membrani, hem de genom iizerinde olusturabilecegi hasarlara bagl olarak)

apoptozisi tetikleyebilmektedir (31,32).
2.3.3.1. Kaspazlara-Bagimh Gelisen Apoptozis Mekanizmasi
2.3.3.1.1. Oliim Reseptorii Aracih (Extrinsic) Apoptotik Yol:
Bu yolda, hiicre yiizeyindeki dis sinyaller yoluyla apoptozis tetiklenir. Bu yol
Olim reseptorlerinin (Fas veya TNFRI1) hiicre dis1 uyarimina baghdir. Bu reseptorler

aldiklar1 sinyali Kaspaz—8’e iletirler ve Kaspaz—3, Kaspaz—6, Kaspaz—7 gibi kaspazlarin

aktivasyonuna neden olarak kaspaz kaskadini baslatirlar (79) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Oliim reseptorii aracili (extrinsic) apoptotik yol (77°den uyarlanmistir).

2.3.3.1.2. Mitokondriyal (Intrinsic) Apoptotik Yol

Bu mekanizmada apoptotik sinyaller hiicre icinde ortaya c¢ikar. Bu mekanizma
mitokondriler araciligiyla ¢alisir ve Bcl-2 ailesi tarafindan kontrol edilir. Bu yol, Bcl-2
ailesinin pro- ve anti-apoptotik iiyeleri arasindaki dengenin kaybolmasina neden
olabilen hipoksik stres, biiyiime faktorlerinin yoklugu veya radyasyon gibi faktorler
tarafindan aktive olur (78). Mitokondrinin dis membram yiizeyinde Bcl-2 proteini
eksprese olur. Bcl-2 Apaf-1 proteinine baglanir. Hiicrenin internal hasari, Bcl-2’nin
Apaf-1 ve sitokrom-c’nin mitokondriden salinimina neden olur. Sitokrom-c ve Apaf-1,
prokaspaz-9’u aktive ederek kaspaz kaskadinin aktiflestirilmesini saglar ve apoptozis

gerceklesir (31,32) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Mitokondriyal (intrinsic) apoptotik yol (77°den uyarlanmistir).

2.3.3.2. Kaspazlara Bagimh Olmadan Gelisen Apoptozis Mekanizmasi

Apoptozise neden olabilen diger yolaklar heniiz tamamen karakterize
edilememistir. Kaspaz-bagimli iki mekanizma disginda kaspazlara bagimli olmadan
gelisen yollar da olabilir. Mitokondri zar1 hasar gordiigii zaman canli hiicrede
mitokondri zarlar1 arasinda yerlesmis olan Apoptosis inducing factor (AIF) sitokrom—c
gibi ayn1 yolla mitokondriden salinir. AIF ¢ekirdege girer ve kromatin kondensasyonu

yoluyla hiicresel apoptozisi indiikler (79).

2.3.4. Apoptozisin Saptanmasinda Kullamilan Yontemler

Apoptozisi saptamak i¢in ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda,
apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar
verilmisti. Oysa, giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yanisira apoptozise 0zgii
oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rnegin aktif kaspaz-3 tayini) molekiiler diizeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. ilk kez morfolojik kriterlere gore belirlenen
apoptozis, 80’li wyillarin sonuna dogru DNA kiriklarinin olustugunun ortaya
cikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye

baslandi. 90’larin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi bulundu.
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Boylece, kaspaz aktivasyonlariin belirlenmesine yonelik yontemlerle saptanabilen
apoptozis, 90’larin sonuna dogru fosfatidilserin translokasyonunu belirleyen
yontemlerle de saptanmaya baslandi. 2000°li yillarin baslarinda apoptotik epitelyal
hiicrelerde olmak {izere kaspaz aktivitesiyle kirllan bir protein olan keratin 18’in
kirildiktan sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha spesifik
olarak saptanmasi takip etmistir (45).
Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler asagida siralanmistir:
1. Morfolojik goriintiileme yontemleri
a. Isik mikroskobu
-Hematoksilen boyama
-Giemsa boyama
b. Floresan mikroskobu/ Lazerli konfokal mikroskop
-Propidyum iyodiir (PI)
-Hoechst boyasi
c. Elektron mikroskobu
d. Faz kontrast mikroskobu
2. Immunohistokimyasal yontemler
a. Anneksin V yontemi
b. TUNEL yontemi
c. M30 yontemi
d. Kaspaz-3 yontemi
3. Biyokimyasal yontemler
a. Agaroz jel elektroforezi
-DNA fragmantasyonu
b.Western blotting
-Substrat kirilmalar1
-Aktif kaspazin belirlenmesi
-Sitokrom c saliverilmesi
c. Akim sitometri
-DNA azalmasi
-Anneksin V
4. Immunolojik yontemler

a. ELISA
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-DNA fragmantasyonu
-M30 diizeyi
b. Fluorimetrik yontem
-Kaspaz aktivasyonu ( hiicre kiiltiirii)
5. Molekiiler biyoloji yontemleri
a. DNA Microarrays
Gen ekspresyon dereceleri (mRNA)
-Hiicre 6liim reseptorleri

-Kaspazlar

2.4. HUCRE FARKLILASMASI

Farklilagsma, hiicrenin bir formdan, yap1 ve islevsel 6zeliklerini degistirerek daha
0zel bir forma doniisiimiidiir (80). Bu olay canliligin baslangici ile baslar ve canliligin
yararina veya zararina olacak sekilde devam eder (81). Canlilarin gelisim
basamaklarinda devaml bir farklilagma goriiliir ve bu islemler farklilasma genlerinin
durumuna gore olusurlar (82,83). Farklilasma genleri en az iki tip gen seti tarafindan
kontrol edilirler. Farklilasmay1 baskilayan genler ve tiimorii baskilayan genler ki bunlar
birbirleriyle zit fonksiyonludurlar. Ornegin, farklilasmayr baskilayan genlerin aktif
durumda olmasi ve tiimorii baskilayan genlerin inaktif durumda olmasi, farklilagma
geninin ekspresyonunu azaltir ve timor olusumunu uyarir (83). Timor hiicreleri,
farklilagma genlerinde mutasyon yoksa, uygun ajanlarla terminal farklilagsmaya
indiiklenebilirler. Fakat bu genlerde bir mutasyon varsa terminal farklilasmaya direng

kazanarak asir1 cogalmaya giderler (82,83).

2.4.1. Hematopoetik Sistemin Farkhlasmasi

Hematopoez, kemik iliginde bulunan 6nciil kok hiicrenin ¢ok basamakli yolaklar
ile fonksiyonel kan hiicrelerine kadar farklilagmasini saglayan karmasik bir islemdir. Bu
olay, cesitli transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon diizeyleri, biiylime faktorleri ve
reseptorleri, sitokinler, enzimler ve heniiz aydinlatilmamis molekiiller arasindaki

iliskileri diizenleyen kontrollii bir islemdir (84).
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Hematopoetik hiicrelerin farklilagmasinda transkripsiyon faktorlerinin ve
bunlarla ilintili olarak sinyal iletim yolaklarinin dnemi biiyiiktiir. Cok karmasik olarak
goriinseler de son derece diizenli ¢alisirlar. Bu yolaklarda bir sapma olmasi
malignitelere neden olur. AML’de, WT1, AMLI/ETO, C-myb, MLL/ELL, CBP/p300,
C-myc Onemli olan belli bagli transkripsiyon faktorleridir. WT1 geni, losemik
hiicrelerde onkogen olarak rol oynamaktadir. Bir ¢cok AML hastasinin rélaps
durumunda agir1 artmis goriiliir (81,84). AMLI/ETO, kromozom 21q22 de yer alan
AMLI1 geninin mutasyonlart sonucu olusan bir flizyon proteinidir ve her iki akut
16semide de normal farkhlasmay1 baskilamaktadir (85,86). Cmyb, AML’de ekspresyonu
arttiginda l16semi olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. SiklinA1l hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde, hiicre ¢cogalmasinda ve farklilasma basamaklarinda etkilidir (85,86).
MLL/ELL, kromozom 19p13.1 iizerindeki ELL geni ile kromozom 1123 MLL geninin
translokasyonuyla olusan bir fiizyon proteinidir ve 16semik fenotipin olusmasinda rol
oynamaktadir (85,86). CBP/p300, bir cok hiicrenin farklilasmasinda ve sinyal ileti
yolaklarinda 6nemli rol oynamaktadir. Her ikisi de tiimor baskilayic1 proteindir. Bu iki
gendeki degisimler 16semik olusumlar tetiklemektedir (85,87). C-myc, asir1 eksprese
oldugunda hiicre ¢cogalmasiyla ve farklilagmanin engellenmesi ile iligkilidir. Onkojenik
potansiyele sahiptir. Kromozomal translokasyon, retroviral insersiyon ya da gen
amplifikasyonu ile aktive olmaktadir. Hiicre ¢ogalmas1 ve 16semi gelisiminde rol oynar
(85,86). Kan hiicrelerinin farklilagmasinda ¢cok karmagik yolaklar olsa da iki yolak ¢ok
Onemlidir. Bunlar: Ras -MAPK ve Jak-Stat yolaklaridir.

Ras-MAPK yolagi: Bu yolak, hematopoetik hiicrelerde, yasamsal, ¢ogalma ve
farklilagmada sitokin sinyallerinin iletiminde Onemli bir isleve sahiptir. GTP bagh
Ras’in aktif formu bircok alt sinyal yolaklarinda hedef proteine baglanir. Bircok
reseptor, Ras efektorii olarak bilinir. PI3-Kinaz, P120 Ras-GAP, serin/treonin-kinaz ve
Raf onemli reseptorlerdendir. Raf, GTP baglh Ras’in aktif formuna baglanir ve
sitoplazmadan hiicre zarina gider. Sitokin reseptorlerinin varliginda Jak-2 ve src-kinaz
ailesinin bir iiyesi Raf’1n tirozin fosforilasyonunu saglayarak MAPK’lar1 aktive eder.
MAP-Kinaz ERK’leri aktive eder, ERK’ler cekirdege girer ve hedef genlerin
aktivasyonunu saglar (88,89).

Jak-Stat yolagi: Stat ve jak faktorleri bu yolagin onemli molekiilleridir. Bazi

sitokin reseptorleri tirozin kinazlari aktive ederler. Tirozin kinaz aktivasyonu ile Jak
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molekiilleri sitokin reseptorleri ile birleserek Stat molekiillerini fosforile ederler.
Fosforile olan Statlar cogunlukla dimer olusturarak cekirdege yonlenir ve 6zgiil DNA

bolgelerine baglanarak farklilasmayla ilgili genlerin aktivasyonunu saglarlar (88,90,91).

2.4.2. Hiicre Yiizey Belirleyicileri

Hiicreler yiizeylerindeki glikoprotein  yapidaki reseptorler sayesinde
birbirlerinden ayirt edilmektedirler. Monoklonal antikorlarin gelismesiyle, hiicre yiizey
molekiilleri antijen olarak tanimlanmakta ve farkli tipteki hiicrelerin ayirimi
yapilabilmektedir. Hiicre yiizeyindeki bu antijenik yapilar CD (Cluster of
Differentiation) farklilagma kiimeleri olarak adlandirilmaktadir. Sayilar1 giiniimiizde
250 ye ulasan CD yiizey antijenlerinin, losemi ve lenfoma immunfenotiplemesinde,
hematolojik tiimorlerin  belirlenmesinde, otoimmiin hastaliklarin  tanisinda  ve
kemoterapotik  gozlemleme asamalarinda kullamlmasinda bir ¢ok yararlar

bulunmaktadir (92,93).

2.5. AKIM SITOMETRE

Akim sitometre, bir kanalda hareket eden ¢ok sayida hiicrenin biiyiikliik, graniil
icerigini ve aldig1 floresan yogunlugunu ¢ok hizh bir sekilde nitel ve nicel olarak dlgen
elektronik bir sistemdir (94). Hiicreler akim sitometrede 6l¢iim oncesi floresan isaretli
molekiiller ile boyanirlar ve “Fosfat Tampon Cozeltisi” (PBS) gibi bir s1v1 igerisinde
cihaza okutulur. Bu fléresan molekiiler lazer 1s1n1m1 absorbe ederek uzun dalga boyunda
151n sacarlar. Sacilan 1sinlar degisik ayna ve filtre sistemlerinin yardimiyla detektorlerle
toplanir ve optik sinyaller alinir. Bu optik sinyaller elektronik sinyallere doniistiiriiliirek
bilgisayara aktarilir ve degisik hiicrelerin sayisal analizi yapilir (95).

Akim sitometre ile ilgili ilk bilgiler, 1934’de Kanada Montreal’den Andrew
Moldavan tarafindan gelistirilen ilkel bir cihaza dayanir(95). Los Alamos
laboratuvarlarindan Mack Fulwyler, 1949°da eritrositleri ayirarak ilk hiicre ayrict
(sorter) cihazini, gelistirdi (95). 1969’da Dittrich ve Gohde, hiicrelerin floresan
yogunluklarinin histogramlarini gelistirdiler. 1975°de ise yaptiklar1 calismalardan dolay1
Nobel alan Kohler ve Milstein’in akim sitometreden ayri olarak monoklonal antikor

teknolojisini gelistirmeleri, hiicrelere 6zel monoklonal antikorlarin akim sitometrede
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kullanimim1 ve hizli gelisimini sagladi. Giiniimiizde ise elektronik ve floresan
teknolojisindeki gelismelerle, masa iistii akim sitometreler ve Sorting yapan iki ana tip
akim sitometre cihazi gelistirildi (95,97).

Akim sitometre, akim sistemi, lazer 11k kaynaklari, optik, elektronik ve
bilgisayar sistemi olmak iizere dort bilesenden olusur. Akim sistemi, Ornek sivinin
“hidrodinamik odaklama” ilkesine gore aktig1 sistemdir. Bu sistem ile hiicreler akim
odast denilen ana kisima gelirler ve burada lazer 1sin1 ile karsilagirlar. Lazerler tek
renkli 151k kaynaklaridir. Akim sitometrede en cok kullanilan lazer 151k kaynag1 “Argon
ion lazer” dir. Bunlar, 488 nm dalga boyunda 151n yayar ve bircok florokrom tarafindan
emilir. Optik filtreler, belirli dalga boyundaki 1ginlarin gegmesini saglarken, belirli dalga
boyunun altindaki ya da iistiindekilerin gecmesini engellerler. Dichroic filtre ve Band-
pass filtre olmak tizere iki tip filtre vardir. Dichroic filtreler, kisa dalga boyundaki
1sinlar1 ayirip, uygun dedektore gonderirken, daha uzun dalga boyundakilerin ge¢gmesine
izin verirler. Band-pass filtreler, spesifik dalga boyundaki 1ginlarin gecmesini saglarlar.
Elektronik sistemde, her hiicreden sag¢ilan 1sinlarin sinyalleri elektronik voltaj atimlarina
cevrilir ve her sinyalin yiikseklik, alan, genislik boyutlar1 depo edilen dijital sinyallere
dontistiiriiliir. Bilgisayar sisteminde, optik ve elektronik sistemce sagilan isinlar ve
floresan, elektrik sinyallere ¢evrilir ve bu bilgi dijital bilgiye ¢evrilerek bilgisayarda
analiz edilmek iizere depolanir (95,98).

Gliniimiizde, akim sitometre bir¢ok tip alaninda rutin olarak kullanilmaktadir.
Hematolojide, 16semi-lenfoma immiinfenotiplemesinde, hematopoetik progenitor hiicre
analizinde, DNA-hiicre dongiisii analizinde, hiicre yiizey belirleyicisi analizinde,
apoptozun ve nekrozun belirlenmesinde, proliferasyon belirleyici analizinde kullanilir

(96,98).
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2.6. LITYUM

Li" altmis yili agan bir siiredir bilinen ve giiniimiizde de rutin olarak kullanilan
manik depresyonun (bipolar bozukluk) akut ve uzun donem tedavisinde etkili bir ilactir.
Li*, 19. yiizyllda duygudurum diizenleyici olarak kullanilmaya baslandiysa da ilk
olarak 1949 yilinda John Cadde tarafindan antimanik etkisi gosterilmistir (101). Son
yillarda Li"”un bipolar hastaliktaki etkisinin yaninda sahip oldugu sinir sistemi
koruyucu etkisi de aragtirilmaktadir. Ozellikle yapilan biyokimyasal ¢aligmalarda sinyal
yolaklarinda gorevli ve ndroprotektif etkisi olan énemli molekiillerin, Li"”’un hedefleri

arasinda oldugu gosterilmistir (102).

Li"’un etki mekanizmalart;

1. inozitol monofosfataz (IMPaz) inhibisyonu,

2. Inozitol polifosfat 1-fosfataz (IPPaz) inhibisyonu,
3. Bifosfat niikleotidaz (BPNaz) inhibisyonu,

4. Friiktoz 1,6-bifosfataz (FBPaz) inhibisyonu,

5. Fosfoglukomutaz (FGM) inhibisyonu,

6. Glikojen Sentaz Kinaz-3 (GSK-3) inhibisyonu

olarak alt1 ana baglikta toplanabilir (102,103).

Li*, Magnezyum (Mg”") ile benzer iyon yaricapmna sahiptir. Bazi inhibitor
etkilerini, cok sayida reaksiyonda kofaktor olarak gbrev yapan Mg2+ ile yarigarak ortaya
koyar (104). Li”un bu sayilan etkilerinden daha ¢ok ikisi iizerinde durulmaktadr.
Li”un olas1 tedavi edici etkileri agisindan birbirleriyle baglantili olan GSK-3 ve
IMPaz’in inhibisyonunun merkezi sinir sistemindeki etkileri {izerine cok sayida
arastirma yapilmistir.

Li* ayrica noroprotektif etkiye sahiptir ve bu etkisini de GSK-3B’y1 inhibe
ederek sagladig diisiiniilmektedir (103,105,106). Ornegin fare hipokampus hiicrelerinde
bulunan AP (beta amiloid protein) GSK-3f diizeyini arttirir ve apoptozu indiikler. Bu
durum GSK-3 tarafindan yonetilen antisense oligoniikleotidler tarafindan engellenir
(107). Ayrica hippokampus hiicrelerine Ap peptid eklenmesi, sitozolik P-katenin
diizeylerinde azalmaya neden olur. Bu durum da Wnt3a veya Li" tedavisiyle

diizeltilebilir (108).
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Sekil 2.9. Lityum’dan etkilenen hiicre i¢i yolaklarin birbirleriyle olan iliskisi.
GSK-p ve IMPaz Li"un direkt hedefleridir. GSK-3; nérotrofik sinyal yolaklari, insulin-
fosfoinozitol 3 kinaz (PI3K) yolagi, Wnt yolag: gibi birtakim hiicre ici sinyal yolaklarinda araci
olarak rol alir. Bu yolaklarin aktivasyonu GSK-3’ii inhibe eder. Seklin sol iist tarafinda Li*’un
Fosfoinozitol sinyal yolag tizerine etkileri anlatilmaktadir. Bazi G proteinlerin aktivasyonu ve
Fosfolipaz C (PLC); Fosfoinozitid-4,5-bifosfat’in (PIP2) diagilgliserole (DAG) ve inozitol 1,4,5
trifosfat’a (IP;) hidrolizini uyarir. DAG protein kinaz C’yi (PKC) aktive eder. IP3, hiicre
icerisinde kalsiyum kanali olarak islev goren IP; reseptoriine baglamir. IPs;, Inozitol
monofosfataz (IMPaz) ve Inozitol polifosfataz (IPPaz) ile PIP, ye geri doniistiiriiliir. Bu iki
enzim de Li* tarafindan inhibe edilir. inozitol Tiikenme Hipotezi, Li* un tedavi edici etkisini;
serbest inozitol diizeylerini azaltarak ve boylece ndronlarda sinyal yolaklarimin aktivasyonunu

korelterek yaptigim savunur (102).
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2.6.1. IMPaz ve IPPaz Inhibisyonu

IMPaz ve IPPaz, fosfoinozitol sinyal yolaginin gerekli bir elemani olan

inozitolun geri doniisiimii ve bastan sentezinde gorevli enzimlerdir. Lityum her iki

enzimi de inhibe eder. Pekcok hiicre dig1 reseptor [serotonin (5-HT),, a adrenerjik,

muskarinik (M) 1, 3, 5] G proteine (Gy/11) bagl sekilde c¢alisir. Bu protein de Fosfolipaz

C (PLC) aktivasyonu iizerinden hiicre membran fosfolipidi olan Fosfoinozitid 4-5

bifosfatin (PIP,) hidrolizi ve bunun sonucunda da diacilgliserol (DAG) ve Inozitol-1,4,5-

trifosfat (IP3) olusumunu kontrol eder. Daha sonra da DAG ve IP3 sayisiz hiicre ici

olayin yonetilmesinde gorev alirlar (Sekil 2.9-Sekil 2.10) (102).
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Sekil 2.10. Hiicre icerisinde uyari-salgilama baglantis1 (34).
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Hiicre icerisinde endoplazmik retikulum iizerindeki IP; reseptorleri, IP;

seviyesinin yiikselmesine sitozole Ca®* salmimn ile cevap verirler. Dolayisiyla IPs, Ca**

serbestlestirilmesine yarayan bir ikincil mesajc1 olarak diisiiniilebilir. Bu IP5/Ca™
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sinyalizasyon sistemi sekil 2.10’da goriilen cok sayida hiicre ici mekanizmay1 kontrol
eder (109).

IP3/Ca’* sinyal yolagi pek ¢ok hiicrenin proliferasyonunda rol oynar. Ozellikle
beyin IPs/Ca** sinyal yolaginda gorevli elemanlardan zengindir. Bu durum ndronal
plastisite gibi cesitli noronal siireclerde IP3/Ca** yolagmin neden etkili oldugunun
gostergesidir (110).

Protein kinaz C (PKC), DAG molekiiliiniin birincil hedefidir (102). PKC
ozellikle pre ve post sinaptik iletinin rol oynadigi beyinde cok miktarda bulunur.
Merkezi sinir sistemi malign tiimorlerinde PKC aktivitesinin artmis oldugu
gosterilmistir (111,112). PKC, bir serin treonin kinaz ailesidir ve hiicre i¢i pek ¢ok
biyokimyasal reaksiyonun (hiicre zarindan glukoz gecisi, sekresyon, egzositoz, diiz kas
kasilmasi, gen anlatimi, iyon gecirgenliginin diizenlenmesi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre dist
reseptorlerin duyarsizlastirilmasi, vb...) kontroliinde nemli rolii vardir (111). Birden
cok sinyal iletim yolunun kesisim noktasinda olmasi sebebiyle sitoplazmadan cekirdege
giden ¢ok cesitli sinyalin iletilmesinde hayati nem tagir.

PKC, biiyiime faktorii reseptdii gibi elemanlarla geri doniisiimlii olarak aktive
olur. Sinyal yolaklarim isleterek Raf-1 ve bcl-2 kaskadi gibi sistemleri uyarabilir (Sekil
2.11). Raf-1 kaskad sitoplazmadaki sinyalleri ¢ekirdege ileten ana sistemlerden biridir.
Bu yiizden PKC’nin asir1 uyarilmasi hiicre bdliinmesi ve invazyonda rol oynayan
genlerin zararl sekilde asir1 anlatimlarina yol acabilir (111). PKC’nin 13 izoformu
bulunmaktadir. Bunlar dort ana grupta toplanirlar. Insan sinir hiicresinde bulunan formu;
PKCy’dir. Bu izoformun icerisinde bulundugu gruptaki PKC’ler, DAG ve Ca®* bagimh

aktive olurlar. Bu da Li"’un PKC’yi nasil etkilediginin bir gostergesidir.
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Sekil 2.11. Sinyal iletim yolaklarina PKC’nin katilim1 (111).

PKC bir kez aktive olduktan sonra sinyal iletimine tekli veya coklu MAP
(Mitojenin aktiflestirdigi protein, ‘“Mitogen-activated protein”) kinazlar,[Raf-1/MEK
(’Mitogen extracellular signal regulating kinase”)/ERK (”Extracellular signal regulated

kinase’’)] kaskadlari iizerinden izin verir (111).

2.6.2. MAP Kinaz Sinyal iletim Yolu

MAP kinazlar hiicre membranindan cekirdege bilgi aktarilmasinda 6nem tasimaktadir
(Sekil 2.12). Bu tip sinyal iletimi kaskadlari, embriyogenezis, yasama, cogalma,
diferansiasyon ve apoptozis islevlerinin diizenlenmesinde rol alir. MAP kinazlar ii¢ ana

gruba ayrilir (113).
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1. p38 MAP kinaz ailesi
2. “Extracellular signal regulated kinase (ERK)” ailesi
3. “c-Jun NH2- terminal kinase (JNK)” ailesi

MAP kinaz yolu, reseptor aracili uyarinin hiicre i¢ine iletiminden sorumlu bir
kinaz kaskadi olarak calisir. Kaskad sistemi, hem sinyalin amplifikasyonu hem de
diizenleyici etkilesimler (sinyalin siiresi, siddeti ve kinetigi) acisindan Onem tagir.
Sinyalin iletimi G-protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baslar ve MAPKKK’nin
(MAP kinaz kinaz kinaz) aktivasyonundan sonra, sirasiyla MAPKK (MAP kinaz kinaz)
ve MAPK (MAP kinaz) aktive olur. MAP kinaz ise sitoplazmik substratlarini (hiicre
iskeleti elemanlari, diger protein kinazlar) ve/veya c¢ekirdekte transkripsiyon faktorlerini
fosforilasyon yoluyla aktive eder ve hiicrenin biyolojik cevabi olusur (Sekil 2.12)

(114,115).

2.6.3. Ras/Raf/MEK/ERK Sinyal Iletim Yolu ve Kanser

Hormonlar, biiyiime faktorleri, diferansiasyon faktorleri ve tiimor uyarici
maddeler bu sinyal yolunu kullanirlar. Bu iletim yolu Raf aktivasyonu ile baslar ve
sirastyla Ras, MEK ve ERK proteinleri ile kinaz kaskadi ilerler. Ras ve Raf
protoonkogendir. Ras aktivasyonu tersinir bir siirectir. Aktive olan Ras proteinleri Raf
kinazlara yiiksek cekim ile baglanirlar ve Raf kinazlarin hiicre membranina yerlesimini

ve aktivasyonunu saglarlar (114,115,116) (Sekil 2.12).
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Uyan Buytume faktérleri Huicresel stres

RTK i L Huicre membrani
GTPaz Ras sitoplazma
MKKK Raf MEKK 1,2,3,4,5
MKK MEK1/2 MKK4  + MKK7
MAPK ERK1/2 p38 JNK
Transkripsiyon faktérleri ELK-1/2 ATF-2 c-JUN nukleus
Biyolojik cevap Proliferasyon Apoptozis, bliylimenin durmasi,

Immiinolojik cevap, proliferasyon?

Sekil 2.12. MAPK ailesi ve sinyal iletimi. ATF: “Activating transcription
factor” (Aktive edici transkripsiyon faktorii), ERK: “Extracellular signal regulated
kinase” (Hiicre dis1 sinyal tarafindan diizenlenen kinaz), GTP: “Guanosine
triphosphate” (guanozin trifosfat), JNK: “cJun N-terminal kinase” (c-Jun N-terminal
kinaz), MAPK: “Mitogen-activated protein kinase” (Mitojen tarafindan aktive edilmis
protein kinaz), MEK: “Mitogen extracellular signal regulating kinase” (Mitojenik
hiicredist sinyali diizenleyen kinaz), MEKK: “MAPK/ERK kinase kinase”
(MAPK/ERK kinaz kinaz), MKK: “MAPK kinase” (MAPK kinaz), MKKK: “MAPK
kinase kinase” (MAPK kinaz kinaz), p38: “p38 kinase” (p38 kinaz), RTK: “Receptor

tyrosine kinase” (Tirozin kinaz reseptorii) (115).

Insan tiimérlerinin % 30’unda Ras/Raf/MEK/ERK yolunun asir1 aktivasyonu sz
konusudur. Bu oran tiimorlerdeki Ras mutasyonu siklig1 ile uyumludur. Mutant Ras
proteinleri, aktif formda kalirlar; bu nedenle, hiicrenin kontrolsiiz uyanrilmasindan
sorumlu tutulmaktadirlar. Ras aktivasyonu inhibitorleri klinik calismalarda denenmekte
ve bu ajanlarin antitlimoral etkilerinden tedavide yararlanabilme olasiligini
giiclendirmektedir (117).

Normal kosullarda, EGF ve PDGF gibi biiyiime faktorlerinin fosfoinozitid-3

kinaz (PI3K) yolunu uyarmalarinda Ras’in etkinligi minimal diizeydedir. Buna karsilik
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onkojenik Ras, PI3K yolunun giiclii bir aktivatoriidiir. Onkojenik Ras bu yolu aktive
ederek apoptozisi baskilar. Dolayisiyla, bu hiicrelerde apoptozisin baskilanmasi
karsinojenez siirecinde kritik etkenlerden birini olusturur. Ayrica, onkojenik Ras uyarisi,
transforme hiicrelerde normal hiicrelerden farkli genlerin ekspresyonunu da uyarabilir
(115, 118).

Aktiflesmis ERK; myc, myb, max, fos ve jun gibi hiicre boliinmesi ve invazyonu
icin metabolik fonsiyonlarin yapilmasinda gorevli transkripsiyon faktorlerini uyarir.

IP3’un inozitole geri doniisiimde birka¢ IPPaz enzimi gorev alir. Bu doniisiim,
noral doku gibi inozitolun serbestge bulunmadigir hiicre tiplerinde fosfoinozitol
tarafindan yonetilen sinyal iletimi icin gereklidir. IMPaz enzimi, IP3’iin inozitole
cevrildigi basamaklarin sonuncusu ve de hiz kisitlayicisim uyarir. Hiicre igi inozitol
seviyelerinin belirli bir seviyede tutulmasi agisindan IPPaz ve IMPaz ©Onemli
enzimlerdir (102,103).

Li*’un IMPaz ve IPPaz iizerine dogrudan etkisi Li*’un “Inozitol Tiikenme
Hipotezi” ile agiklanan inozitolun azalmasina sebep olur (Sekil 2.9-Sekil 2.10). Inozitol
Tiikenme Hipotezi ‘ne gore; Li*, duygudurum diizenleyici etkisini IMPaz’1 inhibe
ederek ve inozitol konsantrasyonunu azaltarak goOsterir. Bunun sonucunda da;
norotropin sinyal yolagi, tirozin kinaz reseptor yolaklar1 ve de bazi G-proteine bagl
yolaklar icin gerekli PIP; olusumunun azalmasina sebep olur (102).

Inozitol’un, kan beyin bariyerinden zayif oranda ge¢mesi nedeniyle, dzellikle

beynin Li*’a hassas oldugu diisiiniilmiistiir (119).

2.6.4. GSK-3 Inhibisyonu

Li"un diger 6nemli bir etkisi, GSK-3B inhibisyonudur. 1996 yilinda yapilan bir
calismada, GSK-3B’nin, Li" tarafindan etkin ve segici olarak inhibe edildigi ortaya
cikmasi lizerine duygudurum diizenleyicilerini arastiran bilim adamlarimin dikkatini
cekmistir. Eskiden sadece glikojen sentezi sirasinda glikojen sentaz enzimini fosforile
ettigi diuisiiniilen GSK-3f, son zamanlarda ¢ok sayida substrati fosforile etmesinin
bulunmasiyla pek cok hiicre i¢i sinyal mekanizmasimin da onemli bir diizenleyicisi
oldugu diisiiniilmeye baslanmistir (120). GSK-38’nin fosforile ettikleri arasinda; hiicre
iskelet proteinleri, metabolik ve hiicre dongiisii proteinleri ve dikkate deger sayida

anahtar transkripsiyon faktorleri [ katenin, AP-1 (“activator protein-17), siklik AMP-
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response element binding protein (CREB), NF-xB (“Nuclear Factor Kappa B”), Myc,
Heat shock factor- 1, nuclear factor of activated T-cells gibi] bulunmaktadir (120).

Bir serin-treonin kinaz olan GSK-3, hiicre igerisinde oldukca aktif durumda
bulunur. Cok sayida hiicre i¢i sinyal yolaginda, (Wnt, PI3 kinaz, Protein kinaz A,
Protein kinaz C gibi) ara iiriin olarak gorev yapmaktadir. (Sekil 2.9) GSK-3 iki izoform
halinde bulunmaktadir; GSK-3a ve GSK-3f. Her ikisi de Li* tarafindan, hem in-vivo
hem de in-vitro olarak inhibe edilmektedir (121,122). Enzim kinetigi deneylerinde,
Li*un bu etkisini Mg** ile yarisarak gosterdigi ortaya konmustur (104).

GSK-3’tin hedefleri arasinda transkripsiyon faktorleri [ catenin, CREB],
mikrotiibiillere bagli proteinler [Tau, mikrotiibiil-baglantili protein (MAP)-1B, kinesin
hafif zinciri, hiicre dongiisii medyatorleri (siklin D, insan ninein) ve metabolizma
diizenleyicileri (glikojen sentaz, piruvat dehidrojenaz) sayilabilir (Sekil 2.9) (102.103).

Pek cok sinyal yolaginin bir eleman1 olarak, ¢ok sayida hiicresel hedeflere sahip
olmas1 nedeniyle, GSK-3 ;glikojen sentezi, gen transkripsiyonu, sinaptik plastisite ile
ilgili olaylar, apoptoz, sirkadiyan ritm gibi genis bir hiicre i¢i islem yelpazesinde rol
alabilir (102).

Yapilan bazi cahismalarda; GSK-3 mekanizmasinin Alzheimer Hastaligi (123),
Diabetes Mellitus (124), Bipolar Bozukluk (125) ve de son zamanlarda da kanserle
(126) iligkisi ortaya konmustur. GSK-3f inhibisyonunun, pankreas kanserinde sagkalim
oranim artirdigi, (127) kolorektal kanserde ise apoptozu artirict (128) etkileri oldugu
gosterilmistir.

25 yil gibi bir siire once kesfedilmesine ragmen GSK-3f, ancak son zamanlarda
kanser tedavisinde bir umut olarak goriilmektedir (126). Bu enzimin, bazi kanserlerde
aktivitesi artmig olan Wnt, Hedgehog ve Notch gibi bazi yolaklari inhibe ettigi
gosterilmigtir (129). Bu durum GSK-3 inhibitorlerinin, tiimor hiicreleri {izerinde
sagkalimi arttiracak sekilde etki edecegini diistindiirebilir.

Psikiyatrik bozukluklar igin, GSK-3p inhibitorii Li”’un uzun siireli kullanimu,
kanser insidansim diisiirmektedir. Uzun siireli Li* kullanan psikiyatri hastalarinda
yapilan bir epidemiyolojik c¢alismada, Li* kullanan hastalarda kanser insidansinin
normal populasyona gore anlamli 6lciide az oldugu goriilmiistiir (130).

Li*”un hiicre icerisindeki metabolizma, sinir hiicreleri arasi iletisim, hiicre
boliinmesi ve degisimi gibi farkl siireclere etki ettigi bilinmektedir. Bu etkiler, hiicre

tipine ve doza bagimlidir. Ornegin Li* meme kanserinde hiicre ¢ogalmasini uyarirken
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(131,132), melanoma (133) ve hepatoselliiler karsinomada (134) tiimor biiyiimesine
engel olmaktadir. Li" noronlarda hiicre 6liimiine karsi koruyucu etkisi (135) olmasina
ragmen glioma hiicrelerindeki hiicresel streslere karsi koruyucu degildir (136). Bu
durum Li’un neden Alzheimer Hastaligi’'nda koruyucu oldugunu (123) fakat gliomada
tiimorii inhibe edici etkiye sahip olabilecegini (137) agiklayabilir.

Quiroz ve arkadaslarmin 2004 yilinda yaptugi bir deneme yazisinda Li”un
noroprotektif etkisi belirtilmistir (102). Ailesel duygudurum bozuklugu olan hastalarin
prefrontal korteks hacimleri incelendiginde kontrol grubuna gore ortalama % 40’lik bir
hacim azalmasi saptanmustir (138). Belli bir siire Li* kullaniminin prefrontal korteks
hacmini anlamli derecede arttirdifi ve de kontrol grubuyla aym seviyeye c¢ikardigi
gosterilmistir  (138). Bu calismadaki Ornek sayisinin yeterli miktarda olmadig
diisiiniilerek, daha genis kapsamli bir calisma yapilmis ve de Manyetik Rezonans
spektroskopi (MRs) kullanilarak, 6zellikle gri maddedeki n-asetil aspartat [NAA, néron
canliliginin kabul edilen gostergeci (139)] seviyeleri dl¢iilmiistiir (140). Bu calismada
elde edilen bulgular uzun siireli Li* kullamminin beyinde ndron canlihgi ve
fonksiyonunu arttirdigini géstermistir.

GSK-3f’nin  inhibisyonunun  sinir  hiicresinin  sagkalimin1  arttirdig1
soylenmektedir (120). Burada s6zii edilen hiicreler, tiimor hiicreleri degil, Alvarez ve
arkadaslarinin (135) belirttigi gibi normal sinir hiicreleridir (120).

Li"un, diger kanser tiplerine karsi etkileri de farkli giincel yazilarda
aragtirdmistir. Losemi icin yapilan bir hayvan deneyinde; GSK-3 inhibisyonunun,
Myeloid/Lenfoid Losemi (MLL) hiicrelerinin proliferasyonunu anlamh 6lciide azalttig
gosterilmistir  (126). Mediiller tiroid kanserinde, LiCl’tin in vitro ve hayvan
caligmalarinda kanser hiicreleri iizerine apoptozu arttirici etkiye sahip oldugu
belirtilmigtir (141,142). Prostat kanseri hiicre kiiltiiriinde yapilan bir arastirma sonucuna
gore, LiCl’lin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi savunulmaktadir (143).
Bas ve boyun yerlesimli skuamé6z hiicreli karsinom igin yapilan bir calismada ise,
LiCl'iin B katenin diizeylerini azaltarak kanser evresinin azaltilabilecegi diistinilmustiir
(144). Yine bagka bir cilt kanseri iizerine yapilan ¢aligmada, insan ve fare melanoma
hiicre kiiltiirlerinde, LiCl'iin cansiz ortamda anlamli derecede hiicre biiyiimesini
engelledigi gosterilmistir (133). Oliimciil bir kanser olan pankreas kanserinde yapilan
calismalarda da, Li"”un kanser hiicrelerinin biiyiimesini engelledigi ile ilgili sonuglar

aciklanmigtir (145,146).
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Bu tedavi edici etkileri yaninda, LiCl’iin bilinen tiimor hiicresinin ¢ogalmasini
artirict etkileri de vardir. Daha 6nce de belirtildigi gibi Li* meme kanserinde timor
hiicrelerini aktive edici etkiye sahiptir (131,132, 147). Daha ¢ok ¢ocuklarda goriilen bir
retinal tiimdér olan retinoblastomada da Li”un tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini

destekleyici etkisi oldugu gosterilmistir (148,149).

2.7. SORAFENIB

Sorafenib (BAY 43-9006, Nexavar) bir oral multikinase inhibitoriidiir. Raf-1 ve
B-Raf Serin-Treonin kinazlari, Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)
reseptorleri 1, 2 ve 3’lin ve Trombosit Tiirevi Biiylime Faktorii (PDGF) reseptoriindi,
KIT, RET ve FLT-3 (FMS-like tirozin kinaz) aktivitesini inhibe eder (150).

Sorafenib, Raf/MEK/ERK yolagi ve VEGF sinyal yolagim hedefleyerek, timor
hiicre proliferasyonunu ve tiimor anjiyogenezini engeller. Ayrica ¢ok sayida timor
modelinde apoptoz hizin arttirdigt (151) bunun yaninda ileri evre hepatoselliiler kanser
ile metastatik renal hiicreli kanserde sagkalim siiresini arttirdigi gosterilmistir (152,153).

Timor gelismesinde; hiicre ¢ogalmasini, apoptozun baskilanmasi ile timor
yayilimi, metastazi gibi siirecler aktive olmus tirozin kinaz reseptoriiniin tetikledigi
sinyal yolaklar1 tarafindan yonetilir. Bir protoonkogen olan Ras, tirozin kinaz
reseptorlerinin uyarilmasina yardimer olur. Bu nedenle 6nceden de belirtildigi gibi Ras
sinyal yolaginin aktivasyonu, insanda kanser gelismesinde 6nemli bir mekanizmadir.
Ras’in Raf/MEK/ERK gibi sinerjistik etki gosteren cesitli yolaklar1 idare ederek hiicre
doniisiimiinde etkili oldugu bilinmektedir (150,154,155) (Sekil 2.11-Sekil 2.13). Raf
kinazlar, GSK-3 gibi serin/treonin kinaz ailesindendir ve Ras molekiillerinin aktive
olmasini saglarlar (156). Raf kinaz ailesinin 3 iiyesi bulunmaktadir; A-Raf, B-Raf, Raf-
l. Timor hiicreleri asir1 miktarda VEGF ve PDGF- gibi baz1 biiyiime faktorleri ve
sitokinler salgilar. Bunlarin endotel hiicreleri tizerindeki reseptorlere baglanmasi,
Raf/MEK/ERK yolaklarim1 aktive eder, bunun sonucunda da anjiyogenez ve
lenfanjiyogenez goriiliir (157). Raf kinazlar, VEGF ve PDGF- B tiimor gelismesinin ve

anjiogenezin engellenmesinde potansiyel molekiiler tedavi hedefleridir (158).

43



Tumér huicresi Vaskiiler endotelyal hiicre ve perisit

e Parakrin uyart
Otokrindéngii ™~
i PDGF-p T *VEGF
PDGFR-p VEGFR-2
P P
T\-ﬂ Ras 4"“")

LA 2
Raf-1 P

Sf
rUUUUb ll—Sf Anjiogenez:
Mitokondn | Differansiyasyon
/ “ MEK P Proliferasyon
l Migrasyen
Tibil olusumu

Apoptoz ERK P

l

Sekil 2.13. Sorafenib’in etki mekanizmasi. Sorafenib ikili etki yaratarak tiimorde ve
tiimor damarlarinda Raf-1 dahil Raf kinazlar1 ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktor reseptorii 2
ve 3 (VEGFR 2,3) Trombosit tiirevi bilytime faktor reseptorii (PDGFR) gibi tirozin kinaz
reseptorlerini inhibe eder (Sf: Sorafenib) (158).

Sorafenib’in 6zellikle ileri evre karaciger kanseri ve bobrek kanseri basta olmak
tizere farkli kanserlerdeki etkisini arastirmak amaciyla cesitli ¢caligmalar yayinlanmaistir.
FDA (United States Food and Drug Administration, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve
ilag Idaresi) Aralik 2005’de Sorafenib’in bobrek ve karaciger kanserinde kullanilmasi
icin kisa siirede onay vermistir. Ayrica tiroid kanserinde etkili oldugunu gosteren
yaymlar bulunmaktadir (159). Giiniimiizde de diger bazi kanserler iizerine etkisini
aragtiran ¢aligmalar yapilmaktadir (159,160). Fakat literatiirde Sorafenib’in HL-60

hiicre soyu iizerine etkisini arastiran az sayida ¢aligma bulunmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR, ALETLER, KIMYASALLAR VE
MALZEMELER

3.1.1. HUCRE KULTURUNDE KULLANILAN CiHAZLAR, ALETLER VE
MALZEMELER

3.1.1.1. Cihazlar ve Aletler

1-Laminar akim hiicre kiiltiir kabini (Tezsan), 2-Inkiibatér (Sanyo), 3-Ters (Invert)
Mikroskop (Leitz Wetzlar), 4-Calkalayicili su banyosu (Niive ST402), 5-Sogutmal
santrifiij (Sigma 2-16K), 6-Derin dondurucu (-20° C) (Vestel F15), 7-Derin dondurucu
(-80° C ) 8-Buzdolab1 (Bosch), 9-Manyetik karistiric1 (IKA F20520162), 10-Dijital
fotograf makinesi (Sony Cybershot), 11-Pipetleme araci (Gilson F110755), 12-
Mikropipet seti (Gilson), 13-Otoklav (Victor Recker), 14-Hassas terazi (Precise BJ
1000C), 15-Distile su cihaz1 (Millipore)

3.1.1.2. Kimyasallar

1-NaCl (Merck 106406), 2-Na,HPO4 (Merck 106586), 3-NaH,PO4 (Merck 106346), 4-
Absolii etanol (Merck 100983), 5-HCI (Merck 113386), 6-Metanol (Merck 106008), 7-
H,0;, (Merck 108597), 8-Phenol Red (Merck 107241), 9-Poly-1-Lysine Solution (Sigma
P8920), 10-KH,PO4 (Merck 105108), 11-KCl (Merck 104934), 12-NaHCO;3 (Merck
3011729), 13-DMEM-F12 (Biological Industries 11-170-1M), 14-Fotal sigir serumu
(Biological Industries 04-007-1A)

3.1.1.3. Malzemeler

1- Tek kullanimlik, 5 ml’lik steril plastik pipet (TPP 94005), 2- Tek kullanimlik, 10
ml’lik steril plastik pipet (TPP 94010), 3- 0.2 mikronluk steril enjektor filtre (TPP
99722), 4- 50 mI'lik steril falkon tiip (TPP 91050), 5- 6 kuyucuklu steril doku kiiltiirii
plag1 (TPP 92006), 6-15 ml’'lik steril santrifiij tipti (TPP 91015), 7- 0.22 mikron’luk
steril besiyeri siizme filtresi ( Sartorius 0507 11107 0604053), 8-Yuvarlak lamel, 9- Tek
kullanimlik, steril plastik Pasteur pipeti (LP Italianal35030), 10- Cam Pasteur pipeti
(Isolab 108.03.02), 11- Tek kullanimlik, 25 em?lik steril plastik kiiltiir kaplar1 (TPP
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90025), 12- Tek kullammhik, 75 cm” lik steril plastik kiiltiir kaplar1 (TPP 90075), 13- 15
mm capinda yuvarlak lamel (Deckglaser C911380), 14- Lamel (Isotherm), 15- pH
kagidi (Merck Neutralit 1.09564.0003), 16-Hemasitometre lameli (Merienfeld)

3.1.14. llaclar

1-Lityum Kloriir ( Sigma-Aldrich L.4408), 2-Sorafenib (Bayer)

3.1.2. AKIM SITOMETRIK (FLOW CYTOMETRIC) ANNEKSIN-V-FITC/PI
BOYAMASINDA KULLANILAN CIHAZLAR, ALETLER VE KITLER

3.1.2.1. Cihaz ve Aletler
1-Akim Sitometri (BD FACS Calibur)

3.1.2.2. Kitler
1- Anneksin-V-FITC (BD 556420), Propidyum iodid (BD 556463)

3.1.3. ELISA YONTEMi iCiN KULLANILAN CiHAZLAR, ALETLER, VE
KIiTLER

3.1.3.1. Cihaz ve Aletler

1- Sarjh pipetor (Eppendorf), 2- Seri pipetdr (Eppendorf), 3-12 kanalli otomatik
pipet 300 ul (Eppendorf), 4- Mikroplaka okuyucu (Bio-Tek), 5- Mikroplaka yikayicisi
(Bio-Tek) 6- Calkalayici (Biosan) 7- Vorteks-Stuart Scientific 8- Mikrosantrifiij
(Elektro-Mag)

3.1.3.2. Kitler

1- Kolorimetrik Kaspaz 3 Olgiim Kiti (Sigma Aldrich CASP3C-1KT 047K4059)
2- GSK-3p (fosforile) EIA Kiti (Assay designs 900-123A)

3- Sinyal iletim Yollar1 Fosfo-ELISA Kiti (Sabiosciences FEM-003H)
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3.1.4. GECIRIMLI (TRANSMISSION) ELEKTRON MIKROSKOBU (TEM)
YONTEMINDE KULLANILAN CIHAZLAR, ALETLER, KIMYASALLAR VE

MALZEMELER

3.1.4.1. Cihaz ve Aletler
1- Gegirimli elektron mikroskobu (Jeol Jem 1011), 2- Isik mikroskobu (Olympus
CX21), 3- Mikrotom (Leica)

3.1.4.2. Kimyasallar
1-Absolu Etanol (Riedel-de Hien 32221), 2- Gluteraldehid (Sigma G7776), 3- Osmium

Tetroksit Os04 (Merck 124505), 4- Uranil Asetat Dihidrat C4AH606U 2H,O (Merck
108473), 5- 1,2 Propilen Oksit (Merck 112492), 6- Epoxy Embedding Medium (EPON-
812) (Fluka 45345), 7- Dodenylsuccinic Anhidrit (DDSA) (Merck 112147), 8- MNA
(Merck 112251), 9- 2,4,6-tris (dimethylaminomethyl) phenol (DMP) (Merck 112388),
10- NaH,PO42H,O(Merck 106345), 11- NaoHPO4 (Merck 106586), 12- Sodyum
Kakodilat (Sigma C-0250), 13- NaOH (Merck 106482), 14- Trisodyum Sitrat Dihidrat
(CgHsNa3;07 2H,0) (Merck 106446), 15- Kursun Nitrat (Merck 107397), 16- Tripan
Mavisi (Sigma T8154), 17- PBS Tablet ( Sigma P4417)

3.1.4.3. Malzemeler
1- 100 gozli bakir veya nikel grid (Agar G2100 veya G2100), 2- Cam bigak (Leica 84

00 31 ), 3- Bicak havuzu (6.4 mm) ( EMS 71008), 4- Jelatin kapsiiller (Agar G29213),

5- Sanayi jileti
3.2.KULLANILAN YONTEMLER
3.2.1. insan Akut Promyelositik Losemi Hiicre Kiiltiirii
Calismamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir calisma olup, hiicre

kiiltiirleri, hiicre sayimlar1 ve hiicrenin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi 1.U.

Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’ndaki Hiicre ve Doku
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Kiiltiirii Laboratuvari’nda Isik ve Gegirimli ( Transmission) Elektron Mikroskobu
(TEM) kullanilarak gerceklestirildi.

Aragtirmada Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu [Americn Type Culture
Collection (ATCC)] Hiicre Bankasi’'ndan alinan HL-60 insan Akut Promyelositik
Ldsemi hiicre soyu (CLL-240 ) kullanild1.

HL-60 hiicreleri i¢cin besi ortami, inaktive edilmis %10 FCS, 0,2 mM glutamin,
100 pg/ml streptomisin, 100 IU/ml penisilin iceren DMEM-F12 medyumu
(Dulbecco’nun Modifiye Edilmis Eagle Medyumu, besleyici karistm F12 Ham
Medyumu) dur.

Hiicreler bu besi ortamimi iceren 25 cm?® ve 75 cm”lik flasklarda, i¢c ortami %5
CO2, %95 nem iceren ve 37 °C olan inkiibator i¢inde tutularak ve haftada 2 kez rutin

pasaj yapilarak iiretildi.

3.2.2. GRUPLAR VE DOZ BELIiRLEME DENEYLERI

3.2.2.1. Doz Belirleme Deneyi

Hiicrelerin toplanmas1 asamasinda iist medyum ve flask yiizeyine tutunan
hiicreler pipet ile flasklardan toplanarak 15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi. Hiicreler
5 dk. 1500 rpm’de santrifiij edildi.

Hiicrelerin iizerine medyum konularak siispansiyon haline getirildi ve
hemasitometrede sayildi.

Deneyde 6 kuyucuklu Kkiiltir kaplar1 kullamildi. Kiltiir kaplarinin her
kuyucuguna %100 canli 500.000 HL-60 hiicresi 5 ml DMEM-FI12 medyumu icinde
ekildi.

LiCl ve Sorafenib ilaclarinin her biri i¢in 1; 10; 100 ve 200 pM
konsantrasyonlarda olacak sekilde steril bidistile suda hazirlanmis taze ¢ozeltileri 100’ er
pl’lik esit hacimlerde, 500.000 hiicre iceren 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina verildi. Her
bir ilacin her bir dozu i¢in 3’er kuyucuga ekim yapildi. Tiim gruplar 24, 48, ve 72.
saatler icin ekildi ve 37 °C ‘de % 5 CO; hava karigiminda rutubetli ortamda inkiibe
edildi.

24, 48 ve 72. saatler sonunda kuyucuklarda bulunan hiicreler ayr1 ayr1 toplanip
santrifiij edildi. Siipernatant kisimlar1 atildiktan sonra 1 ml medyum ile siispansiyon

haline getirilip sayma hemasitometre ile sayildi. Toplam hiicre sayilar1 kaydedildi.
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ID5g (1nhibisy0n dozu %50) degeri belirlendikten sonra iki ilacin beraber
verilece8i grup icin yeni bir deney yapildi. D5y degeri hem Lityum Kloriir hem de
Sorafenib i¢in 100 uM olarak saptandi.

3.2.2.2. Deney Gruplari
Tim gruplardaki kiiltiir kaplarma 100 pl besiyeri igerisinde 500.000 HL-60

Insan Akut Promyelositik Losemi hiicresi konuldu.

Gruplar asagidaki sekildeydi:

Kontrol Grubu: Ek madde konulmada.

Sorafenib Grubu: 100 pM Sorafenib konuldu.

LiCl Grubu: 100 M LiCl konuldu.

LiCl + Sorafenib Grubu: 100 uM LiCl ve Sorafenib konuldu.

Her bir deney i¢in deney gruplarina 24, 48 ve 72. saatler i¢in iicer kuyucuga
ekim yapildi.

3.2.3. TUTUNMA (PROLIFERASYON) DENEYI VE CANLILIK (VITALITE)
TAYINI

Deneyde 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her kuyucuguna % 100 canli tek hiicre
stispansiyonundan 500.000 HL-60 hiicresi 5’er ml DMEM besiyeri i¢ine ekildi. Her 24
saat bitiminde hiicreler santrifiij teknigiyle toplanarak hemasitometreye alinip sayildilar.
Canl1 hiicre sayist % 0.1’lik tripan mavisi (vital boya) ile 1/1 oraninda hazirlanan hiicre
siispansiyonu kullanilarak elde edilen preperatin 151k mikroskobunda sayillmasi ile

saptandu.
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324. AKIM SITOMETRIK ANNEKSIN-V-FITC/PI BOYAMASI iLE
ILACLARIN PROGRAMLI HUCRE OLUMUNE ETKILERININ
SAPTANMASI

FITC Anneksin-V Boyama Protokolii:

FITC Anneksin V apoptoza maruz kalan aktif populasyondaki hiicrelerin
yiizdesini kantitatif olarak belirlemek icin kullanilir. Temel prensip apoptozisin erken
evrelerinde membran asimetrisini kaybeden hiicrelerin 6zelligine dayanmaktadir.

Apoptotik hiicrelerde membran fosfolipidi olan fosfatidilserin (PS) dis ortama
maruz kaldik¢a plazma membramnin i¢ kismindan dig kismina transloke olur. Anneksin
V kalsiyum bagimli fosfolipid baglayan bir proteindir; PS icin yiiksek affiniteye
sahiptir. PS aciga cikan apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in kullanighdir.

PI (propidyum iyodiir) standart bir akim sitometrinin canlilik probudur; canl
olmayan hiicrelerden canli olanlar1 ayirmak igin kullamlir. Olii ya da hasarli hiicrelerin
membran1 PI gecirgen olup, saglam membranli canlt hiicreler PI diglar.

Apoptoza maruz kalan hiicrelerde FITC Anneksin V icin pozitif boyanma, PI
icin negatif boyanma olur. Hiicre 6lmiigse ya da apoptozun son donemindeyse nekroza
ugramigsa, hem FITC Anneksin V hem de PI pozitif boyanma olur. Apoptoza
oOlciilebilir diizeyde maruz kalmamigsa ve hiicre canliysa hem FITC Anneksin V hem de

PI negatif boyanma olur.

Reaktifler:
1. FITC Anneksin V (BD Cat No: 556420)
2. Propidyum Iyodiir (BD Cat No: 556463) Niikleik asit boyasidir.
3. Baglama Tamponu (BD Cat No: 556454)
0.1 M Hepes (pH: 7.4)
1.4 M NaCl
25 mM CaCl,

Boyanma:

e Her 24 saat sonunda hiicreler toplanip (her grup iicer kez caligildi) sayma

kamarasi ile sayilarak, soguk PBS ile iki defa yikandilar. Sonra 10 kez distile su
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ile sulandirilan baglama tamponu ile hiicreler tekrar siispansiyon haline (1ml
baglama soliisyonu i¢inde 1x10° hiicre) getirildiler.

e Bu siispanse formdan 100 pl bagka tiipe aktarildi. (100 pl’de 1x10° hiicre)

e 5 ul FITC Anneksin V eklendi.

e 10 pl Propidyum Iyodiir eklendi.

e Hiicreler nazikce vortekslendi ve karanlikta oda 1sisinda (25 °C) 15 dakika
bekletildi.

e Her bir tiipe 400 pl baglama tamponu eklendi. Anneksin-V ve PI ile verdigi
floresans BD FACS Calibur adli akim sitometri cihazi ile 1 saatin i¢inde
olciildii.

Sonuglar CellQuest ve WinMDI adli analiz progranu ile degerlendirilerek kontrol

grubuna gore ilaglarin 6lii, canli ve apoptotik hiicre oranlar iizerine etkileri saptandi.

3.2.5. KASPAZ-3 DUZEYINiN KOLORIMETRIK ELISA iLE OLCUMU
(Uriin Kodu: CASP 3C-1KT 047K4059)
Uriiniin Aydinlatilmas::

Kaspazlar (sistein gerektiren aspartat proteaz) hiicre olimiine aracilik eden bir
proteaz ailesidir ve apoptoz siirecinde énemlidir. CPP32, Yama ve apopain olarak da
taninmis olan kaspaz-3, kaspazlarin alt {initelerinden olan CED-3’lin bir iiyesi olup
apoptozun kritik enzimlerinden biridir. Memelilere ait en cok c¢alisilan, etkili olan
kaspaz-3’tir. 2, 6, 7 ve 9 nolu prokaspazlarla da c¢alisilabilmektedir. Bunlar ilgili
substratlara yonlenecegi bilinen ¢ok sayidaki kaspaza spesifik olarak bdliiniirler.
Niiklear enzim poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), kaspazin aktive ettigi
deoksiriboniikleaz inhibitorii (ICAD), gelsolin ve fodrin gibi pek cok anahtar proteinler
apoptoz regiilasyonunda rol alirlar. Bu boliinme hiicreyi 6liime gotiiren mekanizmanin
bir parcasidir. Buna ek olarak kaspaz-3 hiicrede cep olusturmanin yanisira, kromatin
kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu igeren niiklear aracilikli apoptozda merkezi bir

rol oynar. Kaspaz-3 aktivitesi doku, hiicre tipi veya spesifik stimulus Sliimiidiir.
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Kaspaz-3 kolorimetrik deneyi, kaspaz-3 tarafindan peptid substrat asetil-Asp-
Glu-Val-Asp p-nitroanilid (Ac-DEVD-pNA)’in hidroliziyle p-nitroanilin (pNA)
kisminin salinmasi esasina dayanmaktadir. p-nitroanilin (pNA) 405 nm (smM: 10.5)
dalga boyunda yiiksek bir absorbansa sahiptir. Substrattan salinan pNA konsantrasyonu
405 nm’deki absorbans degerinden ya da belli konsantrasyonlarda hazirlanmis pNA

¢Ozeltisinin kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Kaspaz 3
Ac-DEVD-pNA —— Ac-DEVD + pNA

Deney iki sekilde yapilabilir: 1 ml hacimde spektrofotometrede absorbanslar
okunarak degerlendirilir ya da 100 ul hacimde 96 kuyucuklu plaka ile ELISA okuyucu

kullanilarak sonuca gidilir.

Hazirlannms Ayiraclar:
Hazirlanmig kit aymraglar test basina 1 ml olmak kaydiyla 100 adet Ornek
caligmak i¢in ya da 96 kuyucuklu plakada 1000 adet 6rnek ¢alismak i¢in yeterlidir.

5xLizis Tamponu: Uriin Kodu L 2912

S5ml 250 mM HEPES, pH 7.4 25 mM, CHAPS, 25 mM DTT

10xDeney Tamponu: Uriin Kodu A 0219

20 ml 200 mM HEPES, pH: 7.4, 0.1 % CHAPS, 50 mM DTT, 20mM EDTA

Kaspaz-3: Uriin Kodu C 5974

5 ug liyofilize edilmis tozdan 50 pl 17 megohm su ile yeniden yapilir; 50 mM HEPES,
pH 7.4, 0.1 % CHAPS, 10 mM DTT, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA ve 10 % siikroz
iceren 100 pg/ml kaspaz 3 ¢ozeltisi olusur.

Spesifik Aktivite: 1 mg protein bagina > 1Unite

Unite tammi: 25 °C’de pH 7.4te dakikada 1 pM substrat Ac-DEVD-pNA’y1 yikan
enzim miktaridir.

Ac-DEVD-pNA Substrati: Uriin Kodu A 2559 15 mg

Asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilid

Ac-DEVD-CHO inhibitér: Uriin Kodu A 0835 0.5 mg

Asetil-Asp-Glu-Val-Asp-al
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p-Nitroanilin Standardi: Uriin Kodu N 2128 1 mg
Su (17 megohm): Uriin Kodu W 3888 125 ml

Kitte olmayan ancak gerekli olan ayirac¢ ve ekipmanlar:

e Apoptoza ugrayan hiicreler: Ornek uygulamada Jurkat E6-1 hiicreleri
kullanilmastir.

e Apoptoz indiikleyici: Apoptoz spontan ya da indiiklenerek gergeklesebilir.
Ornek uygulamada staurosporin kullamlmistir. Uriin Kodu S4400

¢ Fosfat tamponu igeren % 0.9 NaCl (Phosphate buffered saline: PBS) Uriin Kodu
D 8537

e DMSO: Uriin Kodu D 8418

e Sigir serum albumini (Bovin serum albumin: BSA) Uriin Kodu A 8022

e Kuartz kiivetli spektrofotometre

e ELISA okuyucusu ve 96 kuyucuklu plaka i¢in alt kaide

e Propilen test tiipleri ve mikrosantrifiij tiipleri

Saklama: Kit -20 °C’de saklanda.

Ayrraclarin Hazirlanmasi:

Tiim basamaklarda sadece 17 megohm su kullanildi. Hazirlanan ¢6zeltiler -20°C
saklandi.

IxOlgiim Tamponu: 17 megohm su ile 10xDeney Tamponu 10 kez
sulandirilarak hazirlanda.

Kaspaz-3 Substrati (Ac-DEVD-pNA): 15 mg’lik vial icerigi 1.2 ml’lik DMSO
icinde ¢oziildi ve stok c¢ozelti hazirlandi. DMSO iginde ¢Oziinmiis halde 20 mM
konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanmis oldu. Alternatif olarak 1 mg substrat 78.5 pl
DMSO i¢inde ¢oziilebilir. ELISA yontemi ile Slglim i¢in 20 mM ‘lik stok ¢ozelti
1xOl¢iim Tamponu ile 2 mM seyreltildi.

Kaspaz-3 Inhibitorii (Ac-DEVD-CHO): 0.5 mg’hk vial icerigi 500 ul DMSO
icinde c¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi. DMSO icinde c¢oziinmis 2 mM
konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmig oldu. ELISA yontemi ile dl¢iim icin 2 mM stok

cozelti 1xOlgiim Tamponu ile 200 uM seyreltildi.
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Kaspaz-3 Pozitif Kontrol: Kaspaz-3 iceren vial (Spg) 50 ul’lik 17 megohm su ile
coziinerek 100 pg/ml konsantrasyonda yeni bir ¢dzelti hazirlandi. Kiiciik porsiyonlar
seklinde boliinerek -70 °C’de saklandi. Kullanimdan hemen once 5 pg/ml’lik bir
porsiyon 20 kez sulandirildi. (1xOlgiim Tamponu iceren 1mg/ml BSA ya da 1xLizis
Tamponu igeren Img/ml BSA ile sulandirilir.)

1xLizis Tamponu: 5xLizis Tamponu 17 megohm su ile 5 kez sulandirild1.

Not: Hiicre lizatinin kaspazlarini non spesifik proteolizden korumak icin proteaz
inhibitorleri (E-64, leupeptin gibi sistein proteaz inhibitorleri hari¢) ilave edilebilir.

p-Nitroanilin Standardi (ELISA yonteminde bir kalibrasyon grafigi olusturmak
icin): 0.72 ml DMSO’da vial c¢oziildii. Stok cozelti -20 °C’de saklandi. Esas
konsantrasyonu tayin etmek icin stok c¢ozelti ornegi 1xOlciim Tamponu ile 100 kez
seyreltilir, kuartz kiivet kullamlarak 405 nm’de absorbans tayin edilir. Molar
absorptivite (™= 10.5 ) kullanilarak stok cozeltinin gercek konsantrasyonu hesaplanir.

Staurosporin: 1mg/ml DMSO icinde.

Uygulama
Kaspaz-3 aktivitesi belirlenmeden dnce 6rnek uygulamada Jurkat hiicrelerinde
staurosporin ile apoptoz olusturuldu ve hiicreler lizise ugratildi.
Bu metod i¢in 6nerilen 3 kontrol:
- Inhibitérlii hiicre lizat kontrol (nonspesifik hidrolize ugrayan substratin 6l¢iimii
icin)
- Kaspaz-3 pozitif kontrol

- Kor (negatif kontrol)

Apoptotik Hiicrelerden Hiicre Lizatimin Elde Edilmesi:

1. En az 10’ hiicre iceren Jurkat hiicre siispansiyonuna staurosporin (final
konsantrasyonu 1 pg/ml) ilave ederek apoptoz olusturuldu. Sifir zamanlh kontrol i¢in
ayr1 bir staurosporinsiz hiicre konsantrasyonu (non-induced cells) hazirlandi.

2. % 5 CO, olan ortamda 37 °C’de 2.5-3 saat inkiibe edildi.

3. Apoptozlu ve apoptozsuz (kontrol) hiicre siispansiyonlari 4 °C’de 600xrpm’de 5
dakika santrifiij edildi.

4. Nazikge aspire ederek siipernatant uzaklastirildi.
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5. Hiicre siispansiyonlar1 1 kez 1 ml PBS ile yikandi, hiicreler santrifiij edilerek ve
nazikce aspire ederek siipernatant tamamiyle uzaklastirildi.

6. 100 pl konsantrasyonda 107 hiicre olacak sekilde 1xlizis tamponu ile hiicreler
sispanse edildi.

7. Hiicreler 15-20 dakika buzun iizerinde inkiibe edildi.

8. Lizise ugrayan hiicreler 4 °C’de 16000- 20000xrpm’de 10-15 dakika santrifiij edildi.
9. Siipernatantlar yeni bir tiiplere aktarildi.

10. Lizatlar derhal analiz edildi. (Analiz edilemeyecekse likit azotta dondurulur ve -70

°C’de saklanir.)

ELISA Metodu:

Calismaya baslamadan Once tiim aymraglar, standart ve Ornekler oda sicakliina

getirildi. Her grup dort defa caligildi.

1. Uygulama semasinda belirtildigi gibi uygun kuyucuklara 5 pl hiicre lizat1 ve
kaspaz-3 pozitif kontrol pipetlendi.

2. Uygulama semasinda gosterilen miktarlarda her bir kuyucuga 1xOlgiim
tamponu eklendi.

3. Uygun kuyucuklara kaspaz-3 inhibitorii eklendi.

4. Her kuyucuga 10 ul kaspaz-3 substrat eklenerek reaksiyon baglatildi ve
calkalayarak nazik¢e karistirildi. Kuyucuklarda hava kabarcigi olusmamasina
0zen gosterildi.

5. Plakann tizeri kapatild1 ve 37 °C’de 90 dakika inkiibe edildi. Eger sinyal ¢ok
diisiikse gece boyunca inkiibasyona devam edilir.

6. Absorbanslar 405 nm’de okundu.

7. Sonuglarin hesaplanmasinda p-nitroanilin kalibrasyon egrisi kullanildi.
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Tablo 3.1. Kaspaz-3 kolorimetrik ELISA ydntemi i¢in uygulama.

Hiicre | Kaspaz3 | 1xOlciim Kaspaz 3 inhibitorii Kaspaz 3 substrati
lizat1 Sug/ml tamponu Ac-DEVD-CHO Ac-DEVD-pNA
200 pM 2 mM
Kor - - 90 ul --- 10 pl
Uyarilmamus hiicreler 5ul --- 85 ul --- 10 pl
Uyarilmanus hiicreler + 5ul -- 75 ul 10 pl 10 pl
inhibitor
Uyarilmus hiicreler 5ul — 85 ul - 10 pul
Uyarilmus hiicreler + inhibitor | 5 ul --- 75 ul 10 pl 10 pl
Kaspaz 3 pozitif kontrol - S5ul 85 ul - 10 pl
Kaspaz 3 pozitif kontrol + - 5ul 75 ul 10 pul 10 pl
inhibitor

p-Nitroanilin (pNA) Kalibrasyon Egrisi:

1. p-Nitroanilin stok ¢ozeltisi 1xOlciim tamponu ile seyreltilerek
konsantrasyonlar1 10 ila 200 uM arasinda olan p-Nitroanilin ¢ozeltileri hazirlanda.

2. Kuyucuklara seyreltilmis her bir ¢ozeltiden 100ul eklendi.

3. Absorbanslar 405 nm’de okundu.

4. p-Nitroanilin ¢6zeltilerinin konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans
degerleri ile kalibrasyon egrisi olustu. Kuyucuk basina p-Nitroanilin miktarinin pmol

olarak degerleri asagidaki tabloda izlenmektedir.

Tablo 3.2. 100 pl bagina pmol cinsinden p-Nitroanilin ¢6zeltisi miktarlari.

UM p-Nitroanilin | 100 pl basina umol p-Nitroanilin
10 0.001
20 0.002
50 0.005
100 0.01
200 0.02
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Hesaplama:

Kaspaz-3 aktivitesinin hiicre lizatinin 1 ml basina 1 dakikada salinan pNA’nin
1umol’tinde ya da pozitif kontrol esas alinarak hesaplanma formiilii:

Aktivite, umol pNA/dakika/ml = umol pNAxd

txv

v: ml’deki 6rnek hacmi

d: diliisyon faktorii (20)

t: dakikadaki reaksiyon zamani

0.2
@innibitorsiiz

€0.15
c
e .
2 Winhibitsria
w 0.1
c
[3:]
=
[=]
v
Kel
<

inkiibasyon (saat)

Sekil 3.1. Apoptotik Jurkat hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesi.

3.2.6. GSK-3p DUZEYININ EIA iLE OLCUMU
GSK-3p (Phospho-Ser9) EIA Kit Katalog No: #900-123A
Prensip:
1. GSK-3f’ya spesifik monoklonal GSK-3f antikorlar1 ile kaplanmig kuyucuklara
ornekler ve standartlar pipetlenir. Plaka daha sonra inkiibe edilir.
2. Baglanma icin gerekli inkiibasyon siiresinin ardindan yikama islemi ile

baglanmayan molekiiller uzaklastirilir. Sar1 renkli bir soliisyon olan GSK-3f3

57



poliklonal antikoru eklenir. Eklenen bu antikorlar ikinci inkiibasyon siiresince,

kuyucuklara sabitlenen antikorlar tarafindan baglanan GSK-3f molekiillerine

baglanirlar.

3. Yikama islemi ile baglanmayan antikorlar uzaklastirilir. Anti-tavsan IgG
konjugati olan HRP ¢ozeltisi (horseradish peroxidase), GSK-3p poliklonal
antikoru ile bagli her bir kuyucuga eklenir.

4. Yikama ile HRP’nin fazlasi uzaklagtillir. TMB substrat cozeltisi eklenir.
HRP’nin katalizledigi reaksiyonla mavi renk meydana gelir.

5. Sonlandirma ¢o6zeltisi eklenerek substratla olan reaksiyon durdurulur. Sonugcta
olusan sar1 renk 450 nm’de okunur. Sinyalin miktar1 6rnekteki GSK-3f diizeyi
ile dogrudan orantilidir.

Ayiracglar:

1. Deney Tamponu (fosfataz inhibitorii)

2. GSK-3p Standard1 (100.000 pg/ml)

3. Monoklonal GSK-3p antikoru ile kapli 96 kuyucuklu plaka

4. Poliklonal GSK-3f Antikoru (Sar1 ¢ozelti)

5. GSK-3P Konjugat: Anti tavsan [gG-horseradish peroxidase (HRP)(mavi ¢ozelti)

6. Yikama Tamponu Konsantre Cozeltisi

7. TMP (tetrametilbenzidin) Substrati

8. Reaksiyon Sonlandirma Cozeltisi

9. RIPA Hiicre Lizis Tamponu

10. PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride, Sigma #P7626

11. PIC: Protease inhibitor cocktail, Sigma #P8340

12. Sodyum ortovanadat, Sigma #S6508

13. Sodyum pirofosfat, Sigma #S6422
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Ayiraclarin Hazirlanmasi:

1.

Yikama Tamponu: Yikama tamponu konsantre ¢ozeltisinden 50 ml alindi, 950
ml distile su ilave edilerek yikama tamponu seyreltildi.

Deney Tamponu: Deneyde kullanmadan hemen 6nce PMSF ve PIC tampona
ilave edildi. PIC (proteaz inhibitér kokteyl) 0.5 ul/ml eklendi. PMSF final
konsantrasyonu 1mM olacak sekilde eklendi.

Aktiflenmis Sodyum Ortovanadat: 200mM konsantrasyonda hazirlandi. 1N HCl
ve IN NaOH ilave ederek pH 10’a ayarlandi. pH 10°da c6zelti sar1 renkte
olmaktadir. Cozelti renksiz olana kadar kaynatildi (yaklasik 10 dakika). Oda
is1isinda sogumaya birakildi. pH’in stabilize olup olmadigina bakildi. pH
stabilize olana kadar yukaridaki basamaklar tekrarlandi. Cozelti boliinerek -20
°C’de sakland1.

RIPA Hiicre Lizis Tamponu: Tampon oda 1s1sina getirildi. Kullanimdan hemen
Once tampona proteaz inhibitorleri (PIC ve PMSF) ve fosfataz inhibitorleri
(sodyum pirofosfat ve aktiflenmis sodyum ortovanadat) eklendi. PIC 0.5 pl/ml
eklendi. PMSF final konsantrasyonu 1mM olacak sekilde eklendi. Aktiflenmis
sodyum ortovanadat final konsantrasyonu 2 mM ve sodyum pirofosfat final

konsatrasyonu 20 mM olacak sekilde eklendi.

GSK-3p Standartlarinmm Hazirlanmasi:

Standart ¢ozelti oda 1sisina getirildi. Yedi adet ependorf tiip alindi. 1.tiipe

100.000 pg/ml’'lik stok standarttan 20 pl eklendi. Aym tiipe Ol¢lim tamponundan

980 ul eklendi, tiip iyice karistirildi. Boylece 1. tiipiin standart konsantrasyonu 2000

pg/ml oldu. Olgiim tamponundan 500 pl 2. tiipten 6. tiipe kadar kadar pipetlendi. 1.

tiipte hazirlanan standart ¢ozeltisinden 2. tiipe 500 ul eklendi ve karigtirildi. Ayni

islem 7. tiipe kadar tekrarlanarak her seferinde konsantrasyonu yariya inen standart
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cozeltiler hazirland1. 7. tiipe sadece analiz-6l¢iim tamponu eklendiginden bu kor tiip

olarak kullanildi. Her tiipte olusan standart konsantrasyonlar1 sekilde izlenmektedir.

20 pL 500 pL 500 L 500 pL 500 pL 500 pL

STRTATATS
oliclloMiioNio Mo

Stok
500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

o

2000 pg/mL 1,000pg/mL S00pg/mL 250pg/ml 125pg/mL  62.5 pg/mL

Sekil 3.2. GSK-3f standartlarinin hazirlanmasi.

Ornegin Hazirlanmast:

Deneye baglamadan ©nce donmus Ornekler yavasca 4 °C’ye getirildi ve
santrifiijlendi. Inhibitorlerin katkisiyla modifiye edilmis RIPA hiicresi lizis tamponu
hazirlanarak biitiin 6rnekler lizise ugratildi. Deneyde interferansa neden olan RIPA
hiicre lizis tamponunun matriks eliminasyonu icin ornekler 1:64 oraninda deney
tamponu ile seyreltildi.

Yontem Uygulanisi:
1. Kor kuyucuga (S0) kuyucuga 100 ul kor tiipten pipetlendi.
2. 6 adet standart icin uygun kuyucuklara 100 pl pipetlendi.
3. Uygun kuyucuklara 100 pl 6rnek pipetlendi. Her grup iicer kez ¢aligildi.
4. Plakanin iizeri kapatilarak oda 1sisinda 1 saat calkalayarak inkiibe edildi.
5. Kuyucuklardaki icerik bosaltild1 ve her bir kuyucuga 400 pl seyreltilmis yikama
tamponu eklenerek 4 kez yikandi.

6. Kor kuyucugu hari¢ tiim kuyucuklara 100 pl sar1 antikor pipetlendi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Hesaplama:

Plaka kapatilarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

400 pl seyreltilmis ytkama tamponu ile 4 kez yikanda.

Kor kuyucugu harig tiim kuyucuklara 100 ul mavi antikor pipetlendi.

Plaka kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

400 pl seyreltilmis yikama tamponu ile 4 kez yikanda.

Her bir kuyucuga 100 ul substrat ¢ozeltisi pipetlendi.

Plaka kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi

Her bir kuyucuga 100 ul reaksiyon sonlandirma ¢ozeltisi pipetlendi.

450 nm’de kore kars1 plaka okunarak 6l¢iim yapild.

Standart konsantrasyonlar1 yatay eksene, standartlara ait absorbanslar ise dikey

eksene yerlestirilerek lineer grafi

seklinde

standart egrisi ¢izildi. Orneklerin

konsantrasyonlar: standart egriden pg/ml olarak hesaplandi.

Absorbans

3.0

2.3

2.0

1.3

1000 1500
Fosforile-GSK-3B(pg/ml)

Sekil 3.3. GSK-3f3 Standart Egrisi.
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3.2.7. SINYAL iLETIM YOLU PROTEINLERININ ELISA ILE
DEGERLENDIRMESI (Sabiosciences Katalog No: FEM-003H)

Birden fazla protein diizeyini 6lgcmeyi saglayan kati faz sandivic ELISA teknigi
prensibine dayanmaktadir. Farkli sinyal yollarini temsil eden alt1 farki proteinin total ve
fosforillenmis formlarinin tespitini saglamaktadir. Bu proteinler AKT, ERK, p38, c-jun,

STAT3 ve IkBa’dir.

Ayrraclar
Saptama antikoru x12
Ikincil antikor (a-fare)
Ikincil antikor (a-tavsan)
Ornek seyreltme tamponu
Fosfataz/proteaz inhibitor karisimi
Hiicre ekstraksiyon tamponu
Yikama tamponu
Gelistirme ¢ozeltisi
Reaksiyon durdurma ¢6zeltisi
Her analite spesifik antikorlarla kaplanmis 96 kuyucuklu plaka (12 adet 8
kuyucuklu serit)

Ayrraclarin Hazirlanmasi

Yikama Tamponu: 50 ml’'lik Yikama Tampon Konsantresi distile su ile 10 kat
sulandirilarak 500 ml’ye seyreltildi.

Saptama Antikoru: Her bir tiipe 665 ul 6rnek seyreltme tamponu kondu ve
calkalandi.

Hiicre Ekstraksiyon Tamponu: 25 ml’lik tampona kullaniminin hemen dncesinde

250 pl Fosfataz/Proteaz inhibitor karisimi eklendi.

Hiicre Lizatimn Hazirlanmasi
Hiicreleri yapilarin1 bozmayacak sekilde toplamak i¢in mikroplaka kuyularindan
besiyeri uzaklastirildi, 2 kez soguk PBS ile yikandi, PBS uzaklastirildi, 0.5 ml soguk

Hiicre Ekstraksiyon Tamponu her mikroplaka kuyusuna eklendi ve karistirict ile 3
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dakika araliklarla karigtirilarak buz lizerinde 10 dakika bekletildi. Hiicreler plakadan
kazind1 ve uygun tiiplere yerlestirildi. 4 °C’de, 10 dakika 14000 rpm’de santrifuj edildi.
Lizatlar eppendorflara aktarildi. Analiz icin hazir hale gelen 6rnekler tekrarlayan

donma-¢oziinme olmamasi i¢in -80 °C’de depolandi.

Yontem Uygulamst

Her grup ticer kez cahsildi. Tiim aywraglar kullanim Oncesi oda sicakligina
getirildi. Kullanildiktan sonra tekrar saklama kosullarina alindi. Seritler serit tutacagina
yerlestirildiler.

1. Uygun kuyucuklara 50 ul hiicre lizat1 ve negatif kontrol olarak hiicre lizatim
seyreltmek i¢in kullanan 6rnek seyreltme tamponu konuldu.

2. Bantla kapatilan 96’hik mikroplakanin kuyucuklar1 oda sicakliginda 2 saat
bekletildi.

3. Kuyucuklar bosaltildi ve 350 pl yikama tamponu ile kuyucuklar 3 kez
yikandi. Herhangi bir artik tampon kalmamasi i¢in seritler iizerine yukaridan asagiya
dogru siizgec kagidi kondu.

5. Seyreltilmis saptama antikorlarindan 50 pl kitte gosterilen sekilde
plakasindaki uygun siraya kondu. Kapak kapatildiktan sonra tabaka yavasca ¢alkalandi
ve 1 saat kadar oda sicakliginda bekletildi.

6. Kuyucuklar tekrar yukarida anlatildig1 sekilde 4 kez yikandi.

7. Ikincil antikorlar (anti-tavsan IgG) hazirlanirken 344 ul anti-tavsan IgG’ye
toplam hacim 5.5 ml olana kadar 6rnek seyreltme tamponu eklendi. ikincil antikor (anti-
fare IgG) hazirlanirken 5.5 pl anti-fare IgG’ye toplam hacim 5.5 ml olana kadar drnek
seyreltme tamponu eklendi.

8. Tim kuyucuklara 50 pl ikincil antikor eklendi, 1 saat oda sicakliginda
bekletildi.

9. Kuyucuklar tekrar toplam 4 kez olacak sekilde yikand.

10. Her kuyucuk icerisine 50 pl gelistirme soliisyonunundan eklendi. Plaka oda
sicakliginda ve karanlikta en kuvvetli sekilde boyanip koyu mavi oluncaya kadar 20
dakika siire ile bekletildi.

11. Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve i¢indeki rengin maviden

sartya dondiigii zaman reaksiyonun durdugu kesinlesti.
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12. Reaksiyon durdurulduktan hemen sonra 5 dakika icinde 450 nm’de

absorbanslar okundu.

Hesaplama
Her bir antijenin diizeltilmis absorbans degerlerini elde etmek igin,

absorbanslardan negatif kontroliin absorbansi ¢ikarilarak diliisyon faktorii 5 ile ¢arpildi.

3.2.8. iLACLARIN GECIRIiMLIi ELEKTRON MIiKROSKOBU (TEM) iLE
HUCRE iINCE YAPISI (ULTRASTRUKTURU) UZERINE ETKIiLERINiN
SAPTANMASI

Kontrol ve deney gruplarmin tiimiinde hiicreler 24. saatte toplandi. Santrifiij
tiiplerine alinan hiicrelerin iizerindeki medyum ¢ekilip atildi ve PBS (fosfat tamponu
iceren % 0.9 NaCl) ile yikandiktan sonra lizerlerine %]1.5 gluteraldehit konarak 30
dakika 4 °C de bekletilerek tespit edildi. PBS ile 2 kez yikandiktan sonra santrifiij edilip
ist stvist cekildi ve OsOgte 1 saat 4 °C’de bekletildi. Tekrar PBS’da 10 dakika
yikandiktan sonra %1 uranil asetatta 15 dakika tutuldu. PBS ardindan %30 etanolde 10
dakika bekletildi. Hiicrelerin bir arada durmalarmi saglamak amaciyla iizerlerine
Onceden siiziilmiis taze yumurta aki kondu ve santrifiij edildi. Tim yumurta aki
cekildikten sonra %50 etanolde 10 dakika, %70 etanolde 10 dakika, 2 kez %100
etanolde 10 dakika, 2 kez saf propilenoksitte 10 dakika, 1/1 oraninda hazirlanmis
propilenoksit/epon karigiminda 1 saat, 1/3 oraminda hazirlanmig propilenoksit/epon
karisiminda 1 saat, saf eponda da 1 saat bekletildikten sonra doku gomme kapsiillerine
gomiildii. 37 °C’lik etiivde 18 saat bekletildi. Etiivden cikarilan bloklar trimlenerek
bakir gridler iizerine ince kesitler alindi. Kursun sitrat ve uranil asetatla kontrastlamasi

yapilarak Jeol 1011 transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) incelendi.

3.3. istatistik inceleme

Sonuclarin istatistik incelenmesi SPSS 13 paket program kullamlarak yapildi.
Sonuclar ortalama+SEM (Standart Error Mean) olarak gosterildiler. Gruplar arasindaki
farkliliklar, Student #-test analiz yontemi kullanilarak degerlendirildi. Olasilik degerleri

p<0.05 olan sonuglar anlamli kabul edildiler.
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4. BULGULAR

4.1. SORAFENIB ve LiC’UN HUCRE SAYILARI UZERINE ETKILERI

Ila¢ verilmeyen kontrol grubundaki hiicreler, deneyin baslangicindan sonlandig:
72. saate kadar katlanarak beklenen sekilde ¢cogalmistir (Grafik 4.1).

Sorafenib (100 uM) hiicre sayisin1 kontrole gore 24., 48. ve 72. saatlerde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig1 goriildii (pas< 0.01, pas< 0.01, p72< 0.01)
(Tablo 4.1, Grafik 4.1).

LiCl (100 uM) hiicre sayisin1 kontrole gore 24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde azalttig1 goriildii (p2sa< 0.001, pag< 0.01, p72< 0.001) (Tablo
4.1, Grafik 4.1).

LiCl (100 pM) ile Sorafenib (100 uM) kombinasyonunun hiicre sayisini
kontrole gore 24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig
goriildii (p24< 0.001, psg< 0.001, p72< 0.001) (Tablo 4.1, Grafik 4.1).

Bu sonuglara gore ikili ilag kullanimi hiicre sayisini tek basina Sorafenib’e gore
24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azaltmistir (pu< 0.01,
pas< 0.001, p72< 0.001) (Tablo 4.1, Grafik 4.1).

Ikili ila¢ kullammminin hiicre sayisina etkisi tek basma LiCl'e gore
kiyaslandiginda 24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli derecede fark
bulunamadi (p> 0.05) (Tablo 4.1, Grafik 4.1).

Tablo 4.1’de Kontrol, Sorafenib ve LiCl i¢in tek tek ve beraber alinan hiicre

sayim sonuclar1 SEM ile birlikte gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Her dort gruptaki 24., 48. ve 72. saat ortalama hiicre sayilar1 ve SEM

degerleri
24. saat | 48. saat | 72. saat
Kontrol 17+1 24+0 361
Sorafenib 13£1 2240 2540
LiCl 70 6+1 5+1
Sorafenib+LiCl | 8+1 4+0 4+1
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Grafik 4.1. Tiim gruplardaki zamana bagl hiicre sayilari

4.2. SORAFENIB ve LiCI’UN PROGRAMLANMIS HUCRE OLUMU
(APOPTOZ) UZERINE ETKISi

[lag verilmeyen kontrol grubunda 24. saatte apoptotik hiicre oran1 % 4, 48. saatte
apoptotik hiicre oran1 % 7, 72. saatte apoptotik hiicre oran1 % 9 olarak bulundu (Tablo
4.2, Grafik 4.2).

LiCl (100 uM) programli hiicre 6liimiine giden hiicre oranin1 kontrole gore 24.,
48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (ps< 0.001,
p4s< 0.001, p72< 0.001) (Tablo 4.2, Grafik 4.2).

Sorafenib (100 uM) programl hiicre 6liimiine giden hiicre oranini kontrole gore
24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (p2a< 0.001,
p48< 0.001, p72< 0.001) (Tablo 4.2, Grafik 4.2).

LiCl (100 pM) ile Sorafenib (100 pM) kombinasyonu programli hiicre
Olimiine giden hiicre oranim1 kontrole gore 24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde arttirmigtir (p4< 0.001,  p4s< 0.001, p72< 0.001) (Tablo 4.2, Grafik
4.2).

Bu birliktelik programl hiicre 6liimiine giden hiicre oranin1 sadece LiCl’e gore
48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlaml bir sekilde arttirmistir (p4g< 0.001, p7.<
0.01), fakat 24.saatte istatistiksel olarak anlamli artis saptanmamuistir (p4>0.05) (Grafik
2, Tablo 2).
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Ikili ila¢ programli hiicre 6liimiine giden hiicre oranmi sadece Sorafenib’e gore
24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (p24< 0.001,
p48< 0.001, p72< 0.001) (Tablo 4.2, Grafik 4.2).

Tablo 4.2. Dort ayr1 gruptaki apoptotik hiicre oranlarinin 24., 48. ve 72.saat yiizde
dagilim1 ve SEM degerleri

% 24. saat | 48. saat | 72. saat
Kontrol 440 7£0 9+0
Sorafenib 18+1 30+1 3540
LiCl 33+1 4540 56+1
Sorafenib+LiCl | 341 510 63+1

70 -
< 60
§ 50 —
o oK
o 40 ;
5 mLiCl
£ 30 OSOR
= 0 SOR+LiCl
=] 20 -
o
S
g 10

0
24 48 72
Zaman (Saat)

Grafik 4.2. Dort ayr1 gruptaki apoptotik hiicre oranlarinin 24., 48. ve 72. saat dagilimi

[laglarin 72 saat boyunca apoptotik hiicre orania etkileri histogram olarak Sekil

4.1,4.2, 4,3°de gosterilmistir.
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4.2.1. APOPTOZ HiSTOGRAMLARI

24. Saat Apoptoz Histogramlari
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Sekil 4.1. 24.saat apoptotik hiicre oranlarmin histogram olarak gosterilmesi.
Histogramin boliimleri canli hiicre oramini (sol alt), 6lii hiicre oranini (sol iist), erken

apoptotik hiicre oranim (sag alt), gec apoptotik hiicre oranini (sag iist) gostermektedir.
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48. Saat Apoptoz Histogramlari
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Sekil 4.2. 48.saat apoptotik hiicre oranlarmin histogram olarak gosterilmesi.
Histogramin boliimleri canli hiicre oramini (sol alt), 6lii hiicre oranini (sol iist), erken

apoptotik hiicre oranim (sag alt), gec apoptotik hiicre oranini (sag iist) gostermektedir.
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72. Saat Apoptoz Histogramlari
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Sekil 4.3. 72.saat apoptotik hiicre oranlarmin histogram olarak gdsterilmesi.
Histogramin boliimleri canli hiicre oramini (sol alt), 6lii hiicre oranini (sol iist), erken

apoptotik hiicre oranim (sag alt), gec apoptotik hiicre oranini (sag iist) gostermektedir.
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4.3. KASPAZ-3 SEVIYELERI

Sorafenib (100 uM) ile kaspaz-3 seviyelerini kontrole gore 24. ve 72. saatlerde
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde arttirdigi goriildii (p24< 0.001, p72< 0.001) (Tablo
4.3, Grafik 4.3).

LiCl (100 pM) ile kaspaz-3 seviyelerini kontrole gore 24. ve 72. saatlerde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 goriildii (pa4< 0.001, p72< 0.001) (Tablo
4.3, Grafik 4.3).

LiCl (100 pM) ile Sorafenib (100 uM) kombinasyonunun kaspaz-3
seviyelerini kontrole gore 24. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttirdigr goriildii (pa4< 0.01, p72< 0.001) (Tablo 4.3, Grafik 4.3).

Bu sonuglara gore ikili ilag kullanimi kaspaz-3 seviyesini tek basina Sorafenib’e
gore 24. ve 72 saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (pa4< 0.001,
p72< 0.001) (Tablo 4.3, Grafik 4.3).

Ikili ilag kullammmin kaspaz-3 seviyesine etkisi tek basina LiCl'e gore
kiyaslandiginda 24. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigi

saptand1 (pa4< 0.01, p72< 0.01) (Tablo 4.3, Grafik 4.3).

Tablo 4.3. Her dort gruptaki kaspaz-3 seviyelerinin 24. ve 72. saatteki ortalama ve

standart sapma degerleri

uM 24. saat 72.saat
Kontrol 1.31+0.03 | 2.08+0.05
Sorafenib 2.77+0.05 | 3.21+0.07
LiCl 3.50+0.04 | 5.48+0.03
Sorafenib+LiCl | 3.65+0.04 | 5.68+0.07
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Grafik 4.3. Her dort gruptaki kaspaz-3 seviyelerinin 24. ve 72. saatteki dagilim grafigi

4.4. FOSFORILE GSK-3p SEVIYELERI

Sorafenib (100 uM) kontrol grubuna gore fosforile GSK-3 seviyesini 24. ve
72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigr goriildii (pas< 0.001, p7<
0.01) (Tablo 4.4, Grafik 4.4).

LiCl (100 pM) kontrol grubuna gore fosforile GSK-33 seviyesini 24. saatte
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigi goriildii (paa< 0.05) 72.saatte ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p7,> 0.05) (Tablo 4.4, Grafik 4.4).

LiCl (100 uM) ile Sorafenib (100 uM) kombinasyonunun kontrol grubuna
gore fosforile GSK-3f seviyesini 24. saatte istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaltigi goriildii (paua< 0.001) 72.saatte ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (p72> 0.05) (Tablo 4.4, Grafik 4.4).

Ikili ilag kullanimi fosforile GSK-3B seviyesini tek basina Sorafenib’e gore 24.
ve 72 saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir gsekilde arttirmistir (pa4< 0.05, p72< 0.01)
(Tablo 4.4, Grafik 4.4).

Ikili ilag kullanimimin fosforile GSK-3B seviyesine etkisi tek basina LiCl’e gore
kiyaslandiginda 24. saatte istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi saptandi (pa4<
0.001). 72 saatte ise istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p72> 0.05) (Tablo
4.4, Grafik 4.4).
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Tablo 4.4. Her dort gruptaki fosforile GSK-3p seviyelerinin 24. ve 72. saatteki

ortalama ve standart sapma degerleri

pg/ml 24, saat 72.saat
Kontrol 2.12+0.03 | 0.71£0.03
Sorafenib 1.50+0.06 | 0.58+0.03
LiCl 2.29+0.06 | 0.72+0.02
Sorafenib+LiCl | 1.72+0.03 | 0.70+0.03

p-GSK-3B degerleri (pg/ml)

2,5

2,0

1,5 -

1,0

0,5

0,0 -

H Kontrol
M SOR
HLicl

W SOR+LICl

24 72

Zaman (Saat)

Grafik 4.4. Her dort gruptaki fosforile GSK-3 seviyelerinin 24. ve 72. saatteki dagilim

grafigi
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4.5. SINYAL ILETIM YOLUNDAKI PROTEIN SEVIiYELERI

Dort gruptaki sinyal yolu proteinlerinden fosforile AKT (p-AKT), total AKT (t-
AKT), fosforile p38 (p-p38), total p38 (t-p38), fosforile ERK (p-ERK), total ERK (t-
ERK), fosforile IkBa (p-IxBa), total IkBa (t-IkBa), fosforile c-jun (p-c-jun), total c-jun
(t-c-jun)’in 72. saat diizeylerine bakildi. Fosforile-stat-3 ve total-stat-3 saptanabilir

diizeylerin altinda bulundugu i¢in degerlendirme yapilamadi.

[laclarin AKT iizerine etkilerini degerlendirecek olursak;

Sorafenib (100 puM)’in kontrole gore p-AKT (p< 0.01) seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu, t-AKT seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadig: saptand1 (Tablo 4.5.1, Grafik
4.5.1).

LiCl (100 pM)’iin kontrole gore p-AKT (p< 0.05) seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu, t-AKT seviyelerinde istatistiksel
olarak anlaml bir degisiklige neden olmadig1 saptand1 (Tablo 4.5.1, Grafik 4.5.1).

LiCl (100 pM) ile Sorafenib (100 pM) kombinasyonunun kontrole gore p-
AKT (p< 0.05), t-AKT (p< 0.01) seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmaya neden oldugu saptandi (Tablo 4.5.1, Grafik 4.5.1).

Ikili ila¢ kullaniminin LiCl’e gére p-AKT (p< 0.01) seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigi, t-AKT seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu saptandi (Tablo 4.5.1, Grafik 4.5.1).

Ikili ila¢ kullammimn Sorafenib’e gore p-AKT ve t-AKT seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadig: saptandi (Tablo 4.5.1, Grafik
4.5.1).

Tablo 4.5.1. Her dort gruptaki p-AKT ve t-AKT seviyelerinin 72. saatteki ortalama ve

standart sapma degerleri

p-AKT | t-AKT

Kontrol 0.89+0.06 | 2.20+0.05
Sorafenib 0.40+0.01 | 1.82+0.20
LiCl 0.71+0.005 | 2.13+0.05

Sorafenib+LiCl | 0.61+0.10 | 1.80+0.01
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Grafik 4.5.1. Her dort gruptaki p-AKT ve t-AKT seviyelerinin 72. saatteki dagilim
grafigi

[laclarin p38 iizerine etkilerini degerlendirecek olursak;

Sorafenib (100 pM)’in kontrole gore p-p38 (p<0.001), t-p38 (p< 0.001)
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu saptandi
(Tablo 4.5.2, Grafik 4.5.2).

LiCl (100 uM)’iin kontrole gore p-p38 seviyelerini istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde degistirmedigi, t-p38 (p< 0.01) seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmaya neden oldugu saptand1 (Tablo 4.5.2, Grafik 4.5.2).

LiCl (100 uM) ile Sorafenib (100 uM) kombinasyonunun kontrole gore p-p38
(p<0.01), t-p38 (p< 0.05) seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azalmaya
neden oldugu saptand1 (Tablo 4.5.2, Grafik 4.5.2).

Ikili ila¢ kullammin LiCl'e gore p-p38 (p<0.05) seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu, t-p38 seviyelerini ise azalttig1 ancak
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadig: saptandi (Tablo 4.5.2, Grafik
4.5.2).

Ikili ilag kullanimimin Sorafenib’e gére p-p38 ve t-p38 seviyelerinde istatistiksel

olarak anlaml bir degisiklige neden olmadig1 saptand1 (Tablo 4.5.2, Grafik 4.5.2).
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Tablo 4.5.2. Her dort gruptaki p-p38 ve t-p38 seviyelerinin 72. saatteki ortalama ve

standart sapma degerleri

p-p38 t-p38
Kontrol 0.61+£0.09 | 1.78+0.005
Sorafenib 0.20£0.005 | 1.19+0.005
LiCl 0.51+£0.07 | 1.40+0.09
Sorafenib+LiCl | 0.21+0.005 | 1.2140.07

2,0

1,6 -
14 -
1,2 - ==
1,0 -
08 | N p-p38

06 - tot p38
04
o O O

Kontrol SOR LiCl SOR+LiCl

Absorbans 450 (A4s0) nm

Gruplar

Grafik 4.5.2. Her dort gruptaki p-p38 ve t-p38 seviyelerinin 72. saatteki dagilim grafigi

[laglarin ERK iizerine etkilerini degerlendirecek olursak;

Sorafenib (100 pM)’in kontrole gore p-ERK seviyelerini azalttigi ancak
istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi. t-ERK seviyelerini ise kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmedigi saptandi (Tablo 4.5.3, Grafik
4.5.3).

LiCl (100 uM)’iin kontrole gore p-ERK ve t-ERK seviyelerini istatistiksel
olarak anlamh bir sekilde degistirmedigi saptandi (Tablo 4.5.3, Grafik 4.5.3).

LiCl (100 pM) ile Sorafenib (100 pM) kombinasyonunun kontrole gore p-
ERK seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmedigi, t-ERK
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seviyelerini azalttig1 ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptand1 (Tablo 4.5.3,
Grafik 4.5.3).

Ikili ilag kullaniminin LiCl’e gore p-ERK seviyelerini istatistiksel olarak anlamlt
bir sekilde degistirmedigi, t-ERK seviyelerini azalttig1 ancak istatistiksel olarak anlamh
olmadig1 saptandi (Tablo 4.5.3, Grafik 4.5.3).

Ikili ila¢ kullaniminin Sorafenib’e gére p-ERK seviyelerini istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde degistirmedigi, t-ERK seviyelerini azalttig1 ancak istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 saptandi (Tablo 4.5.3, Grafik 4.5.3).

Tablo 4.5.3. Her dort gruptaki p-ERK ve t-ERK seviyelerinin 72. saatteki ortalama ve

standart sapma degerleri

p-ERK t-ERK
Kontrol 0.20+£0.005 | 2.10+0.07
Sorafenib 0.10+£0.01 | 2.02+0.06
LiCl 0.20£0.005 | 2.09+0.005
Sorafenib+LiCl | 0.20+0.06 | 1.83+0.12

2,5
2,0 -
1,5

1,0 B p-ERK
tot. ERK

Absorbans 450 (As4s0) nm

0,5

. — ] .

Kontrol SOR LiCl SOR+LiCl

0,0

Gruplar

Grafik 4.5.3. Her dort gruptaki p-ERK ve t-ERK seviyelerinin 72. saatteki dagilim
grafigi

77



[laglarin IxBa. iizerine etkilerini degerlendirecek olursak;

Sorafenib’in, LiCl’iin ve iki ilacin birlikte kombinasyonunun p-IxkBa seviyelerini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmedigi saptand1 (Tablo 4.5.4, Grafik
4.5.4).

Sorafenib (100 uM)’in  kontrole gore t-IkBa (p<0.001) seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu saptandi (Tablo 4.5.4,
Grafik 4.5.4).

LiCl (100 pM)’iin kontrole gore t-IkBa seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklige neden olmadig: saptand1 (Tablo 4.5.4, Grafik 4.5.4).

LiCl (100 pM) ile Sorafenib (100 uM) kombinasyonunun kontrole gore, t-
IkBa (p<0.05) seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden
oldugu saptandi (Tablo 4.5.4, Grafik 4.5.4).

Ikili ila¢ kullaninminin LiCl'e gore t-IkBo seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklige neden olmadig1 saptandi (Tablo 4.5.4, Grafik 4.5.4).

Ikili ila¢ kullaniminin Sorafenib’e gore t-IkBo seviyelerinde istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklige neden olmadigi saptand1 (Tablo 4.5.4, Grafik 4.5.4).

Tablo 4.5.4. Her dort gruptaki p-IkBa ve t-IxkBa seviyelerinin 72. saatteki ortalama ve

standart sapma degerleri

p-IxBa t-IkBa
Kontrol 0.10+0.02 | 2.10£0.01
Sorafenib 0.10£0.06 | 1.70+0.02
LiCl 0.13+0.07 | 2.04£0.10
Sorafenib+LiCl | 0.13+0.07 | 1.82+0.12
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Grafik 4.5.4. Her dort gruptaki p-IkBa ve t-IkBo seviyelerinin 72. saatteki dagilim
grafigi

[laglarin c-Jun iizerine etkilerini degerlendirecek olursak;

Sorafenib (100 uM)’in kontrole gore p-c-jun (p< 0.01) ve t-c-jun (p<0.05)
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu saptandi
(Tablo 4.5.5, Grafik 4.5.5).

LiCl (100 pM)’iin kontrole gore p-c-jun (p< 0.01) seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamh bir sekilde azalmaya neden oldugu, t-c-jun seviyelerinde ise istatistiksel
olarak anlaml bir degisiklige neden olmadig: saptandi (Tablo 4.5.5, Grafik 4.5.5).

LiCl (100 uM) ile Sorafenib (100 pM) kombinasyonunun kontrole gore p-c-
jun seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigi, t-c-jun
(p<0.01) seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu
saptandi1 (Tablo 4.5.5, Grafik 4.5.5).

Ikili ila¢ kullaniminin Sorafenib’e gore p-c-jun seviyelerini arttirdigi ancak
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 ve t-c-jun seviyelerini azalttiZ1 ancak istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptandi1 (Tablo 4.5.5, Grafik 4.5.5).

Ikili ila¢ kullanrmimin LiCl'’e gbre p-c-jun seviyelerini arttirdigi ancak
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 ve t-c-jun seviyelerini azalttif1 ancak istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 saptandi (Tablo 4.5.5, Grafik 4.5.5).
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Tablo 4.5.5. Her dort gruptaki p-c-jun ve t-c-jun seviyelerinin 72. saatteki ortalama ve

standart sapma degerleri

p-c-jun t-c-jun
Kontrol 1.60+0.01 | 1.73+0.06
Sorafenib 1.27+0.08 | 1.51+0.06
LiCl 1.28+0.08 | 1.52+0.20
Sorafenib+LiCl | 1.48+0.09 | 1.38+0.03
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Grafik 4.5.5. Her dort gruptaki p-c-jun ve t-c-jun seviyelerinin 72. saatteki dagilim
grafigi
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Tablo 4.6. Hiicre sayis1 iizerine ilaclarin 24., 48. ve 72. saatteki etkilerinin tiim verileri

24. saat | 48. saat | 72. saat
Kontrol-1 17 24 38
Kontrol-2 18 24 34
Kontrol-3 16 25 36
Ortalama 17 24 36
SEM 1 0 1
Sorafenib-1 12 22 25
Sorafenib-2 14 22 25
Sorafenib-3 12 21 24
Ortalama 13 22 25
SEM 1 0 0
p kontrole gore 0.0084 | 0.0048 | 0.0066
LiCl-1 7 7 6
LiCl-2 7 4 4
LiCl-3 8 7 6
Ortalama 7 6 5
SEM 0 1 1
p kontrole gore 0.0005 | 0.0013 | 0.0001
(Sorafenib+LiCl)-1 9 4 4
(Sorafenib+LiCl)-2 7 4 5
(Sorafenib+LiCl)-3 8 5 3
Ortalama 8 4 4
SEM 1 0 1
p kontrole gore 0.0004 | 0.000002 | 0.0002
p Sorafenib’e gore | 0.0065 | 0.000003 | 0.00005
p LiCl’e gore 0.3868 | 0.2322 | 0.2065
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Tablo 4.7. Apoptozis iizerine ilaglarin 24. saatteki etkilerinin her gruba ait ii¢ kuyucuk

ortalama verileri

24. saat Canh Erken Gec Toplam Olii
Hiicre Apoptozis Apoptozis Apoptozis Hiicre
Kontrol 95 4 0 4 1
Sorafenib 66 16 17 33 1
LiCl 82 12 6 18 1
Sorafenib+LiCl 64 15 19 34 1

Tablo 4.8. Apoptozis iizerine ilaglarin 48. saatteki etkilerinin her gruba ait ii¢ kuyucuk

ortalama verileri

48. saat Canh Erken Geg Toplam Olii
Hiicre Apoptozis Apoptozis Apoptozis Hiicre
Kontrol 93 6 1 7 0
Sorafenib 70 16 14 30 1
LiCl 54 12 33 45 2
Sorafenib+LiCl 47 15 36 51 2

Tablo 4.9. Apoptozis iizerine ilaglarin 72. saatteki etkilerinin her gruba ait ii¢ kuyucuk

ortalama verileri

48. saat Canh Erken Geg Toplam Olii
Hiicre Apoptozis Apoptozis Apoptozis Hiicre
Kontrol 90 7 2 9 1
Sorafenib 60 10 25 35 5
LiCl 42 14 42 56 2
Sorafenib+LiCl 37 15 48 63 1
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Tablo 4.10. Toplam apoptozisin 24., 48. ve 72. saatteki tiim verileri

24. saat | 48. saat 72. saat
Kontrol-1 4 7 9
Kontrol-2 5 7 9
Kontrol-3 4 6 10
Ortalama 4 7 9
SEM 0 0 0
Sorafenib-1 19 30 35
Sorafenib-2 18 28 34
Sorafenib-3 17 32 35
Ortalama 18 30 35
SEM 1 1 0
p kontrole gore 0.0002 0.0012 0.0000007
LiCl-1 34 45 56
LiCl-2 32 45 54
LiCl-3 33 44 57
Ortalama 33 45 56
SEM 1 0 1
p kontrole gore 0.00002 | 0.0000001 | 0.00007
(Sorafenib+LiCl)-1 35 51 65
(Sorafenib+LiCl)-2 35 52 63
(Sorafenib+LiCl)-3 33 51 62
Ortalama 34 51 63
SEM 1 0 1
p kontrole gore 0.00004 | 0.00000007 | 0.00005
p Sorafenib’e gore | 0.00006 0.0015 0.0002
p LiCl’e gore 0.2065 0.0001 0.0036
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Tablo 4.11. Kaspaz 3 iizerine ilaglarin 24. ve 72. saatteki etkilerinin tiim verileri

24. saat 72. saat
Kontrol-1 1.34 2.08
Kontrol-2 1.27 2.12
Kontrol-3 1.28 2.11
Kontrol-4 1.33 2.01
Ortalama 1.31 2.08
SD 0.03 0.05
Sorafenib-1 2.77 3.22
Sorafenib-2 2.72 3.19
Sorafenib-3 2.84 3.30
Sorafenib-4 2.74 3.13
Ortalama 2.77 3.21
SD 0.05 0.07
p kontrole gore 0.00000005 |  0.0000004
LiCl-1 3.50 5.45
LiCl-2 3.54 5.51
LiCl-3 3.51 5.51
LiCl-4 3.44 5.45
Ortalama 3.50 5.48
SD 0.04 0.03
p kontrole gore 0.000001 | 0.000000003
(Sorafenib+LiCl)-1 3.70 5.62
(Sorafenib+LiCl)-2 3.64 5.62
(Sorafenib+LiCl)-3 3.61 5.74
(Sorafenib+LiCl)-4 3.64 5.73
Ortalama 3.65 5.68
SD 0.04 0.07
p kontrole gore 0.0017 0.00000007
p Sorafenib’e gore 0.0017 0.0055
p LiCl’e gore 0.0000004 | 0.000000004
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Tablo 4.12. Fosforile GSK-3p iizerine ilaglarin 24. ve 72. saatteki etkilerinin tiim

verileri
24. saat | 72. saat

Kontrol-1 2.16 0.71
Kontrol-2 2.11 0.70
Kontrol-3 2.08 0.72
Ortalama 2.12 0.71
SD 0.03 0.03
Sorafenib-1 1.56 0.62
Sorafenib-2 1.50 0.55
Sorafenib-3 1.43 0.57
Ortalama 1.50 0.58
SD 0.06 0.03
p kontrole gore 0.0004 | 0.0037
LiCl-1 2.29 0.74
LiCl-2 224 0.71
LiCl-3 2.35 0.71
Ortalama 2.29 0.72
SD 0.06 0.02
p kontrole gore 0.036 0.624
(Sorafenib+LiCl)-1 | 1.76 0.70
(Sorafenib+LiCl)-2 1.73 0.69
(Sorafenib+LiCl)-3 1.64 0.72
Ortalama 1.72 0.70
SD 0.03 0.03
p kontrole gore 0.00007 | 0.1398
p Sorafenib’e gore | 0.0005 | 0.1563
p LiCl’e gore 0.0160 | 0.0093
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Tablo 4.13. Hiicre iletim yolundaki proteinler iizerine ilaclarin 72. saatteki etkilerinin

tim verileri

p-AKT | t-AKT | p-p38 t-p38 | p-ERK | t-ERK | p-IxBa | t-IkBa | p-c-jun | t-c-jun
Kontrol-1 0.84 2.23 0.61 1.78 0.20 2.14 0.08 2.09 1.61 1.68
Kontrol-2 0.94 2.14 0.52 1.77 0.20 2.14 0.10 2.11 1.60 1.72
Kontrol-3 0.90 2.24 0.70 1.78 0.19 2.02 0.12 2.12 0.59 1.80
Ortalama 0.89 2.20 0.61 1.78 0.20 2.10 0.10 2.10 1.60 1.73
SD 0.06 0.05 0.09 0.005 0.005 0.07 0.02 0.01 0.01 0.06
Sorafenib-1 0.41 1.84 0.20 1.19 0.09 2.0 0.14 1.68 1.29 1.48
Sorafenib-2 0.40 1.60 0.19 1.19 0.09 2.0 0.14 1.72 1.35 1.59
Sorafenib-3 0.39 2.01 0.20 1.18 0.11 2.1 0.04 1.71 1.19 1.47
Ortalama 1.40 1.82 0.20 1.19 0.10 2.02 0.10 1.70 1.27 1.51
SD 0.01 0.20 0.005 0.005 0.01 0.06 0.06 0.02 0.08 0.06
p kontrole gore 0.0032 | 0.0773 | 0.0007 | 0.0001 | 0.0609 | 0.4388 | 0.9354 | 0.0002 | 0.0085 | 0.0120
LiCl-1 0.71 2.11 0.53 1.39 0.20 2.09 0.15 2.14 1.28 1.52
LiCl-2 0.70 2.19 0.44 1.30 0.21 2.10 0.19 2.11 1.36 1.33
LiCl-3 0.71 2.09 0.57 1.48 0.20 2.09 0.06 1.89 1.20 1.71
Ortalama 0.71 2.13 0.51 1.40 0.20 2.09 0.13 2.04 1.28 1.52
SD 0.005 0.05 0.07 0.09 0.005 0.005 0.07 0.10 0.08 0.20
p kontrole gore 0.0321 | 0.1375 | 0.0916 | 0.0068 | 0.9963 | 0.5886 | 0.4215 | 0.0528 | 0.0089 | 0.1522
(Sorafenib+LiCl)-1 0.57 1.80 0.21 1.22 0.18 1.78 0.14 1.79 1.37 1.39
(Sorafenib+LiCl)-2 0.51 1.82 0.21 1.27 0.15 1.73 0.05 1.80 1.53 1.41
(Sorafenib+LiCl)-3 0.76 1.79 0.20 1.14 0.27 1.97 0.20 1.81 1.54 1.35
Ortalama 0.61 1.80 0.21 1.21 0.20 1.83 0.13 1.82 1.48 1.38
SD 0.10 0.01 0.005 0.07 0.06 0.12 0.07 0.12 0.09 0.03
p kontrole gore 0.0428 | 0.0065 | 0.004 | 0.0107 | 0.9050 | 0.0617 | 0.4674 | 0.0318 | 0.0896 | 0.0034
p Sorafenib’e gore 0.0586 | 0.7742 | 0.3680 | 0.7747 | 0.2314 | 0.0890 | 0.4859 | 0.1200 | 0.0732 | 0.0570
p LiCl’e gore 0.2701 | 0.0072 | 0.0105 | 0.1011 | 0.9072 | 0.0581 | 0.8980 | 0.1056 | 0.0736 | 0.3191
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4.6. ILACLARIN GECIiRiMLi ELEKTRON MiKROSKOBU iLE HUCRE iNCE
YAPISI (ULTRASTRUKTURU) UZERINE ETKIiLERIi

Kontrol Grubu

HL-60 hiicre Kkiiltiirii kontrol grubu hiicrelerinden elde edilen elektron
mikroskobik goriintiide saglikli mitokondri (tek ok) ve golgi aparatus yapist ve diger

hiicre organel yapilar1 izlendi. Hem c¢ekirdek hemde hiicre zarlarinin devamlilik

sergiledigi izlendi.

Sekil 4.4. Kontrol grubu gecirimli elektron fotografi (Biiyiitme x12000).
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HL-60 hiicre Kkiiltiirii kontrol grubu hiicrelerinden elde edilen elektron
mikroskobik goriintiide, saglikli mitoz metafaz hiicreleri (tek ok), diger hiicrede ¢ok

loblu hem ¢ekirdek hem de hiicre zarlarinin devamlilik sergiledigi gézlendi.

Sekil 4.5. Kontrol grubu gegcirimli elektron fotograf1 (Biiyiitme x5000).
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Sorafenib Grubu

HL-60 hiicre kiiltiiriinde Sorafenib uygulanmis hiicrelerden elde edilen elektron
mikroskobik goriintiide hiicre zarinin hasar gordiigi biitiinliigiinii koruyamadigi (kalin
ok) ve cekirdek materyalinin loblara ayrildig1 (ince ok) goriildii. Sitoplazmada ileri litik

degisiklikler gbzlenmektedir.

Sekil 4.6. Sorafenib grubu gecirimli elektron fotografi (Biiyiitme x5000).
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Lityum Kloriir Grubu

HL-60 hiicre kiiltiiriinde LiCl uygulanmis hiicrelerden elde edilen elektron
mikroskobik resimde hiicre zarinin hasar gordiigii biitiinliigiinii koruyamadig1 (ince ok)
ve baz1 hiicrelerin sitoplazmasinin apoptotik morfoloji (kalin ok) yansittig
goriilmektedir. Ayrica hiicrelerin cogunda ileri litik sitoplazmik degisiklikler

gozlenmektedir.

Sekil 4.7. LiCl grubu gecirimli elektron fotografi (Biiyiitme x5000).
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Sorafenib ve Lityum Kloriir Kombinasyon Grubu

HL-60 hiicre kiiltiiriinde Sorafenib ve LiCl birlikte uygulanmis hiicrelerden elde
edilen elektron mikroskobik resimde hiicrelerde ileri derecede litik sitoplazmik hasar

(ince oklar) ve cekirdek membran hasar1 (kalin ok) goriilmektedir.

Sekil 4.8. Sorafenib ve LiCl kombinasyon grubu gecirimli elektron fotografi
(Biiylitme x6000).
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5. TARTISMA

Calismanin amact HL-60 insan APL hiicre kiiltiiriinde Sorafenib ile LiCl’iin etki
mekanizmalarimi aragtirmaktir. Deneylerde Sorafenib ve LiCl ilaglar1 tek tek ve birlikte,
insan kokenli APL hiicrelerinden olusan kiiltiirlerde 72 saat boyunca denenmistir.

Giiniimiizde c¢esitli kanser tipleri icin kesfedilmeye calisilan yeni
kemoterapotikler ilk asamada hiicre kiiltiirlerinde denenmekte, basarili sonuglar
alindiktan sonra havyan ve insan deneylerine gecilmektedir. Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin
kontrollii kosullar altinda yasatilmasina dayanan bir laboratuvar islemidir. Tarihsel
olarak hiicre kiiltiiri alanindaki gelismeler doku ve organlardan elde edilen hiicrelerin
yasatilmas1 ve cogaltilmasi i¢in gelistirilen metotlara dayanmaktadir. Bu teknikler
ozellikle 1950’li yillarda viriislerin memeli hiicrelerinde {iiretilmesi {izerine yapilan
caligmalar ile gelisme gostermis ve son yillarda deneysel kanser aragtirmalar1 ve kok
hiicre konusunun bilimsel olarak ©neminin ortaya konmasiyla deger kazanmustir.
Hayvan hiicre Kkiiltiirleriyle baglanan ¢aligmalar, insandan elde edilen kanser
hiicrelerinin de viicut disinda uygun sekilde cogaltilmasiyla insan hiicre kiiltiirlerini
miimkiin hale getirdi. Hayvan hiicre kiiltiirleri ile yapilan c¢alismalar bir¢ok ilacin
denenmesinde daha ©Once yaygin olarak kullanilsa da, hayvan hiicreleri ile insan
hiicreleri arasindaki hastalik olusum mekanizmalarinda benzerliklerin bulunmasi
yaninda farklarin da oldukga fazla olmasi nedeniyle klinige bagh tedavi protokollerinde
dogru ve giivenilir yanitlara ulagsmada sorunlar yarattigim1 gostermistir. Bu nedenle
hiicre kiiltiirleri ile yapilan ¢aligmalar son zamanlarda daha cok insandan koken alan
hiicre hatlarinin ¢alisilmasi yoniinde agirlik kazanmistir (161,162).

Bu sebeple giiniimiizde alternatif tedavi yollarinin denendigi APL tedavisine
katki saglamak amaciyla, calismada insan APL hiicre soyu ile kiiltiir ortaminda ¢aligma
yapilmasi planlandi.

[laglarin etkilerinin 72 saat siireyle denenmesinin sebebi, bir hiicre devrinin
ortalama 18-22 saat arasinda oldugu diisiiniildiigiinde saglikli bir degerlendirme i¢in ti¢
hiicre devrinin ge¢mis olmas1 gerekliligi ve ilacin toksisite etkisinin gézlenmesi i¢in iki
hiicre devrinin ge¢mesi gerektigidir (163).

[lag olarak LiCl'iin segilmesindeki neden; aslinda uzun siiredir farkli tedavi
amaglartyla yaygin sekilde kullanilan Li*™ un literatiirde 2004 yilinda yayinlanan, HL-60

hiicre soyu ile yapilan tek bir ¢alismada hiicre farklilagmasim uyarabilme ozelligi
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izerinde durulmasidir. Bu calismada APL hastalarinin rutin tedavisinde kullanilan
ATRA ile LiCl kombinasyonunun sinerjistik etki gosterdigi belirtilmis. Ancak ATRA ile
hiicre farklilasmasini uyarmak i¢in kullamilan Li* konsantrasyonunun manik depresif
hastalik tedavisinde kullanilan dozu astig1 belirlenmis; yine de losemilerin tedavisinde
lityum ile daha yogun tedavinin nispeten kisa siirede uygulamaya izin verecegi
diistiniilmiistiir (164).

Sorafenib, son yillarda ileri evre karaciger ve bobrek kanserlerinde kullanmlmaya
baglanan ve olumlu sonuglar alinmig bir maddedir (79, 80). Literatiirde
Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolu {izerinden etkisini gosterdigini belirten ¢aligmalar
mevcut olup, GSK-3f iizerinden etkisini arastiran az sayida c¢aligma bulunmaktadir.
Li”un ise GSK-3p iizerinden etkisini agiklayan pek ¢ok ¢aligma yayinlanmistir.

Her iki ilacin ortak kullanilmasinin sinerjistik etki olusturma ihtimali, calismada
bu iki ilacin secilmesine neden olmustur. HL-60 hiicre soyuna Sorafenib ve LiCl’un
birlikte uygulanmas: ilk defa bu ¢aligmada gergeklestirilmistir.

Haclarn  hiicre sayiart iizerine etkilerini degerlendirecek olursak; ilag
verilmeyen kontrol grubundaki hiicreler, deneyin baslangicindan sonlandig 72. saate
kadar katlanarak beklenen sekilde ¢ogalmistir (Grafik 4.1).

Sorafenib’in (100 uM) hiicre sayisim1 kontrole gore 24., 48. ve 72. saatlerde
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azalttig1 goriildii (p2s4< 0.01, pas< 0.01, p72< 0.01)
(Tablo 4.1, Grafik 4.1).

LiCl'tin (100 puM) hiicre sayisin1 kontrole gore 24., 48. ve 72. saatlerde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig1r goriildii (pas< 0.001, pss< 0.01, pr<
0.001) (Tablo 4.1, Grafik 4.1).

Sorafenib ile LiCl kombinasyonunun hiicre sayisin1 kontrole gore 24., 48. ve 72.
saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig goriildi (pas< 0.001, pas< 0.001,
p72<0.001) (Tablo 4.1, Grafik 4.1).

Bu sonuglara gore ikili ilag kullanimi hiicre sayisini tek basina Sorafenib’e gore
24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmistir (pu< 0.01,
pas< 0.001, p72< 0.001) (Tablo 4.1, Grafik 4.1).

Ikili ila¢ kullamminin hiicre sayisina etkisi tek basma LiCl'e gore
kiyaslandiginda 24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli derecede fark
bulunamadi (p> 0.05) (Tablo 4.1, Grafik 4.1). Tablo 4.1°de Kontrol, Sorafenib ve LiCl

icin tek tek ve beraber alinan hiicre sayim sonug¢lar1 (SEM ile birlikte) gosterilmektedir.
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Doz belirleme deneyleri sonucunda belirlenen IDsy degerleri olan 100uM
konsantrasyonda iki ilacin ayr1 ayri verilmesinin hiicre kiiltiiriinde tiimor hiicrelerinin
sayillarin1 24., 48. ve 72. saatlerde anlamli derecede azalttigi, fakat iki ilacin birlikte
verilmesi durumunda bu etkinin kontrol ve Sorafenib grubuna gore daha da fazla oldugu
saptand1. LiCl grubuna gore kiyaslandiginda 48. ve 72. saatlerde bu etkinin biraz daha
fazla oldugu, ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi1 (24. saatte LiCI’lin tek
basina kombinasyon grubundan biraz daha fazla azalttigi ancak istatistiksel olarak
anlamli bulunmadig: saptand).

Schult ve arkadaglarinin 16semi hiicre soyuna Sorafenib uyguladigi ¢calismasinda
hiicre sayisinda azalma tespit etmislerdir (165). Bagka bir ¢alismada farkli hiicre soyuna
Sorafenib uygulandiginda yine hiicre sayisinda azalma tespit edilmistir (166).

Lityumun HL-60 hiicrelerinde karsinojenezi engelleyen etkisi literatiirde tek
olan Rice ve arkadaglarinin yaptigi calisma ile uyumlu bulunmustur (164).

Haclarn akim sitometri yontemiyle programli hiicre oliimii (apoptozis) iizerine
etkileri degerlendirildiginde; ilag verilmeyen kontrol grubunda 24. saatte apoptotik
hiicre oram % 4, 48. saatte apoptotik hiicre oram1 % 7, 72. saatte apoptotik hiicre orani
% 9 olarak bulundu (Tablo 4.2, Grafik 4.2).

Sorafenib (100 uM) programli hiicre 6liimiine giden hiicre oranin1 kontrole gore
24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (p2s< 0.001,
p48< 0.001, p72< 0.001) (Tablo 4.2, Grafik 4.2).

LiCl (100 uM) programli hiicre dliimiine giden hiicre oranini kontrole gore 24.,
48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (ps< 0.001,
pas< 0.001, p72< 0.001) (Tablo 4.2, Grafik 4.2).

Sorafenib ile LiCl kombinasyonu programli hiicre 6liimiine giden hiicre oranini
kontrole gore 24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir
(p24<0.001,  p4s< 0.001, p72< 0.001) (Tablo 4.2, Grafik 4.2).

Bu birliktelik programl hiicre 6liimiine giden hiicre oranin1 sadece LiCl’e gore
48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlaml bir sekilde arttirmistir (p4g< 0.001, p7.<
0.01), fakat 24.saatte istatistiksel olarak anlamli artig saptanmamuistir (p4>0.05) (Tablo
4.2, Grafik 4.2). Ikili ilag¢ programli hiicre 6liimiine giden hiicre oranmi sadece
Sorafenib’e gore 24., 48. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

arttirmistir (p24< 0.001, pag< 0.001, p72< 0.001) (Tablo 4.2, Grafik 4.2).
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Apoptoz sonuglarinda da benzer sekilde iki ilacin tek tek uygulamasinda
kontrole gore 24., 48. ve 72. saatte apoptoz oranlarinda yiiksek derecede artig saptandi.
Bu durumun ilaglarin beraber verilmesi durumunda daha da arttigi gozlendi. Apoptoz
oranlarindaki farklilik histogramlarda agik sekilde ortaya konuldu (Sekil 4.1, Sekil 4.2,
Sekil 4.3).

Hiicre sayilar1 ile apoptoz oranlar1 karsilastirildiginda ise ilaglarin apoptozu
arttirmak {izerine olan etkilerinin toplam hiicre sayisni azaltma iizerine olan etkilerinden
daha kuvvetli oldugu goriildii (Tablo 4.2, Grafik 4.2- Tablo 4.1, Grafik 4.1). Iki ilag ayr1
ayr1 degerlendirildiginde genel ortalamada LiCl’iin tiimor hiicre sayisim azaltma ve
apoptozu arttirma etkisinin daha fazla oldugu goriildii (Tablo 4.2, Grafik 4.2- Tablo 4.1,
Grafik 4.1).

Literatiirdeki caligmalarda 16semik hiicre soylar1 (165,167) ve farkli hiicre
soylarinda (168,169,170) Sorafenib’in uyardig1 apoptozun kanit1 olarak, akim sitometri
yontemi ile Anneksin V pozitif hiicrelerin (apoptotik hiicreler) gosterilmesi bakimindan
calismamiz uyum gostermistir. LiCl’tin farkli hiicre soyunda (171) uyardig1 apoptozun
kanit1 olarak, akim sitometri yontemi ile Anneksin V pozitif hiicrelerin (apoptotik
hiicreler) gosterilmesi bakimindan da calismamiz uyum gostermistir.

Apoptoz, nekroz, otofaji ve mitotik katastrof olmak tizere hiicrede dort cesit
0liim mekanizmasi1 bulunmaktadir. Kaspaz-3 seviyesinin artis1 ile apoptozun diger hiicre
Olimlerinden ayrildig1 gosterilmistir (172,173,174). Kaspaz-3’iin aktif hale gelmesi ile
apoptoz olusumu arasinda dogru oranti oldugu saptanmistir (172). Bu nedenle
calismamizda ilaglarin kaspaz-3 aktivitesine etkilerini ELISA yontemi ile aragtirdik.

Sorafenib (100 uM)’in kaspaz-3 seviyelerini kontrole gore 24. ve 72. saatlerde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 goriildii (pa4< 0.001, p72< 0.001) (Tablo
4.3, Grafik 4.3).

LiCl (100 uM)’tin kaspaz-3 seviyelerini kontrole gore 24. ve 72. saatlerde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 goriildii (pa4< 0.001, p72< 0.001) (Tablo
4.3, Grafik 4.3).

Sorafenib ile LiCl kombinasyonunun kaspaz-3 seviyelerini kontrole gore 24. ve
72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir gekilde arttirdigi goriildii (pas< 0.01, p7<
0.001) (Tablo 4.3, Grafik 4.3).
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Bu sonuglara gore ikili ilag kullanimi kaspaz-3 seviyesini tek basina Sorafenib’e
gore 24. ve 72 saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (paa< 0.001,
p72<0.001) (Tablo 4.3, Grafik 4.3).

Ikili ilag kullammmin kaspaz-3 seviyesine etkisi tek basina LiCl'e gore
kiyaslandiginda 24. ve 72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigt
saptand1 (pa4< 0.01, p72< 0.01) (Tablo 4.3, Grafik 4.3).

[laglar tek basina kiyaslandiginda LiCl, kaspaz-3 aktivitesini Sorafenib’e gore
daha fazla artirmistir (Tablo 4.3, Grafik 4.3). Bu sonu¢ LiCl’un apoptozu Sorafenib’e
gore daha fazla artirmasi sonucu ile uyumlu bulunmustur. Ag¢ikca goriilmektedirki her
iki ila¢ kaspaz-3 aktivasyonu ile hiicreyi apoptoza gotiirmektedir.

Ki ve arkadaglarmin 2010 yilinda yaymlanan bir calismasinda, HL-60
hiicrelerine kaspaz-3 inhibitorii eklendiginde ilaca bagli apoptozun engellendigi
gosterilerek kaspaza bagli yol iizerinden apoptozun gergeklestigi teyit edilmistir (175).
Sorafenib uygulanan 16semik hiicre soylar1 ile yapilan caligmalarda kaspaz-3
aktivasyonunda gozlenen artis ile bizim ¢alismamiz uyum saglamistir (165,167 ). Ayrica
farklt hiicre soylarina Sorafenib uygulandiginda apoptozise bagli kaspaz-3 aktivitesinin
arttigr tespit edilmistir (168,169,170). LiCl'tin farkli hiicre soyuna uygulandigi bir
caligmada yine kaspaz-3 aktivasyon artis1 ile apoptotik cevap kanitlanmigstir (171).

Gegirimli elektron mikroskopi sonuclarint degerlendirecek olursak; kontrol
grubunda goriilen hiicre zar1 ve cekirdek yapilarinin korunmasina ragmen ilag verilen
gruplarda hiicre biitiinliigiiniin bozuldugu saptandi. Bu durum Sorafenib’e oranla LiCl
grubunda daha belirgin sekilde goriildi. Akim sitometri yontemiyle tespit edilen
apoptoz oranindaki artig, bu sayede mikroskobik olarak da teyit edildi.

LiCl grubunda hiicre zarimn hasar gordiigii biitiinliigiinii koruyamadigi, bazi
hiicrelerin sitoplazmasinin apoptotik morfoloji yansittig1 ve hiicrelerin ¢ogunda ileri
litik sitoplazmik degisiklikler oldugunun godzlenmesi apoptoz histogramlariyla paralel
sonuclar elde edildiginin gostergesidir (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3).

Sorafenib grubunda hiicre zarinin hasar gordiigii biitiinliigiinii koruyamadigi,
cekirdek materyalinin loblara ayrildig1 ve sitoplazmada ileri litik degisikliklerin oldugu
gozlendi. Kombinasyon grubunda hiicrelerde ileri derecede litik sitoplazmik hasar ve
cekirdek membran hasar1 gozlendi. Yine bu sonuclar da Tablo 4.1, Grafik 4.1, Tablo 4.2,

Grafik 4.2’de goriilen hiicre sayimi1 ve apoptoz sonuclarini desteklemektedir.
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Taclarm fosforile GSK-3f iizerine etkilerini degerlendirecek olursak;

Sorafenib (100 uM)’in kontrol grubuna gore fosforile GSK-3f seviyesini 24. ve
72. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigr goriildii (pas< 0.001, p7o<
0.01) (Tablo 4.4, Grafik 4.4).

LiCl (100 uM)’iin kontrol grubuna gore fosforile GSK-3p seviyesini 24. saatte
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigi goriildii (pa< 0.05) 72.saatte ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p7,> 0.05) (Tablo 4.4, Grafik 4.4).

Sorafenib ve LiCl birlikteligi kontrol grubuna gore fosforile GSK-3f3 seviyesini
24. saatte istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azalttig1 goriildii (p2s< 0.001) 72.saatte
ise istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p7,> 0.05) (Tablo 4.4, Grafik 4.4).

Ikili ilag kullanimi fosforile GSK-3B seviyesini tek bagina Sorafenib’e gore 24.
ve 72 saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (pa4< 0.05, p72< 0.01)
(Tablo 4.4, Grafik 4.4).

Ikili ilag kullanimimin fosforile GSK-3B seviyesine etkisi tek basina LiCl’e gore
kiyaslandiginda 24. saatte istatistiksel olarak anlamli derecede azalttig1 saptandi (pas<
0.001). 72 saatte ise istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p7,> 0.05) (Tablo
4.4, Grafik 4.4).

Literatiirde Sorafenib’in fosforile GSK-3f {izerine inhibe edici etkisi daha once
gosterilmistir  (176). Calismada, ELISA yontemiyle bakilan fosforile GSK-3f3
degerlerinde Sorafenib’in LiCl’e oranla daha belirgin derecede diisiise sebep oldugu
goriildii. Panka ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada GSK-3f inhibitorlerinin
kullanilmasiin melanom hiicre kiiltiirlerinde Sorafenib’in etkisini arttirdig1 saptanmistir
(177). Aslinda GSK-3P yap1 olarak fosforillendiginde inaktif forma ge¢mektedir. LiCl
verilen grupta kontrole kiyasla fosforile GSK-3f seviyesinin artmasi, LiClI’tin bu yol
tizerinden etki ettigini bu ¢alismada da teyit etmistir. Ayrica GSK-3f3 serbest Mg2+‘un
ATP ile selasyonuna cok hassastir ve ATP konsantrasyonu arttikca ilerleyici tarzda
inhibe olmaktadir. Bu durum in vitro deneylerde bakilan Lityum etkisinin, Mg** ve ATP
seviyelerinin daha fazla oldugu in vivo durumda daha da artacaginin gostergesidir
(104).

Ilaglarn  sinyal iletim yolu proteinlerinden AKT iizerine etkilerini
degerlendirecek olursak;

Sorafenib’in kontrole gore p-AKT (p< 0.01) seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu belirlendi (Tablo 4.5.1, Grafik 4.5.1).
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LiCl’tin kontrole gore p-AKT (p< 0.05) seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azalmaya neden oldugu belirlendi (Tablo 4.5.1, Grafik 4.5.1).

Sorafenib ve LiCl kombinasyonunun kontrole gore p-AKT (p< 0.05), t-AKT (p<
0.01) seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu
belirlendi (Tablo 4.5.1, Grafik 4.5.1).

Ikili ila¢ kullaniminin LiCl’e gére p-AKT (p< 0.01) seviyelerinde istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde azalmaya neden oldugu belirlendi (Tablo 4.5.1, Grafik 4.5.1).

Ikili ila¢ kullammimn Sorafenib’e gore p-AKT ve t-AKT seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigi belirlendi (Tablo 4.5.1, Grafik
4.5.1).

Hiicre sagkalimindan sorumlu olan AKT’nin Sorafenib ile uyarilan apoptoz
siirecinde degerlendirildigi ¢alismalarda aktif formu olan fosforile AKT (p-AKT) nin
azaldig1 saptanmistir (165,166).

Justin ve arkadaslar1 2010 yilinda yaymlanan c¢aligmasinda Sorafenib’in
potansiyel inhibitor aktivitesi GSK-3fB’nin inaktivasyonu iizerinden incelenmistir.
Sorafenib’in p-AKT’yi kismen azaltti§i, bu azalan p-AKT’nin ise GSK-3f
inaktivasyonunu artirdigi tespit edilmistir. AKT inhibitorii ilave edildiginde p- GSK-
3 nin azaldigr saptanarak GSK-3f’nin PI3K/AKT yolunun bir kinazi oldugu teyit
edilmistir (178). Bizim caligmamizin bu iliskiyi gosterecek parametrelerin eklenerek
denenmesinde fayda vardwr. Hu ve arkadaslarinin yaptigi calismada AML hiicre
soyunda Sorafenib’in uyardig1 apoptoz ile p-AKT diizeyinde degisiklik saptanmamistir
(179). Lin ve arkadaslar1 LiCl ve diger GSK-3f farmakolojik inhibitorlerini kullanarak
GSK-3f’y1 inhibe etmisler,bunun sonucunda p-AKT diizeyinde artis ve apoptozda
azalma saptamiglardir (180). Samanta ve arkadaslarinin caligmasinda ise once inhibitor
bir ajanla AKT fosforilasyonu ve NFxB aktivasyonu inhibe edilmis, bunlarin etkisiyle
GSK-3p aktivasyonu ve p-GSK-3p diizeyinde azalma tespit edilmistir (181).

Haclarm  sinyal iletim  yolu proteinlerinden p38 iizerine etkilerini
degerlendirecek olursak;

Sorafenib’in kontrole gore p-p38 (p<0.001), t-p38 (p< 0.001) seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu saptandi (Tablo 4.5.2,
Grafik 4.5.2).
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LiCl’'tin kontrole gore p-p38 seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
degistirmedigi, t-p38 (p< 0.01) seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmaya neden oldugu saptand1 (Tablo 4.5.2, Grafik 4.5.2).

Sorafenib ve LiCl kombinasyonunun kontrole gére p-p38 (p<0.01), t-p38 (p<
0.05) seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu
saptandi1 (Tablo 4.5.2, Grafik 4.5.2).

Ikili ila¢ kullammin LiCl'e gore p-p38 (p<0.05) seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu, t-p38 seviyelerini ise azalttig1 ancak
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadig: saptandi (Tablo 4.5.2, Grafik
4.5.2).

Ikili ilag kullanimimin Sorafenib’e gére p-p38 ve t-p38 seviyelerinde istatistiksel
olarak anlaml bir degisiklige neden olmadig1 saptand1 (Tablo 4.5.2, Grafik 4.5.2).

Justin ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada p38 MAPK aktivasyonu
degerlendirilmis, Sorafenib’in p-38 seviyesini azalttig1 saptanmistir (178).

Ilaglarn  sinyal iletim  yolu proteinlerinden ERK iizerine etkilerini
degerlendirecek olursak;

Sorafenib’in kontrole gore p-ERK seviyelerini azalttig1 ancak istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 saptandi. t-ERK seviyelerini ise kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde degistirmedigi saptandi (Tablo 4.5.3, Grafik 4.5.3).

LiCl'tin kontrole gore p-ERK ve t-ERK seviyelerini istatistiksel olarak anlamh
bir sekilde degistirmedigi saptandi (Tablo 4.5.3, Grafik 4.5.3).

Sorafenib ve LiCl kombinasyonunun kontrole gore p-ERK seviyelerini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmedigi, t-ERK seviyelerini azalttig1 ancak
istatistiksel olarak anlamli1 olmadig: saptandi (Tablo 4.5.3, Grafik 4.5.3).

Ikili ilag kullaniminin LiCl’e gore p-ERK seviyelerini istatistiksel olarak anlamlt
bir sekilde degistirmedigi, t-ERK seviyelerini azalttig1 ancak istatistiksel olarak anlamh
olmadig1 saptandi (Tablo 4.5.3, Grafik 4.5.3).

Ikili ila¢ kullaniminin Sorafenib’e gére p-ERK seviyelerini istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde degistirmedigi, t-ERK seviyelerini azalttig1 ancak istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 saptandi (Tablo 4.5.3, Grafik 4.5.3).
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Sorafenib ile uyarilan apoptoz siirecinde ERK diizeyinin degerlendirildigi
caligmalarda aktif formu olan fosforile ERK (p-ERK) in azaldigi saptanmistir
(165,166,168). Justin ve arkadaslarinin yaptiklari calismada Sorafenib’in ERK aktivitesi
izerine anlaml etkisi saptanmamugstir (178).

NF-«B, inhibitor kappa B (IkB) ile sitoplazmada inaktif olarak bulunur; IxBa
p65 subiinitine yiiksek affinite ile baghdir. Hiicrenin fizyolojik ve patolojik stresi
(mikrobiyal, oksidatif, viral enfeksiyon ve proinflamatuar sitokinler) ile bir dizi sinyalin
neticesinde IxB kinazin (IKK) aktivasyonu ile sonuclanmir. IKK iki katalitik subiinitten
olugmus bir komplekstir. IKKa, IKKf ve diizenleyici subiinit IKKy (182). Aktive olan
IKK, IxB proteinini fosforiller. Fosforilasyona bagli ubikiitinasyondan sonra IxBa
proteolizise ugrar. Boylece serbest kalan NF-kB ¢ekirdege dogru yer degistirir ve hedef
genlerin transkripsiyonunu baglatir. NF-kB kontroliindeki genler tiimér progresyonu ve
metastazi ile iliskilidir (183).

Ilaglarn  sinyal iletim  yolu proteinlerinden IxBo iizerine etkilerini
degerlendirecek olursak;

Sorafenib’in, LiCl’iin ve iki ilacin birlikte kombinasyonunun p-IkBa seviyelerini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmedigi goriildii (Tablo 4.5.4, Grafik
4.5.4).

Sorafenib’in kontrole gore t-IkBa (p<0.001) seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu goriildii (Tablo 4.5.4, Grafik 4.5.4).

LiCl'tin kontrole gore t-IkBa seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklige neden olmadig: goriildii (Tablo 4.5.4, Grafik 4.5.4).

Sorafenib ve LiCl kombinasyonunun kontrole gore, t-IxBa (p<0.05)
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu goriildii
(Tablo 4.5.4, Grafik 4.5.4).

Ikili ila¢ kullaniminin LiCl’e gore t-IkBo seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklige neden olmadig1 goriildii (Tablo 4.5.4, Grafik 4.5.4).

Ikili ila¢ kullaniminin Sorafenib’e gore t-IkBo seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklige neden olmadig1 goriildii (Tablo 4.5.4, Grafik 4.5.4).

Wu ve arkadaglar1 2009 yilinda yayinlanan ¢aligmalarinda kanser hiicrelerinin
NF-xB yolununun bilesenleri olan NF-kBp65 ve IKKf’da artis, IkBa’da ise azalma
tespit edilmistir. BOylece kanser hiicrelerinde NF-xB’nin aktive oldugunu, NF-xB

inhibisyonunun Sorafenib’in hiicre 6liimiine olan etkisini artirdigin1 gosterilmistir. Bu
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caligma Sorafenib, apoptoz ve IkBa arasindaki iliskiyi gostermesi bakimindan
literatiirdeki tek caligmadir (170). Sorafenib ile NF-xB arasindaki iligkiyi gdsteren bagka
bir caligmada Sorafenib’in bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB {iizerine inhibitdr
etkileri tespit edilmistir (184).

LiCl, apoptoz ve IkBa arasindaki iligkiyi gosteren 2002 yilinda yaymlanmis
literatiirde tek bir calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismaya gore GSK-33 NF-kB’nin p65
subiinitini COOH terminalinden fosforilleyerek transaktivasyonunda rol oynadigi,
NF-xB’nin hiicreleri apoptoza karsit korudugu, LiCl ile GSK-3p farmakolojik olarak
inhibe edildiginde (IkBa yikiminda artis) IkBa diizeyinde azalma oldugu ancak kontrole
gore anlamli olmadig1 saptandi. GSK-3f3’nin etkisinin NF-kB’den bagimsiz oldugu
diistiniilmiistiir (185).

Min ve arkadaglarinin 2009°da yayinlanan bir ¢aligmasinda LiCl ile GSK-3f3
inhibisyonunun NF-kB aktivasyonunu azalttigi, bunun da kaspaz 8 aracilikli apoptozu
hizlandirdig1 saptanmistir (186). Yapilan bagka bir ¢alismada ise GSK-3p’mn fiziksel
olarak MEKKI1 ile etkilesimde olup aktive ettigi, bunun sonucunda JNK, MAPK ve
NF-xB yollarinin uyarilmasia yol actig1 tespit edilmistir (187).

Kotliarova ve arkadaslarimin yaptigt bir calismada GSK-3p aktivitesinin
inhibisyonunun hiicre i¢indeki NF-«xB aktivitesini azalttig1 saptanmistir (137).

Samanta ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada NF-xB aktivasyon
inhibisyonunun GSK-3f aktivasyonuna neden oldugu ve p- GSK-3f diizeyinin azaldig1
bulunmustur (181).

Bilim ve arkadaglarimin yaptigi bir calismada GSK-3B’nin farmakolojik
inhibisyonu ile NF-kB’nin hedef genleri olan Bcl-2 ve XIAP (anti-apoptotik genler)
ekspresyonunun azaldigini, ardindan apoptozisin arttigim tespit etmislerdir (188).

Haclarm  sinyal iletim  yolu proteinlerinden c-jun iizerine etkilerini
degerlendirecek olursak;

Sorafenib’in kontrole gére p-c-jun (p< 0.01) ve t-c-jun (p<0.05) seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu saptandi (Tablo 4.5.5,
Grafik 4.5.5).

LiCl’tin kontrole gore p-c-jun (p< 0.01) seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azalmaya neden oldugu, t-c-jun seviyelerinde ise istatistiksel olarak anlamli

bir degisiklige neden olmadigi saptand1 (Tablo 4.5.5, Grafik 4.5.5).
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Sorafenib ve LiCl kombinasyonunun kontrole gore p-c-jun seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigi, t-c-jun (p<0.01) seviyelerinde
ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu saptandi (Tablo 4.5.5,
Grafik 4.5.5).

Ikili ila¢ kullamminin LiCl'e gére p-c-jun diizeylerini arttirdigi ancak
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 ve t-c-jun diizeylerini azalttig1 ancak istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptandi1 (Tablo 4.5.5, Grafik 4.5.5).

Ikili ila¢ kullamminin Sorafenib’e gore p-c-jun diizeylerini arttirdigi ancak
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 ve t-c-jun diizeylerini azalttig1 ancak istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptand1 (Tablo 4.5.5, Grafik 4.5.5).

Ilaglarn  sinyal iletim yolu proteinlerinden STAT3 iizerine etkilerini
degerlendirecek olursak;

fosforile-STAT3 ve total-STAT3 saptanabilir diizeylerin altinda bulundugu i¢in
degerlendirme yapilamadi. Ancak yapilan calismalar Sorafenib’in p-STAT3 seviyesini
azalttigim gostermektedir (166,189).

Bu calismada incelenen tiim sinyal iletim yolu parametreleri i¢cinde p-p38 ve p-
Akt seviyelerindeki azalmanin daha fazla olmasi bu yolagin Sorafenib ve LiCl i¢in
Onemini gostermektedir. Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolu {izerinden etki ettigi
bilinen Sorafenib’in p-ERK diizeyini azaltma etkisi mevcut literatiirlerde belirtilmis
olup (165,166,168) bizim calismamiz uyum gostermemistir. Bulgularimiz iki ilacin
birlikte uygulanmas1 durumunda apoptozisin anlamli Ol¢iide arttigimi gostermektedir.
Buradan ilaglarin sinerjistik etki olusturdugunu sdyleyebiliriz.

PKC ve GSK-3p’y1 inhibe ederek etki gosteren LiCl ile Ras/Raf/MEK/ERK
kaskadin1 inhibe eden Sorafenib’in etkileri birbiri i¢ine ge¢cmis mekanizmalari
ilgilendirmektedir. Birbiri i¢ine gecmis mekanizmalar1 aydinlatma agisindan bu
proteinlerin inhibitorlerinin eklenerek caligmanin tekrarlanmasinin faydali olacagini
diistinmekteyiz.

Sorafenib ve LiCl standart APL tedavisinin tamamlayic1 tedavi secenekleri
olarak diisiiniilebilir. Li"”un APL hiicreleri iizerinde yaptigi diferensiyasyon etkisi,
ATRA gibi rutin olarak kullanilan kemoterapétik ilaglarin etkisini arttirarak daha etkili
sonuclar alinmasina sebep oldugu mevcut literatiirde belirtilmistir (164). Ayrica APL
tanist alan hastada olusabilecek psikiyatrik bozukluklara da es zamanl etki etmesi

Li™un bu hastalarda kullanimini daha da destekleyecektir.
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Bu caligmanin sonucunda, HL-60 insan APL hiicre kiiltiiriinde Sorafenib ve
Li"un istatistiksel olarak anlamli diizeyde tiimor hiicre sayilarim azalttign ve apoptoz
oranimi arttirdigl saptanmustir. Bu iki ilacin rutin APL tedavisine girmesi i¢in elbette ki

daha fazla arastirmaya gereksinim vardir.
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6. OZET

in Vitro Ortamda Uretilen HL-60 Hiicre Soyu Uzerine Sorafenib ve Lityum

Kloriiriin Biyokimyasal Etkilerinin incelenmesi

Akut 19semiler olgun hiicrelerin azalmas1 ve lokosit prekiirsorlerinin (I6semik
blastlar) birikimi ile karakterizedir. Bu ¢alismada HL-60 insan Akut Promyelositik
Losemi (APL) hiicre kiiltiiriinde Sorafenib ve Lityum Kloriir (LiCl)’iin etkilerini
arastirmak amaclanmistir. Deneylerde Sorafenib ve LiCl ilaclar1 tek tek ve birlikte,
insan kokenli HL-60 APL hiicrelerinden olusan kiiltiirde 72 saat boyunca denenmistir.
Timor hiicre sayilar1 sayim kamarasiyla, apoptoz oranlar1 akim sitometri yontemiyle
degerlendirilmigtir. Hiicre kiiltiiriinde hiicrelerde meydana gelen degisiklikler gecirimli
elektron mikroskobu ile arastirilmigtir. {laglarin etkileri hangi yoldan olusturduklarini
saptamak i¢in ELISA yontemi ile kaspaz-3 aktivitesi, fosforile GSK-3p3, fosforile AKT,
total AKT, fosforile p38, total p38, fosforile ERK, total ERK, fosforile [kBa, total IkBa
, fosforile c-jun, total c-jun, fosforile STAT3 ve total STAT3 seviyelerine bakild:.
Sorafenib ve LiCl'iin tek tek ve birlikte verilmesi durumunda HL-60 insan hiicre
kiiltiirtinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede hiicre sayisini

azaltti1 ve apoptoz oranim artirdig tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: HL-60, Sorafenib, Lityum Kloriir, Apoptozis, Losemi
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7. SUMMARY

HL-60 Cell Line Generated In Vitro Environment on Analysis of the Biochemical

Effects of Sorafenib and Lithium Chloride

Acute leukemia is characterisized with decreasing mature cells and aggregation
of leucocyte precursors. In this study we aimed to investigate the effects of Sorafenib
and Lithium Chloride (LiCl) on HL-60 human Acute Promyelocytic Leukemia (APL)
cell line. The HL-60 APL cell cultures are subjected to Sorafenib and LiCl separately
and in combination for 72 hours during experiments. Tumor cells are counted under
Cell Count Hemocytometer and the apoptose ratios are investigated with flow
cytometry method. The changes in the cells in cell cultures are evaulated by
transmission electron microscopy. To determine the possible the mechanism of action
of the drugs, the caspase 3 actvities, phosphorylated GSK-3f, phosphorylated AKT,
total AKT, phosphorylated p38, total p38, phosphorylated ERK, total ERK,
phosphorylated IkBa, total IxkBa , phosphorylated c-jun, total c-jun, phosphorylated
STAT3 ve total STAT3 levels are investigated with ELISA method. Separately and in
combination Sorafenib and LiCl decreased the number of cells and increased the
apoptotic ratio in HL-60 APL cell line in a statistically significant manner when

compared with the control group.

Key Words: HL-60, Sorafenib, Lithium Chloride, Apoptosis, Leukemia
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