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OZET

KML’nin molekiiler patogenezinde Philadelphia (Ph) kromozomu iizerindeki BCR-
ABL] fiizyon geni rol oynar. Olusan flizyon protein AKT, ERK ve STAT yolaklarini
aktive eden bir tirozin kinaz kodlarken bu proteinin modiilatorleri GRB2 (Growth
factor receptor-bound protein 2) ve GAB2 (Grb-2-associated binder 2)’dir. KML
tedavi protokoliinde yer alan STI571 (imatinib mesilat), tirozin kinaz 6zelligi olan bu
enzimin ATP-baglayict bolgesine kompetitif inhibisyonla baglanir. BCR-ABLI
sinyal iletiminde gorevli proteinlerin tirozin fosforilasyonu inhibe olur.

Bu calismada, insan KML hiicre dizisi K562 hiicrelerinde STI571 uygulamasi ile
birlikte bitkisel bir flavonoid olan silimarin uygulamasinin hiicre i¢i sinyal yolaklari
tizerine etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. K562 hiicre dizisi RPMI besiyerinde
%>5’lik CO», %95 nem iceren 37 °C’lik inkiibatorde cogaltildi. STI571 sitotoksik
dozu MTT testi ile belirlendikten sonra hiicrelere STI571, silimarin, STIS71 ve
silimarin kombinasyonu birlikte uygulandi. Kontrol grubu olarak kullanilacak hiicre
grubuna higbir uygulama yapilmadi. Belirlenen doz ve uygulama siireleri sonunda
tiim hiicrelerden mRNA izolasyonu yapildi ve bunu takiben cDNA elde edildi. BCR-
ABLI, GRB2, GAB2, AKT ve ERK genlerinin ifadelenme diizeyleri real-time PCR
yontemi ile belirlendi.

Sonu¢ olarak imatinib ve silimarin kombinasyonu uygulanan K562 hiicrelerinde
GAB2 ve ERK gen ifadelenme diizeylerinin azaldig1 tespit edildi. Diyete ek olarak
alman silimarin araciligiyla KML  hiicrelerinde  imatinibin  etkinliginin
artirllabileceginin gosterilmesi ilag direngliliginde rol oynayan sinyal molekiillerinin
baskilanabilecegini akla getirmektedir. Bunun ileride yapilacak klinik caligmalara
151k tutabilecegini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Kronik myeloid 16semi, silimarin, imatinib, BCR-ABLI,

GRB2, GAB2, AKT, ERK
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ABSTRACT

BCR-ABLI fusion gene, located on Philedelphia (Ph) chromosome has a major role
in the pathogenesis of CML. Fusion protein, the product of this translocation,
encodes a tyrosine kinase that activates AKT, ERK and STAT pathways. The
modulators of BCR-ABLI1 fusion protein are GRB2 (Growth factor receptor-bound
protein 2) and GAB2 (Grb-2-associated binder 2) in the activation of cell signalling
pathways. STIS71, that is given to patients in CML treatment protocol, binds to the
ATP-binding domain of tyrosine kinase enyzme by competative inhibition. The
tyrosine phosphorylation of the proteins, responsible of BCR-ABLI1 signalling, is
inhibited.

The aim of this study is to determine the effect of silimarin, a herbal flavonoid,
treatment together with STIS71 on human CML cell line K562 signalling pathways.
K562 cells were maintained in RPMI 1640 medium, at 37°C in a 95% (v/v)
humidified atmosphere of 5% (v/v) CO,. After determining the cytotoxic dose of
STI5S71 by MTT test, cells were treated by STIS71, silymarin, and combination of
both STI571 and silymarin. Control group was not treated with any of the substances.
After the treatment of cells with previously designated doses and times, mRNA were
isolated and cDNA were synthesed. BCR-ABLI, GRB2, GAB2, AKT and ERK gene
expression levels were analyzed with real-time PCR.

In conclusion, the decrease of GAB2 and ERK gene exression levels was determined
in K562 cells that are treated with imatinib and silimarin combination. Silimarin as
dietary supplement may increase the effect of imatinib and supress the defined cell
signalling pathways on drug resistance on CML cells.

Key words: Chronic myelogenous leukemia, silymarin, imatinib, BCR-ABLI, GRB2,
GAB2, AKT, ERK
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KISALTMALAR ve SIMGELER DIZINi
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AIF Apoptoz-indiikleyici faktor
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DSO Diinya Saglik Orgiitii

dTTP Deoksitimidin trifosfat

dUTP Deoksiiiridin trifosfat

EGF Epidermal biiylime faktorii

EGFR Epidermal biiylime faktorii reseptorii

ERK Ekstraseliiler sinyal-regiile kinaz
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GIRIS ve AMAC

Kronik myeloid 16semi (KML), kemik iliginde myeloid seri elemanlarinin
artisiyla karakterize olan klonal bir hematopoetik kok hiicre malignitesidir. KML tiim
eriskin losemilerinin %20’sini olusturur ve kromozomal bir anomali ile iligkisi
gosterilen ilk neoplazidir. KML’nin molekiiler patogenezinde 9. ve 22. kromozomlar
arasindaki translokasyon sonucu olusan Philadelphia (Ph) kromozomu iizerindeki
BCR-ABLI fiizyon geni rol oynar. Bu translokasyon sonucunda olusan fiizyon gen
AKT, ERK ve STAT yolaklarin1 aktive eden bir tirozin kinaz kodlar. Hiicre i¢i
yolaklarin aktivasyonunda BCR-ABL fiizyon proteini modiilatorleri GRB2 (Growth
factor receptor-bound protein 2) ve GAB2 (Grb-2-associated binder 2) rol oynar.
GRB2 adaptdr protein, reseptor tirozin kinazlar ve diger fosforile tirozin proteinler
ile GAB2 arasinda koprii gorevi yapar. GRB2, SH2 motifi ile BCR-ABLI flizyon
proteinine ve C-terminal SH3 motifi ile GAB2’deki 6zgiil bolgelere baglanir. GAB2
tasidigr birgok baglanti motifi ile Ras/ERK, PI3K/AKT ve JAK/STAT sinyal
yolaklari ile etkilesir.

KML tedavi protokoliinde hastalara bir tirozin kinaz inhibitorii olan STI571
(imatinib mesilat) verilmektedir. STI571 tirozin kinaz enziminin ATP-baglayici
bolgesine kompetitif inhibisyonla baglanir. Baglanma sonucunda BCR-ABLI sinyal
iletim yolaginda gorevli proteinlerin tirozinden fosforillenmesi engellenir. Bu durum
hematopoietik hiicrelerde biliylimenin durmasina ve apoptoza neden olur. Ancak bazi
hastalarda imatinibe direng gelisir. Yapilan ¢alismalar GRB2 ve GAB2’nin imatinib
direnci ile iliskili oldugunu gdstermistir.

Icerisinde KML’nin de bulundugu bir ¢ok malign hastalikta, hastalar
kemoterapinin etkinligini artirmak i¢in glinliik olarak bitkisel kaynakli ek gidalar1 ve
vitaminleri diyetlerine dahil etmektedir. Yiizlerce yildir hepatit ve siroz tedavisi i¢in
kullanilan ve deve dikeni bitkisinin Oziitiinden elde edilen silimarin (Silybum
marianum) polifenolik bir flavonoiddir. Kolon ve prostat kanseri gibi solid
kanserlerde silimarinin AKT, STAT, ERK, BCL-2, BAX ve kaspazlar iizerinden
apoptozu uyarici ve proliferasyonu azaltici etkisi oldugu gosterilmistir. Klinik ve
deneysel amacgli olarak karaciger hastaliklariin tedavisinde kullanilan silimarinin

kemoterapi ve radyoterapiye bagli hepatotoksisiteyi azalttigi daha Onceki



caligmalarla gosterilmistir. Silimarinin hepatoprotektif etkileri disinda tip2 diyabeti
Onleyici, antiinflamatuar, antimetastatik, antioksidan, lipid peroksidasyonunu
engelleyici, antifibrotik, membran stabilize edici 6zellikleri de vardir.

Calismamizda insan KML hiicre dizisi K562 hiicrelerinde STIS71 uygulamasi
ile birlikte silimarin uygulamasinin KML patogenezinde rol oynayan hiicre i¢i sinyal

yolaklari iizerine etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.



GENEL BiLGILER

2.1 Hematopoetik Hiicrelerin Gelisimi

Hematopoetik kok hiicre eriskin dolasimindaki tiim kan hiicrelerinin
kaynagidir ve kemik iliginde {iretilir. Hematopoetik kok hiicrelerin en 6nemli 6zelligi
pluripotent olmalaridir. Pluripotent 6zellikteki hiicreler kendilerini yenileyebilir ve
bir¢cok farkli hiicre tipine doniisebilme kapasitesine sahiptir. Farklilasarak farkli
serilerdeki kan hiicrelerini olustururlar. Ancak hiicrelerin kendilerini yenileme
Ozellikleri hiicreler morfolojik agidan farklilasip olgunlastik¢a azalir.

Farklilagma sirasinda hematopoetik hiicrelerden dncelikle lenfoid ve myeloid
seriler olusur. Bu asamadan sonra hiicreler Kkiiltiir ortamina alindiklarinda
olusturacaklar1 spesifik hiicre tiplerine gore “koloni olusturan tinite” (CFU-colony
forming unit) adim alirlar. Graniilositler ve monositler CFU-GM’den farklilagarak
olusurken, eritrositler CFU-E’den koken alirlar (1). Bazofil, eozinofil ve nétrofil
myelositik seride myeloblasttan kdken alirlar. Ayrica eritrositler ve trombositler de
myeloblastik seriden gelisir (2). Hematopoetik kok hiicrelerden dolagima katilan kan
hiicrelerinin  gelisiminin diizenlenmesi kok hiicre faktorii (stem cell factor),
graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), interlokin-3 (IL-3), eritropoetin

ve trombopoetin gibi biiylime faktorleri ile saglanir (2).
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Sekil 2.1: Hematopoez
CSF, koloni uyarict faktor; GM-CSF, graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktoér; G-CSF, graniilosit
koloni uyarict faktor; SCF, kok hiicre faktér; M-CSF, makrofaj koloni uyarici faktor; IL, interlokin

).

2.2 Kronik Myeloid Losemi

2.2.1 Tanim ve tarihge
Kronik myeloid l6semi (KML) bir kromozomal anormallikle (Philedelphia
[Ph] kromozomu) iligkisi gosterilen ilk hastaliktir. Klonal bir hematopoetik kok

hiicre malignitesidir. KML’nin tanimlanmas1 hematopoetik malignitelerin molekiiler



mekanizmalarinin anlasilmasi ve hedefe 6zgii tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi
acisindan 6nem tagimaktadir. Hastalik segici graniilosit hiperplazisine neden olur. Bu
hiperplazi trombositoz ile birlikte goriilebilir (2).

KML ilk kez 1845 yilinda tanimlanmistir. Ph kromozomu ise ilk kez 1960
yilinda Nowell ve Hungerford tarafindan gosterilmistir. 1973 yilinda Ph
kromozomunun t(9;22)(q34;q11.2) resiprokal translokasyonu sonucu olustugu
anlagilmistir. 1984 yilinda 22. kromozom iizerindeki kirik noktasindaki Breakpoint
Cluster Region (BCR) varligi ve 1985 yilinda ise translokasyon sonucu olusan
kimerik proteinin tirozin kinaz 6zelligi tanimlanmistir. Zaman igerisinde yapilan
caligmalar ile Ph kromozomu olusumunun KML hastaliginin patogenezindeki rolii
anlasilmistir. Hastaligin molekiiler mekanizmasinin tanimlanmasindan sonra hedefe
yonelik ilk tedavi olarak imatinib mesilat (IM) molekiilii gelistirilmistir. Imatinib
mesilat, Abl tirozin kinazin katalitik aktivitesini saglayan ATP baglanma motifi olan
amino (N-) ucuna ve karboksi (C-) aktivasyon loop bolgesine baglanir. Boylece
proteinin inaktif formda kalmasini saglar (2).

Kromozom 22’de farkli bolgelerde kirik goriilmesi nedeniyle BCR-ABLI
fiizyon geninden artmis tirozin kinaz aktivitesine sebep olan 3 farkli protein {irlinii
(p190, p210, p230) olusabilir. Bu proteinlerin varligi Ph pozitif-hematopoetik onciil
hiicrelerin farklilasmay1 baskilayan sitokinlere karsi duyarliliklarini kaybetmelerine,
mitojenik aktivite kazanmalarina, apoptoza direng gostermelerine, kemik iligi
stromasina ve fibronektine tutunmalarinin azalmasina dolayisiyla da myeloid

hiicrelerin artmis dolasimina yol agar (2).

2.2.2 Klinik

KML hastaliginin kronik, akselere ve akut (blast transformasyonu) fazi olmak
lizere li¢ basamagi vardir. Hastalarin %80°1 kronik fazda tani alirken, %10 kadar
akselere fazda ve ortalama %10’u blast fazinda tani alir. Genellikle hastalik kronik
fazda hicbir belirti vermeden, direkt olarak blast fazda ortaya ¢ikar. Tan1 FISH ile
t(9;22)(q34;q11.2) (Ph) kromozomunun ve/veya RT-PCR ile BCR-ABLI flizyonunun
varliginin tespiti sonucu kesinlesir (2).

Kronik fazda hastalarda 16kosit sayist artmistir (yaklasik 10° hiicre/pl) ve
kemik iliginde blast orani %10’dan azdir (Sekil 2.2). Ayrica KML hastalarinda

kronik fazda artmis trombosit sayis1 nedeniyle tromboz riski artmistir (2).



Sekil 2.2: KML kronik fazda kemik iligi morfolojisi (2).

Akselere veye blast faza transformasyon genellikle belirgin splenomegali,
siddetli anemi ve/veya belirgin trombositopeni ile iligkilidir. Blast sayis1 kronik fazda
%10 iken akselere fazda %30’a yiikselir. Hastalarda fibrozis nedeniyle kemik iligi
yetmezligi ortaya ¢ikabilir. Bazofillerde %20 ve lizeri artig goriliir (Sekil 2.3).

Akselere fazda Ph kromozomuna ek sitogenetik anomaliler ortaya cikabilir (2).
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Sekil 2.3: KML akselere fazda kemik iligi morfolojisi (2).
Siyah Ok: Blast
Yesil Ok: Bazofil
Kirmizi Ok: Eozinofil
KML hastaliginin blastik fazinda ise ortalama sagkalim siiresi 2-4 aydir. Bu
fazda BCR-ABLI ile TP53 (17p13) ve RB1 (13q14) genlerinin dogrudan ve dolayh

olarak diizenlenmesinde bozulma goriliir. Blast oran1 %30 {izerine ¢ikar, myeloid



onctl hiicreler lenf bezlerinde, deride ya da kemikte tlimorler olusturabilir (Sekil 2.4)

Q).

LR

a;'. A

¥ L0 o5 ';"2' Ty
g Soel o‘\\_; ’.’fé e,

FEOROR B

Sekil 2.4: KML blast fazda kemik iligi morfolojisi (2).

2.3 KML’de Sitogenetik Degisiklikler

Kromozom bantlama tekniklerinin gelistirilmesinden sonra 1970’lerde Ph
kromozomunun varligi tespit edilmistir. Olusan der(22) {lizerinde BCR-ABLI
onkogeni bulunur. Olusan der(22) homologundan daha kiigiik oldugu i¢in sitogenetik
analizlerle kolayca gozlenebilir (Sekil 2.5). Sitogenetik analiz yontemleri ile Ph
kromozomu gosterilemeyen olgularda ise FISH ve molekiiler tekniklerden

yararlanilir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: ABLI ve BCR FISH problarinin idiogram iizerinde ve hiicreler {izerinde gdsterimi (2).
Kirmizi sinyal: 9q34 (ABLI)

Yesil sinyal: 22q11.2 (BCR)

Sari sinyal: Filizyon sinyali t(9;22)(q34;q11.2) (BCR-ABLI)

Ayrica KML hastalariin = 9%20’sinde  der(9q)’da biiyiik delesyonlar
gozlenmektedir. Bu delesyonlarin biiyiikliikleri degiskenlik gostermekle birlikte
sadece BCR-ABLI fiizyonununda kayba degil miR-219-2 ve miR-199b micro-



RNA’larinda da kayba sebep olmaktadir. Bu miRNA’larin kayb1 hedef genin artmis

ifadelenmesine ve kotii prognaza yol agar (2).

24 KML’de Molekiiler Patogenez

2.4.1 BCR ve ABL proteinlerinin yapisi ve fonksiyonu

22. kromozom {izerinde konumlanmis olan 23 ekzonlu BCR geni 130 kb
biiyiikliigiindedir. En ¢ok hematopoetik hiicreler ve beyinde olmak iizere yaygin
ifadelenmesi olan bir gendir. Hematopoetik hiicrelerde ifadelenmesi incelendiginde
myeloid farklilagmanin erken evrelerinde daha fazla oldugu ama hiicre farklilastikca
ifadelenmesinin azaldig1 tespit edilmistir. BCR geni 160 kDa agirliginda bir
serin/treonin kinaz olan BCR proteinini kodlar. Ayrica 130 kDa agirliginda ikinci bir
proteinin liretiminden de sorumludur (3).

BCR proteini, BCR geninin ilk ekzonu tarafindan kodlanan bir
oligamerizasyon bolgesine, serin/treonin kinaz bolgesine ve birden fazla Src
Homology 2 (SH2) baglayict bolgelerine sahiptir. N-ucunda yer alan
oligomerizasyon bdlgesi ABL1 kinaz aktivasyonuna neden olan bdlgedir. Ayrica
hem BCR proteinin hem de filizyon f{iriini olan BCR-ABL1’in hiicre ici
lokalizasyonunu belirler. BCR proteini SH2 bolgeleri ile aktive ettigi ABL1 proteini,
reseptorler ve hiicre ici sinyal proteinleri ile etkilesir. Bu nedenle bu bolgeler
korunmusg bolgelerdir. BCR proteinin serin-treonin kinaz bdlgesi serin ve treonin
kalintilar1 ile otofosforile olur. BCR proteinin Ras yolagi ile etkilesimi ise 177.
pozisyondaki tirozinin (Y 177/Tyr177) otofosforilllenmesi sonucu GRB2’ye
baglanmasi ile gerceklesir (3).

BCR proteinin merkez bdlgesinde DNA tamir mekanizmasinda goérevli olan
Xeroderma pigmentosum-B’yi (XPB) fosforile eden ve fonksiyonunu engelleyen
GEF (Guanin Exchange factor) bulunur. BCR-ABLI onkogeninin genomik
instabiliteye sebep olmasina bu bdlge neden olur.

Proteinin karboksi ucunda ise hiicre i¢i sinyal yolaklarinda ve hiicre iskeleti
organizasyonunda gorevli G-proteinleri ile etkilesen GTPase activating protein

(GAP) domaini bulunur (Sekil 2.7) (3).
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Sekil 2.7: BCR proteininin yapist (3).

ABLI Abelson murin 16semi viriis onkogeninin insandaki homologu olan bir
proto-onkogendir. 9q34’de konumlanmistir ve hiicre proliferasyonunda gorevli
sinyal olusumunda gorevli birgok proteini fosforile eden 145 kDa agirliginda bir
reseptdr olmayan tirozin kinaz kodlar. ABLI geni siirekli ifadelenerek hiicre
farklilagmasi, boliinmesi, adezyonu ve hiicrede stres cevabinda gorev yapar (4).

ABLI geni ilk ekzonunun alternatif kirpilma sonucu olusan la ve 1b olmak
tizere iki izoformu vardir. 1b izoformunun plazma membranina baglanmay1 saglayan
mristillenme bolgesi vardir. Sonra sirasiyla N-ucunda 3 tane Src homoloji bolgesi
(SH), diger prolinden zengin proteinlere baglanmasin1 saglayan SH3 bdlgesi,
fosfotirozinlerle etkilesen SH2 bdlgesi ve tirozin kinaz goérevi yapan SHI1 bolgesi
bulunur (4).

Y393 SH1 kinaz domaindeki temel otofosforilasyon bolgesidir. Ayrica SH1
bolgesi fenilalanin 401 (F401) SH3 domaini igeren tiim tirozin kinaz aktivitesi
gosteren proteinlerde yiiksek derece korunmustur. ABL/ geni C-ucta ise niikleer
lokalizasyon bolgesi, 3 tane DNA baglanma bolgesi ve aktin (G-aktin ve F-aktin)
baglanma bolgesi bulunur. ABLI protein aktivitesinin diizenlenmesi SH2 ve SH3
bolgeleri lizerinden gerceklesir, bu nedenle bu bolgelerdeki delesyon ve mutasyonlar

sonucu ABLI asir1 aktive olur (Sekil 2.8) (4).
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Sekil 2.8: ABLI proteininin yapisi (4).

Siyah ok: Atm, cdc2 ve PKC fosforilasyon bolgeleri
Gri ok: BCR-ABL]1 fizyonu olusurken 4BL1 geninde kirigin meydana gelebilecegi bolge

BCR-ABLI fiizyon transkripti olusurken ABLI geninde kirik N-ucunda
genellikle alternatif 1. ekzonlar arasindaki intronda, 300 kb’lik bir bdlge icinde
meydana gelir (Sekil 2.9). Bu nedenle BCR-ABLI mRNA transkriptinde ilk ekzon

bulunmaz. Transkript her zaman a2 ekzonu ile baslar (5).

— ? ? ‘%‘— j’;‘— j‘_LS —hﬁ - I‘— i‘— ‘QJ“‘ 10 * "
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Sekil 2.9: ABLI genindeki alternatif 2 kirik noktasi (5).

BCR-ABLI1 filizyon proteinin olusumu sirasinda BCR geninde kirik 3
alternatif noktada meydana gelebilir (Sekil 2.10) (5).

1 = 2 3faHs 7 SHIOHMH1ZH13 14— 15 174 181 19+ 20H 211 22— 23
[t | =1 '
3

mBCR MBCR uBCR
Sekil 2.10: BCR genindeki alternatif 3 kirik noktasi (5).

Kirik Major BCR (M-BCR) bolgesinde olustuysa ya 13. ekzondan (el13-b2)
ya da 14. Ekzondan (el4-b3) sonraki introndadir. Hibrid transkript 210 kDa
agirhiginda olup, el3a2 (b2a2) veya el4a2 (b3a2) igerir. Bu flizyon protein p210-
BCR-ABL1 olarak adlandirihir. KML hastalarinin %95’in de ve Ph+ ALL
hastalarinin %35’inde bu fiizyon tiriini bulunur (Sekil 2.11, Sekil 2.12) (3,6).

BCR geninde kirik minor BCR (m-BCR) bdlgesinde 1.ekzondan sonra (ela2)
olustuysa KML hastalarinin %65’inde, kiigiik bir grup KML ve AML hastasinda
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goriilen 190 kDa agirliginda p190-BCR-ABLI1 fiizyon proteini olusur (Sekil 2.11,
Sekil 2.12) (3, 6).

Ugiincii kirik ise KML hastalarinin ¢ok az bir kisminda ve KMPH grubunda
kronik nétrofilik 16semi hastalarinda goriilen, 19.ekzondan (¢3) sonra meydana gelen
ve hibrid transkriptin el9a2 birlesiminden olustugu 230kDa agirligindaki P230-
BCR-ABLI proteinini kodlayan mikro BCR (p-BCR)’dir (Sekil 2.11, Sekil 2.12) (3,
6).
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Sekil 2.11: BCR ve ABLI genlerindeki alternatif kirik noktalar1 ve olusan alternatif transkriptler (6).

P21 (ECR-ABL
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Sekil 2.12: BCR, ABLI ve BCR-ABLI genleri ve kodladiklar1 proteinler (3).

2,42 BCR-ABLI aracih losemik transformasyonun molekiiler

mekanizmasi

BCR-ABL1 aracili 16semik transformasyon oOncelikle BCR-ABL1’m
otofosforilasyonu, sonrasinda da fosforile fiizyon {iiriiniin hiicrelerde proliferasyon,
apoptoz, adhezyon ve hiicre sagkaliminda rol oynayan sinyal molekiilleri ile
etkilesmesi sonucu meydana gelir (7-16). BCR-ABLI1 filizyon proteini olustugunda
BCR proteinine ait oligomerizasyon bolgesi fiizyon proteinini dimerizasyona ya da
tetramerizasyona ugratir. BCR, Tyr177 {lizerinden otofosforile olur. ABL1 tirozinleri
transfosforilasyonu aktive eder. ABL1 kinaz aktivitesi ortaya g¢ikar. BCR-ABL1
proteini fosforile olmus tirozinler iizerinden hiicre i¢i sinyal yolaklarni etkileyen

diger proteinlerin SH2 bolgeleri ile etkilesir (Tablo 2.1) (4).
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Tablo 2.1: BCR-ABLI1 1 substratlari (4).

Protein Fonksiyon

62P°% Adaptor

Crkl Adaptor

Crk Adaptor

She Adaptor

Talin Hiicre iskeleti/membrant
Paksilin Hiicre iskeleti/membrani
Fak Hiicre iskeleti/membrant
Fes Hiicre iskeleti/membrant
Ras-GAP Ras-GTPaz

GAP-iliskili protein Ras aktivasyonu?

PLCy Fosfolipaz

P13 kinaz (p85 alt iinitesi) Serin kinaz

Syp Sitoplazmik fosfataz
Bap-1 14-3-3 protein

Cbl Bilinmiyor

Vav Hematopoetik farklilagsma

BCR-ABLI fiizyon proteini RAS/MAPK, PI-3 kinaz, CRKL, JAK-STAT ve
Src yolag1 gibi bir¢ok hiicre i¢i sinyal yolagini aktive eder. BCR-ABL1 aktivasyonu
onciil hematopoetik hiicrelerinin biiytime faktorlerinden bagimsiz olarak ¢ogalmasina
yol agar.

KML’de Ras yolag1 hematopoetik hiicrelerin proliferasyonuna sebep olan ve
apoptozu inhibe eden biiylime faktorleri ve sitokinler tarafindan uyarilir. BCR-ABLI1
tarafindan Ras yolagimin aktivasyonunda GAB2, GRB2, Ras aktivatorii Son of
sevenless (Sos) ve SH2-SH3 adaptorii CRKL gibi bircok aract molekiil gorev yapar.
Aktive olan RAS, hiicre zarinda lokalize bir serin/treonin kinaz olan Ref molekiiniin
aktivasyonu saglar. Sonug¢ olarak MAP/ERK kinazlar ve MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinaz) aktivasyonu transkripsiyonu artirir.

BCR-ABLI aracili transformasyon ve proliferasyonda hiicrelerde ikincil

haberci sistemini uyarabilen, biiyiime ve sagkalimda goérev yapan Akt, motalitede
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gorevli RAC, protein sentezini artirma gorevi olan S6 kinaz ve RAS yolag: ile
etkilesebilen PI3K yolaginin da rol oynadig bildirilmistir.

Normalde hematopoetik biiyiime faktorlerinin hiicre ylizey reseptorlerine
baglanmasi ile aktive olan JAK (Janus Kinaz) dimerizasyon sonucu aktivasyon olur.
Aktive olan JAK, STAT (Signal Tranducer and Activator of Transcription) yolagin
aktive eder. STAT ifadelenmesinin artis1 sonucu hiicre bilylimesi ve sagkalimina etki
eder, transformasyonda rol oynar. Ayrica BCR-ABLI1 Src kinazlar iizerinden ya da
direkt olarak STAT yolag ile etkilesebilir. Src ailesi kinazlar non reseptor tirozin
kinazlardir. KML’de blast krizine prograsyonda bilinen Hck, Lyn ve Fgr Src
kinazlarinin rol oynadig bildirilmistir.

Yukarida belirtilmis sinyal yolaklariin haricinde BCR-ABL1 aracili 16semik
transformasyonda Myc proto-onkogeni, reaktif oksijen tiirleri, adezyonu etkileyen
Crkl, Paxillin ve fokal adezyon kinaz (FAK) molekiilleri rol oynar. Ayrica DNA
onarim genlerinden XPB ile etkilesimi sonucunda BCR-ABL1 genomik instabiliteyi
artinir. KML’de BCR-ABLI araciligiyla aktive olan yolaklarin tanimlanmasi tedavi
amacli olarak yeni molekiiler hedeflerin belirlenmesi acisindan 6nemlidir (Sekil

2.13) (17).
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Sekil 2.13: BCR-ABLI sinyal yolaklar1 (17).

Sekilde bu yolaklarda yer alan transkripsiyon faktorleri mavi, serin/treonin kinazlar yesil ve apoptozla
iligkili proteinler kirmiz1 olarak gosterilmistir. Ayrica KML kok hiicre olusumu ve tarnsformasyonla
ilgili yolaklar ise turuncu ile gosterilmistir.

2.5 KML Hastahginda Tam

KML’de periferik kan ya da kemik iliginde Ph kromozomunun ve/veya BCR-
ABLI fiizyonunun gosterilmesi ile hastaligin kesin tanist konur. Sitogenetik
analizlerle Ph kromozomunun varligi, molekiiler analizler (RT-PCR) ile ABL ve BCR
genlerindeki kirik noktalarinin tespiti yapilabilmektedir. KML tanisinda FISH analizi
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ilk basamakta maliyet acisindan etkin degildir. BCR-ABLI varlig1 belirlenmis olan
bir hastada ekstra sonu¢ alimmasini saglamaz. Ancak sitogenetik analizler ve RT-
PCR analizi sonucunda BCR-ABLI negatif olarak belirlenmis ama klinikte KML 6n
tanisi olan hastalarda tan1 aninda en duyarli test olmasi acisindan FISH analizi

yapilmasi gereklidir (2).

2.6 KML Hastahginda Tedavi

KML tedavisinde hedeflenmis tedavi uygulamalarinin kesfedilmesinden 6nce
bustilfan, hidroksiiire, radyoterapi, alfa-interferon (a-INF) ve allojenik kok hiicre
nakli kullanilmaktaydi (18).

Hidroksiiire kronik fazda KML tanist almis hastalarda 16kosit sayisini
azaltmay1 saglayan ilk tedavi basamagidir. Yan etkisi yoktur, ancak hastalarda
sadece hematolojik yanit olusmaktadir. Hidroksiiire ile sitogenetik yanit elde
edilememektedir (19). Busiilfan ise hidroksiiireye benzer sekilde 16kosit sayisinin
diistiriilmesini, hematolojik yanit olusmasini saglamaktadir. Ancak yan etkileri daha
fazladir (20).

KML’de hedefe 6zgii tedavilerin kullanilmaya baslanmasindan 6nce allojenik
kok hiicre nakli yaptirma sansi olmayan hastalarda erken kronik fazda etkili olan
antiproliferatif 0zellik gosteren o-INF tedavisi kullanilmaktaydir. Bu tedavi
hastalarin %50’sinde hematolojik yanit yani sira sitogenetik yanit gelismesini de
saglamaktadir. Fakat erken yan etkileri oldukc¢a fazla oldugu i¢in ancak diisiik
dozlarda kullanilabilir (20). Sagkalim agisindan interferonun tedavide hidroksiiire ve
busiilfan’dan daha etkili oldugu tespit edilmistir (19).

KML hastaliginda hedeflenmis tedavilerin gelistirilmis olmasina ragmen
halen tek kiiratif tedavi allojenik kok hiicre naklidir. 50 yas alti kronik faz KML
hastalarinda %50 oraninda tedavi basaris1 saglamistir. Ancak akselere fazda %25-35
ve blastik fazda 9%10’dan daha az tedavi basaris1 vardir. Allojenik kok hiicre nakli
sonrasi olusabilecek en 6nemli komplikasyon graft-versus-host hastaligidir. Ayrica
hastalarin %15-20’sinde relaps gozlenir. Allojenik kok hiicre tedavisinde tedavinin
basarisinda hasta yasi, tanidan itibaren gecen siire, hastalik evresi, verici akrabalik
derecesi, verici cinsiyet uyumu, kok hiicre kaynagi gibi faktorler etkilidir (21).

BCR-ABLI’i hedefleyen tirozon kinaz inhibitdrlerinin gelistirilmesi ile KML
tedavisinde blyiik gelismeler olmustur. KML tedavisine yonelik ilk gelistirilen
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tirozin kinaz inhibitérii imatinib mesilattir (STI571). Faz 3 IRIS (International
Randomized Study of Interferon versus STIS71) c¢alismasi sonucu KML’de ilk
basamak tedavi olarak kabul edilmistir. Imatinibden sonra BCR-ABLI hedefli
tedaviye yonelik iki tirozin kinaz inhibitorii (dasatinib (BMS-354825) ve nilotinib
(AMN107) daha gelistirilmistir (22).

Imatinibin molekiiler hedefinde BCR-ABLI, ABLI, trombosit kaynakli
bliylime faktorii reseptorii (PDGFRa ve B), C-kit reseptorii (KIT) ve koloni stimule
eden faktor-1 reseptorii vardir. BCR-ABLI, ABLI, KIT, PDGFR’1 hedeflemelerinin
yani sira dasatinib efrin tip-a reseptoriine 2, Src kinaz ailesine ve Nilotinib ARG’e
etki eder. Dasatinib, imatinib direnci ve intoleransi bulunan hasta gruplarinda
kullanilabilir. Klinik uygulamada dasatinibin T3151, V299 ve F317 mutasyonlari
tasiyan formlar1 disinda BCR-ABL1’in  tiim aktif ve inaktif formlarina
baglanabildigini gostermistir. Nilotinib, imatibin kimyasal ac¢idan degistirilmesi ile
tiretilmis bir tirozin kinaz inhibidtiirdir. BCR-ABLI’mn ATP baglanma bdlgesine
afinitesi imatinibe gore daha fazladir. Imatinib direnci ve dasatinib basarisizlig1 olan
olgularda kullanilir. Ancak Y253, E255, T315 ve F359 Abl kinaz domain mutasyonu
tagityan bireylerde dasatinib etkili olmamaktadir (23-25). Direngli vakalarda tedavi
protokolleri olusturulmasina yonelik olarak inaktif/aktif/inakif BCR-ABL1 inhibitorii
bosutinib (SKI-606), potent ve dual Abl/Lyn kinaz inhibitorii INNO-406 (NS-187),
ONO012380, MK-0457, SGX393 ve XL228 molekiilleri gelistirilmistir. Ayrica KML
tedavisinde tirozin kinaz inhibitorii disinda da DNA metilasyon inhibit6rii desitabin,
farnezil transferaz inhibitorleri tipifarnib ve lorafarnib, protein sentez inhibitorii
homoharingtonin kullanimi {izerine arastirmalar devam etmektedir (25).

KML takibi hedeflenmis tedavi sonrasinda takip hastalarda tam sitogenetik
yanit (CCyR) gelisimi olup olmadiginin sitogenetik analizi ve molekiiler yontemlerle
BCR-ABLI fiizyon gen transkriptinin Ol¢iilmesi ile yapilmaktadir (Tablo 2.1) (21).
Hastaligin relaps agisindan uzun siireli takibinin molekiiler yontemlerle yapilmasi
oncesinde tam sitogenetik yanit gelisiminin kemik iligi 6rneklerinde de dogrulanmasi
gereklidir. Ayrica hastalar her 3-4 ayda bir periferik kan 6rneklerinde QF-PCR ile
takip edilmektedir (26).
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Tablo 2.1: KML’de tedavi yanitint belirleme kriterleri (21).

HEMATOLOJIK TAM YANIT SITOGENETIK YANIT MOLEKULER YANIT (MR)
(CHR) (CvR) BCR-ABLYkontrol geni oranma giore
Lilkosit < 10 000/mm® Tam sitogenetik vamt (CCyR) Tam Molekiiler Yamt (CME)
Trombosit < 450 000/mm? %0 Ph+ BCR-ABLI =0
Bazofil=%65 Kismi Sitogenetik vamt (PCyR) Majdr Molekiiler Yanit (MMR)
Blast/promyelosit {-) %1-35 Ph+ BCR-ABL1 oraninda standart bazal degen
Ekstramediiller tutulum (-) Mindr Sitogenetik Yanit =3 log azalma
Splenomegali (-) %36-05 Ph+ el
Akselere/blastik faz bulgusu (-) Minimal Sitogenetik Yamt L MBI Tl
%66-95 Ph+
Yamitsiz
=%05 Ph+

KML tedavisinde ilk olarak gelistirilen tirozin kinaz inhibitori
imatinib(STI571 (4-[(4—methyl-1—-piperazinyl)methyl|-N—[4-methyl-3—[[4—(3—
pyridinyl)-2-pyrimidinyl] amino] phenyl] benzamide methanesulfonate; Glivec,
Novartis, Basel, Isvigre))’dir. STI571, Glivec ticari adiyla Novartis tarafindan 2001

yilinda piyasaya siiriilmiistiir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14: Imatinibin 2 boyutlu yapis1. (NCBI, PubChem)

BCR-ABLI hiicre i¢i sinyal yolaklarinda gorevli proteinler ile etkileserek
proliferasyonu artirir ve apoptozu inhibe eder. BCR-ABL’1n ATP baglanma bolgesi
bulunur. Imatinib tirozin kinaz enziminin ATP baglayic1 bélgesine kompetitif
inhibisyonla etki eder. Boylece BCR-ABL1 ATP baglayamaz ve etkilestigi sinyal

proteinlerin tirozin fosforilasyonunu gergeklesmez (22).

19



2.7  BCR-ABLI’in Modiilatorleri ve Etkiledigi Yolaklar: GRB2, GAB2, AKT

ve ERK Genleri

BCR-ABLI1 onkoproteini ile sitoplazmik molekiillerin etkilesimi temel
hiicresel olaylarda degisikliklere neden olur. Ornegin; Ras-MAPK yolaginin
aktivasyonu proliferasyon artigina, JAK-STAT yolaginin aktivasyonu transkripsiyon
aktivitesinde artisa ve PI3K-AKT yolagmin aktivasyonu ise apoptozda artisa neden
olur. BCR-ABLI1 amino ucunda adaptor bir protein olan GRB2’nin SH2 domaini ile
etkilesen tirozin-fosforilasyon bolgesi bulunur. Ayrica dimerizasyonda da N-terminal
gorev yapar. BCR geni Tyr 177 bolgesinin fosforilasyonu BCR-ABLI1 aracili
l6komogenez olusumuna neden olur. Bu bdlgenin otofosforilasyonu sonucu GRB2,
GAB2 ve SOS (Son of sevenless) ile etkilesir. GRB2 kompleksi RAS, PI3K ve
tirozin fosfataz SHP2 yolaklarini aktive eder. RAS sinyal yolaginin aktive olmasi da
MAPK yolagini aktive eder, proliferasyon artar. PI3K aktivasyonu ise E3 ubiquitin
ligase proteinin upregiilasyonu sonucu, FOXO transkripsiyon faktorlerinin
aktivitesini baskilar, sagkalimi artirir. Ayrica GRB2 p27°nin proteozomal yikimini
saglar, hiicre proliferasyonunu, protein translasyonunu ve hiicre proliferasyonunu
artiran mTOR aktivasyonuna neden olan AKT aktivasyonuna neden olur. BCR-
ABL1’'m Hck ve JAK2’yi direkt/indirekt fosforilasyonu ile STAT aktivasyonuna

neden olur. Sonug olarak myeloid ve lenfoid 16komogenez ortaya ¢ikar (17, 27).

2.8  Silimarin

Flavonoidler bitkiler tarafindan sentez edilen antioksidan, anti inflamatuar,
antikanserojen etkilere sahip polifenolik bilesiklerdir. Bircok malign hastalikta
tedaviye destek olarak ve tedavinin etkinligini artirmak amaciyla bitkisel
flavonoidler tiiketilmektedir. Bitkisel tedavinin insanlik tarihinde 3000 yildan
fazladir kullanimi vardir (28). Icerisinde KML’ nin de bulundugu bir ¢ok malign
hastalikta, hastalar kemoterapinin etkinligini artirmak icin giinliik olarak bitkisel
kaynakli ek gidalar1 ve vitaminleri diyetlerine dahil etmektedir. Yiizlerce yildir
hepatit ve siroz tedavisi i¢in kullanilan ve deve dikeni bitkisinin 6ziitlinden elde
edilen silimarin (Silybum marianum) polifenolik bir flavonoiddir (Sekil 2.15).
Silimarinin antiproliferatif etkisi vardir. Silimarinin potansiyel proliferatif sinyal
hedefleri reseptor tirozin kinaz sinyalizasyonunda goérevli ERK-MAPK, PI3K-AKT-
mTOR ve JAK-STAT vyolaklari, androjen/androjen reseptor sinyal yolagi, NF-«xf
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sinyal yolagi, hiicre donglisii diizenleyici (CDK) yolaklar1 ve apoptotik sinyal
yolaklar1 olarak tanimlanmstir (Sekil 2.16) (29).

Sekil 2.15: Silimarinin 2 boyutlu sekli. (NCBI, PubChem)

N
Testosterone

.......
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Cell survival and

Activationfincreased proliferation

by silibinin Apoptosis ?
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by silibinin ¢ Cell cycle arrest 1~
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Sekil 2.16: Silimarinin hedefledigi hiicresel proliferatif yolaklarin sematik gosterimi (29).

Kolon kanseri, prostat kanseri gibi solid kanserlerde silimarinin AKT, STAT,
ERK, BCL-2, BAX ve kaspazlar iizerinden apoptozu uyarict ve proliferasyonu

azaltici etkisi gosterilmistir. ~ Klinik ve deneysel amagh olarak karaciger
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hastaliklarinin tedavisinde kullanilan silimarinin kemoterapi ve radyoterapiye bagh
hepatotoksisiteyi azalttigi daha onceki calismalarla gosterilmistir. Silimarinin
hepatoprotektif etkileri disinda tip 2 diyabeti Onleyici, antiinflamatuar,
antimetastatik, antioksidan, lipid peroksidasyonunu engelleyici, antifibrotik,

membran stabilize edici 6zellikleri de vardir.

2.9  Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemiyle

Gen ifadelenmesinin Analizi

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) sentetik olarak iiretilmis bir c¢ift
oligoniikleotid primerin ¢itf zincirli kalip DNA’daki hedefine baglanmasi ve bu
baglanan primerlerin arasinin deoksiniikleotidler (ANTP) kullanarak 1siya dayanikli
Thermus aquaticus (Taq) polimeraz enzimi tarafindan geometrik olarak cogaltilmasi
yontemidir. Hedef dizi primerlerin 6zgilliigii ile belirlenir. PCR reaksiyonu ¢ift
zincirli DNA’nin denatiirasyonu, primerlerin DNA zincirine baglanmasi ve primer
uzamasi basamaklarindan meydana gelir.

PCR iirtinlerinin gergek zamanl niceliksel analizi ise 1990’larda gelistirilen
RT-PCR yontemiyle miimkiindiir. PCR reaksiyonunun geometrik artis1 sirasinda
reaksiyonlardan floresan sinyal toplayarak iirlinlerin niceliksel olarak analizi
yapilabilir. Her PCR dongiisinde DNA miktar1 arttikca 1sima artar. Olusan bu
floresan 1s1manin saptanabilir oldugu nokta Cp (Crossing point) olarak isimlendirilir.
Cp degeri ile orneklerin baglangi¢ anindaki DNA yogunluklar1 arasinda orant1 vardir.
Bu sayede oOrneklerin Cp degerleri karsilagtirilarak baslangic anindaki DNA
miktarlart birbirleriyle kiyaslanabilir. RT-PCR 1s1ma egrisi belirli bir dongiliden sonra
plato fazina gecer Sekil (2.17) (30). RT-PCR yontemi ile gen ifadelenmeleri,

amplifikasyonlar, delesyonlar ve nokta mutasyonlarin analizi yapilabilir.
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Sekil 2.17: RT-PCR kinetigi (30).

PCR siirecinden dnce reverse (ters) transkriptaz enzimi ile mRNA cDNA’ya
doniistiiriilir. Rekasiyonlarda floresan sinyal kaynagi olarak hidroliz problari,
hibridizasyon problari, TagMan® problari, Molecular Beacon® problari ve SYBR®
Green I boyast gibi primerlere bagli ya da primerlerden bagimsiz floresan
isaretleyiciler kullanilir. Bu floresan isaretleyiciler ¢ift zincirli DNA’ya baglanir ve
¢ift zincirli DNA’nin artist ile dogru orantili olarak floresan sinyal verir. Hedeflenen
bolgenin ¢ogalip ¢cogalmadig reaksiyondan sonra erime egrisi (melting curve) analizi
ya da iiriinlerin jel elektroforez analizi ile tespit edilebilir (31, 32).

Relative kantifikasyonda belirli bir RNA’nin ifadelenme seviyesi baska bir
RNA’nin ifadelenme seviyesine oranlanarak gen ifadelenmesindeki degisim
belirlenir. Hiicrelerde sabit ifadelendikleri bilinen referans genler (house-keeping
genler) ya da evrensel RNA/DNA molekiilleri relative kantifikasyonda referans
olarak kullanilir.
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GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec ve Malzemeler

3.1.1 Kullanilan cihazlar

Laminar flow (Cytobaby, Danimarka)
Inkiibator (Heraus, Almanya)

Invert mikroskop (Olympos, Japonya)

Isik mikroskobu (Leica, Almanya)

Santrifuj Cihaz1 (Harrier, ingiltere)
Sogutmali santrifiij cihazi (Heraus, Almanya)
Vorteks (Dragon Laboratory, Cin)
Spektrofotometre (Epoch, Biotek, ABD)
Otomatik mikropipet (10,100 ve 1000 pl skalasinda)(Eppendorf, ABD)
Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

Derin dondurucu (Argelik, Tiirkiye)

Termal Cycler (Bioer, Cin)

Light Cycler 2.0 (Roche, Isvicre)

3.1.2 Kullamlan kimyasallar

Hiicre kiiltiirii medium RPMI 1640 (Biochrom AG, Germany)

Fetal Bovine Serum (Biochrom AG, Germany)

Antibiyotik (PSA)

Tryphan blue

MTT (Sigma-Aldrich, USA)

DMSO (Sigma-Aldrich, USA)

Tripure Isolation Reagent (Roche Diagnostics, Almanya)

RNaz spreyi (RNase free, Mercury, CLP, Pretech Instruments, Isvec)
cDNA sentez kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, Roche
Diagnostics, Almanya)

Etanol (Merck, Almanya)

Izopropanol (Merck, Almanya)

DEPC (Sigma-Aldrich, USA)

24



Kloroform (Merck, Almanya)

3.1.3 Kullanilan tampon ve c¢ozeltiler

MTT (5mg/ml konsantrasyonda, PBS ile hazirlanmais)
PBS fosfat tamponu

SDS %10 (50 g SDS + 5 ml 1 N HCI + 500 ml distile su)
DEPC ilave edilmis (%0,1) steril distile su

3.2 Yontem

3.2.1 K562 hiicre kiiltiirii calismalari

American Type Culture Collection (ATCC)’den ticari olarak liyofilize
formda temin edilen standardize K562 (Uriin no: ATCC-CCL-243) KML hiicreleri
(%10 fetal bovine serum (FBS) (Biochrom AG, Germany), %2 L-Glutamin, %1
penisilin/streptomisin karigimi igerecek sekilde hazirlanmis RPMI 1640 (Biochrom
AG, Germany)) besi yeri igierisinde, 25 cm*’lik hiicre kiiltiir kaplarina (Greiner Bio-
One Germany) ekildi. Hiicre kiiltiirleri %5 CO; ve %95 nem igeren 37°C sabit
sicakliktaki Heraeus marka (Hanau, Germany) inkiibatdrde inkiibe edildi. invert
mikroskop yardimiyla hiicrelerin gelisimleri gozlendi ve 2-3 giinde bir hiicreler
pasajlandi. Deneyler i¢in yeterli hiicre sayisina ulasilip ulagilmadigina Thoma lami
ile diizenli olarak hiicre sayimi1 yapilarak karar verildi. Tiim hiicre kiiltlirli ¢aligmalar1
laminar akim kabini i¢inde steril kosullarda yapildi. Hiicre canliligi tryphan blue

atma testi ile belirlendi.

3.2.2 MTT hiicre proliferasyon testi

Calismamizda uygulanan kimyasallarin hiicreler {iizerindeki sitotoksik
etkilerinin belirlenmesinde kantitatif kolorimetrik bir yontem olan MTT [3-(4,5-
dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide] hiicre proliferasyon
testi kullanildi. MTT testi uygulanan kimyasal konsantrasyonuna bagl olarak hiicre
canliliginda ve profilerasyonunda meydana gelen degisimin degerlendirilmesine
dayanmaktadir. MTT canli hiicrelerdeki mitokondri enzimleri ile indirgendiginde
coziinmeyen mor renkli kristallar olusturan sar1 renkli bir tetrozolyum tuzudur.
Olusan kristaller ¢esitli organik ¢oziicliler (SDS, DMSO, izopropanol gibi) ile

¢oziindiigiinde 540 nm dalga boyunda optik yogunluklarinin ol¢iilmesi ile kantite
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edilir. Sitotoksite arttik¢a yani hiicre canlilig1 ve proliferasyonu azaldik¢a formazan
olusumunun azalmastyla birlikte dl¢iilen optik yogunlugun da azaldig: bilinmektedir.
ICsp degeri hiicre proliferasyonunun uygulanan kimyasal konsantrasyonuna bagh
egrisinde hiicrelerin %50’sinin canli oldugu kimyasal konsantrasyon degerini ifade
etmektedir.

Bu calismada STIS71’in 48 ve 72 saat icin ayr1 ayri ICsy konsantrasyon
degeri belirlendi. Her iki uygulama zamani i¢in 3’er set imatinib MTT testi
uygulandi. Literatiirden yola ¢ikilarak imatinib MTT testinde en yiiksek doz olarak
0,6 uM konsantrasyon ile uygulamaya baslandi. 48 ve 72 saatlik inkiibasyondan
sonra plaklarin her kuyusuna 20 pl MTT (5 mg/ml distile su) eklendi. MTT ile 4 saat
inkiibasyon sonrasinda ise tiim kuyucuklara 100 pl %10’luk SDS (50 g SDS + 5 ml 1
N HCI + 500 ml distile su) eklendi. Bir gece inkiibasyonun ardindan plaklar ELISA
okuyucuda (Epoch Microplate Spectrophotometer System, Biotek, USA) 540 nm
dalga boyunda okundu.

MTT hiicre proliferasyon testi sonuglari SPSS Software (SPSS Inc., USA)
Student’s t-test uygulanarak o = 0.05 olmak {izere anlamli farkin belirlenmesi ile

analiz edildi.

3.2.3 Hiicre kiiltiirlerine imatinib ve silimarin uygulamalar

K562 hiicreleri her kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde alti kuyucuklu
kiltlir kaplarina ekildi. 48 saat ve 72 saat imatinib, silimarin ve imatinib-+silimarin ile
muamale etmek icin 2’ser ayr1 set kiiltiir kabi hazirlandi. Hiicrelere imatinib
uygulamasinin ICsy dozunda ve ICsy dozunun yaris1 (ICsy/2) dozda yapilmasina karar
verildi. K562 hiicrelerine 48 saat inkiibasyon i¢in son konsantrasyon ICsy muamele
grubu 240 uM/ul imatinib, ICs¢/2 muamele grubu 120 pM/ul imatinib, 300 ng/ul
silimarin ve 72 saat inkiibasyon i¢in ICsy grubu 130uM/ul imatinib, IC50/2 muamele
grubu 65 pM/ul imatinib, 300 ng/ul silimarin olmak tizere ilgili kimyasallar eklendi
(33). Kiiltiir kabinin her kuyusunda son hacim 2 ml olacak sekilde kuyulara hiicre
kiiltiir besiyeri eklendi. Kullanilan Silimarin (Sigma) ve Imatinib mesilat (Novartis,
CGP057148B) cozeltileri steril distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi. Sonug olarak
48 ve 72 saat uygulamalar i¢in kontrol, Imatinib(ICs), Imatinib(ICs0/2), Silimarin,
Imatinib(ICso)+silimarin ve Imatinib(ICs0/2)+Silimarin olmak iizere 6’sar, toplam 12

grupta hiicre elde edilmis oldu.
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3.2.4 Hiicre kiiltiiriinden RNA eldesi

RNA izolasyonundan 6nce kullanilacak tiim cihazlar, araglar ve yiizey RNaz
spreyi (RNase free, Mercury, CLP, Pretech Instruments, Isvec) ile silindi. 48. ve 72.
saatlerde uygulama kaplarindaki hiicrelerden modifiye ve optimize edilmis
Guanidium Tiyosiyanat (GTC) metodu kullanilarak RNA izole edildi (34). Tim
RNA izolasyon basamaklari degradasyonu engellemek amaciyla buz iizerinde
gergeklestirildi. K562 hiicreleri, kuyulara 1ml Tripure Isolation Reagent (Roche)
eklenerek 1,5 ml lik tliplere aktarildi. Pipetaj yardimiyla 6rneklerin homojenizasyonu
saglandi. Tiiplere 200 pl klorofom (Merck, Almanya) eklendi. Tiip igerigi
vortekslendi. 15 dk 15000 rpm hizda santrifiij edildi. Tiip igerigi 3 ayr1 faz olusturdu.
En tiistteki akoz faz temiz 1,5 ml lik tiipe alindi. Temiz tiipteki RNA igeren bu siviya
oda sicakliginda 500 pl izoproponal eklendi ve tiipler kisa siire vortekslendi.
RNA’nin ¢dkmesi i¢in drnekler yaklasik 16 saat -20°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 0rnekler 15 dk 15000 rpm hizda santrifiij edildi. RNA 6rnekleri pellet halinde
tiiptin dibinde gozle goriilebilir hale geldi. DEPC’li steril distile su ile hazirlanmis
1000ul %75’lik EtOH ile RNA pelletleri yikandi1 ve 7500 rpm’de 3 dk santrifijj
edildi. Pipet yardimiyla pellete miidahale etmeden iist sivi uzaklastirildi. RNA
pelletleri kurutuldu. Kuruduklarinda saydamlasan RNA pelletleri 15 pl DEPC ile
muamele edilmis (%0,1) steril distile su iginde ¢ozlildii. RNA 6rnekleri kisa siireli
olarak -20°C’de saklandi. Ayrica 72 saat inkiibasyon grubundan da ayni protokol ile
RNA izole edildi.

RNA  orneklerinin  konsantrasyonu ve safligt  Epoch  Microplate
Spectrophotometer System (Biotek, USA) kullanilarak niikleik asitlerin 260 nm’de
ve proteinlerin 280nm’de optik yogunluklar1 Olgiilerek belirlendi. Tiim RNA
ornekleri icin OD260/0D280 oran1 1.6-2.0 optimal araliginda 6lgiildii.

3.2.5 RNA’dan cDNA eldesi

RNA oOrneklerinden c¢cDNA sentezi Transcriptor High fidelity cDNA
Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak yapildi. Total RNA’dan
cDNA sentezlenmesi i¢in kit igeriginde bulunan random hexamer primer

kullanilmasi tercih edildi.
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cDNA sentez reaksivonu kalip-primer karisimi icerigi:

Hacim Son konsantrasyon
Total RNA . Degisken Iug
Random Hexamer Primer, 600pmol/ pl: 2ul 2,5 uM
Su (PCR grade) : Degisken Son hacim 11.4 pl
Toplam hacim 114

Kit protokoliine uygun olarak hazirlanmis olan 6rnekler 65 °C’de 10 dakika

denatiire edildi. Asagidaki sekilde hazirlanmis premiksden tiiplere eklendi.

cDNA sentezi i¢in kullanilan karisimin icerigi:

Hacim Son konsantrasyon
RT Buffer 4l 1% (8 mM MgCl,)
RNase inhibitor 0,5 20U
dNTP miks (her biril0mM) o2l Her birilmM
DTT o1l 5mM
Transcriptor High Fidelity
Reverse transcriptase o Ll 10U
Toplam hacim 20

Thermal cycler cihazinda kit protokoliine uygun programda (29 °C 10 dk, 48
°C 60 dk ve 85 °C 5 dk) cDNA sentezi gerceklestirildi.

3.2.6 Q-RT-PCRile BCR-ABLI, GRB2, GAB2, AKT ve ERK ifadelenme
analizi

K562 kontrol gruplar1 ve uygulama gruplarindan elde edilen cDNA ornekleri

ile ABLI, BCR-ABLI, GRB2, GAB2, AKT ve ERK genlerinin ifadelenme analizleri

yapildi. Her 6rnek i¢in 3 biyolojik replikadan elde dilen cDNA 6rnekleri 2’ser teknik

replika kullanilarak analiz edildi. BCR-ABL1, GAB2, GRB2, AKT ve ERK genlerinin

ifadelenme analizinde relatif kantifikasyon yapabilmek i¢in referans gen olarak ABL1

geni secildi (Sekil 3.1) (35).
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Sekil 3.1: ABLI geni (ENST00000318560) (35)

BCR-ABLI1 geninin ifadelenme analizi LightCycler® t(9;22) Quantification
kit (Roche, Almanya) ile diger genlerin ifadenme analizleri ise RealTime Ready
Designer Assays (Roche, Almanya) ile yapild1 (Tablo 3.1). LightCycler® t(9;22)
Quantification kit (Roche, Almanya) M-bcr ve m-bcer kiriklar: sonucu olusan BCR-
ABLI fiizyon transkriptlerinin relatif kantifikasyonunu i¢in hazirlanmig bir RT-PCR
kitidir.. Primerlerin tasarimi tiim t(9;22) translokasyon iiriinlerinin %95’ini olugturan

b3a2, b2a2, b2a3, b3a3 ve ela2 flizyon transkriptlerinin analizini saglar (36).

BCR-ABL 1 Reaksiyonu:

Hacim
t(9;22) Detection Mix : 6,2 ul
Su (PCR grade) : 6,8 ul
Reaction Mix : 2 ul
cDNA (kalip) : Sul
Toplam hacim : 20 pl
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Tablo 3.1: LightCycler 2.0 Cihazinda BCR-ABL1 gen ifadelenme analizi i¢in kullanilan program (36).

Program Denatiirasyon Amplifikasyon Sogutma
Parametre
Analiz Modu Yok Kantifikasyon Yok
Dongiiler 1 45 1
Boliim 1 1 2 3 1
Hedef 95°C 95°C 64°C 72°C 40°C
Zaman 30 sn I sn 10 sn 26 sn 60 sn
(s:dk:sn)
Rampa degeri 20 20 20 20 20
(°C/sn)
Belirleme Yok Yok Tek Yok Yok
Modu

ABLI1, GAB2, GRB2, AKT ve ERK genlerinin ifadelenme analizlerinde

kullanilan RealTime Ready Designer Assays (Roche, Almanya) primer ve prob

igerir. Prob hidroliz probu 6zelligindedir. Caligmamizda kullanilan RealTime Ready

Assay’ler LightCycler® Tagman Master (Roche, Almanya) ile c¢alismak iizere

gelistirildi. Reaksiyon igerigi onerilen sekilde asagidaki gibi hazirlandi ve Q-RT-
PCR programi uygulandi (Tablo 3.2) (35).

RealTime Ready Assay Reaksivonu:

RealTime Ready Assay

Master Mix (5x)
Su (PCR grade)
cDNA (kalip)

Toplam hacim

Hacim

1l

4 ul
10 pl
Sul
20 ul

30

Son konsantrasyon

Primerlerin her biri 8pmol
Probelarin her biri 4pmol

1 X konsantrasyon




Tablo 3.2: LightCycler 2.0 Cihazinda ABLI, GRB2, GAB2, AKT ve ERK gen ifadelenme analizi igin
kullanilan ortak program (35).

Program Denatiirasyon Amplifikasyon Sogutma
Parametre
Analiz Modu Yok Kantifikasyon Yok
Dongiiler 1 45 1
Boliim 1 1 2 3 1
Hedef 95°C 95°C 60°C 72°C 40°C
Zaman 10 sn 10 sn 30 sn 1 sn 30 sn
(s:dk:sn)
Rampa degeri 20 20 20 20 20
(°C/sn)
Belirleme Yok Yok Yok Tek Yok
Modu

Relatif kantifikasyon i¢in ABLI geni kullanildi. ABLI geni i¢in elde edilen

standard egrisi sekilde gosterilmektedir (Sekil 3.2).
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;,%Light(ycler Software 4.05 - [Burcu Tez 24122013_ABL Standard Curve] = | = LI
@ File Edit Yiew Tools ‘Window Help -|5 ﬂ

i Rur... {Zondpss.. | £30pen.. @ save B Repot | hTemplate.. & Run Macio

Absolute Quantification
J Channel (330] ~ Color Compensation = FProgram [2] + H Methaod [Auta] ~ Standard curve (In Run] -

Samples ‘ Results
Include | Color| Pos | Hame | TP | Corcermation | Standard | Amplification Curves
1 5TD 2444 1.10E5 1.00E5
W 2 Replof5TD 2457 1.00E5 1.00E5 814
B 3 ReplofSTD 2461 97264 1.00E5 1867
W 4 sTDa 2779 1.01E4 1.00E4 a1
B 5 FReplofSTDA 2781 1.00E4 1.00E4 o
B 5 FeplofSTDA 2782 a91E3 1.00E4 g
W 7 sTD2 3091 1.04E3 1.00E3 T 31
B 8 ReplofSTD2 .3 7.72E2 1.00E3 8 26
9 Repl of §TD2 310 A04E2 1.00E3 E
W 10 5TD3 0w 118E2 1.00E2 £ 2N
M 11 Replof5TD-3 3404 9E0E1 1.00E2 2 18
[] M 12 ReplofSTD3 1.00E2 11]
W 13 STD4 3690 985E0 1.00E1 -
[] M 14 ReplofSTD4 10061 |}
O 15 Repl of STD-4 1.00E1 044
B 15 NTC_ABL 62 120
2 4 6 5 1012141618 20 22 24 26 26 30 32 34 36 35 40 42 44
(| Cycles
Sitatistics |‘
Samples | MeanCp | STDCp | Meanconc | STD conc |
1.2.3 2454 003 1.02E5 £.54E3 Standard Curve
158 2781 ity 1.00E4 3.27E1
78,9 N 020 9.07E2 1.36E2 36
0.1 3390 019 1.07E2 1 68E1 E 54
-9 E
13 3690 9.85E0 U S :s
Efficiency: 2.036 g
8 26
S 25
24
1 3 3 4 5
Log Concentration

Analysis Motes |

Type | Date | Time |Message =
4 | o
{& Burcu Tez 241220

Lugged on ko LocalExor3 as System Admin ’Tra:eahle

Sekil 3.2: ABLI geni i¢in elde edilen standard egrisi.

Standard egrisi olusturulduktan sonra Ornekler her reaksiyonda kontrol
gruplarindan elde eilen cDNA 6rnegi olan kalibrator ile birlikte calisildi. Boylece
reaksiyon sonunda her Ornek i¢in hedef gen/referans gen konsantrasyon orani
hesaplandi. Bu oranin kalibratoriin  konsantrasyon oranina bdliinmesi ile
normalizasyon yapildi. Tiim genler i¢in ifadelenme diizeyi sonuglar1 normalize oran

olarak kullanild1 (AACT).

3.2.7 Istatistiksel analiz

Degiskenler kiiresellik ve varyanslarin homojenligi 6n sartlarinin kontrolii
sonras1 faktdriyel diizende “Tekrarlanan Olgiimler Varyans Analizi (Repeated
Measures Analysis of Variance)” yontemi ile degerlendirilmistir. Parametrik test
varsayimlarini saglamayan bazi degiskenler icin degerlendirme 6ncesi Box-Cox veri
transformasyonu yapilmistir. Coklu karsilagtirmalar i¢in diizeltilmis LSD testi
kullanilmistir. Veriler SPSS (Version 17, Chicago IL, USA) paket programinda

degerlendirilmistir.
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BULGULAR

4.1 MTT Yontemi ile Belirlenmis Olan Imatinib ICs, Degerleri

MTT hiicre proliferasyon testlerinin analizi sonrasinda imatinib i¢in 48 saat
uygulama ICsy konsantrasyonu 240 uM ve 72 saat uygulama ICsy konsantrasyonu
130 uM olarak belirlendi (Sekil 4.1, Tablo 4.1). K562 hiicreleri iizerine imatinib
etkilerini degerlendirmek i¢in hiicrelere belirlenen bu ICs, konsantrasyonlarinda ve
bu ICsy dozlarmin yarisinda konsantrasyonda uygulamalar yapilmasina karar verildi.
K562 hiicrelerine, Silimarinin ise literatiirdeki ¢alismalardan yola ¢ikilarak plasma
peak level olarak belirlenmis olan 300 ng/ul konsantrasyonda uygulanmasina karar
verildi (37).

Effect of Imatinib on K562
120

100 4 —e—48h

—8—72h
&80
60

40 +

cell viability (%)

20

0 1 10 100 1000
log [Imat] (uM)

Sekil 4.1: K562 hiicrelerine imatinibin MTT testi analizleri sonucu belirlenmis olan etkisi (48 saat ve
72 saat).

Tablo 4.1: MTT testi sonuglar1 (48 saat ve 72 saat inkiibasyon).

Imatinib 1Cs, 48 saat (UM)+SEM 72 saat (UM)ESEM
ICsp-1 2359 155,13

ICsp-2 2404 109,09

ICs0-3 151,5 55,023

Ortalama 209,2667+28,91 106,4143+28,93
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4.2 BCR-ABLI1, GRB2, GAB2, AKT ve ERK Genlerinin ifadelenme Diizeyleri

BCR-ABLI1, GRB2, GAB2, AKT ve ERK genlerinin ifade diizeyleri kontrol ve
uygulama gruplarinda RT-PCR yontemi ile degerlendirildi. Kontrol ve uygulama
gruplarindaki hiicrelerden elde edilen cDNA o6rnekleri ile BCR-ABL1, GRB2, GAB?2,
AKT ve ERK genlerinin yani sira bu genlerin normalizasyonu i¢in secilen ABLI
genine 0Ozgli problar kullanildi (Sekil 3.2). Hedef genlerin ifadelenmelerinin
housekeeping genin ifadelenmesine orantilanmasinda her reaksiyon ig¢in tepkime
sirasinda olugan floresan sinyalin esik degeri gectigi andaki dongii sayisini ifade eden
Ct degerleri kullanild1 (Sekil 4.2). Ct (Cp) degeri reaksiyonun baginda mevcut olan
cDNA miktar1 ile ters orantilidir. Ct degerlerinin belirlenmesinde her grup igin bu
orneklerden elde edilen degerlerin ortalamalar1 kullanildi. Tiim reaksiyonlarin kendi
aralarinda normalizasyonu i¢in ise her deney setinde kontrol grubundan elde edilen

cDNA ile ikiger teknik replika olmak tizere kalibratér cDNA kullanildi.

s LightCycler Software 4.05 - [Burcu Tez 01012014_BCRABL_1] (=] )
[ Fle Edt Yiew Tools Window Help =

13 23 pew @ Run {analysis.. | £30pen. [P Seve @ ot | ZTemplate.. £3 AunMacio

_ Relative Quantification - Monocolor

Group 1 | Summary |

’,—@ Terget| Fieference | Paiing Flesults |
| Group -
@ Set | Sample Type |_Pos_|Sample Name | CpMedian | Concenlralion Ratio | Nommalized Ralio_| Mullpication/Car.
Tarash Calbraior 553 CAL ABL 1 it} T
Fielerence Caibrator 23,30 CAL_ABL 435
ResulSet8  Target Unknown 23 Siimain 43h_1_BCRABL  26.32 [7.983) [0.21) 1"
J!' Reterence Urknowr 17,18 Silmarin 48h1_ABL 2469
ResulSet3  Target Unkrown 24 Siimain 48h_2 BCRABL 2753 [3.95€-3) ) 1"
Reference Urknonr 19,20 Simarin 48h:2_ABL 2486
PO [Resut St Target Unknown 25 Siimain 43h_3BCRABL 2856 [1.09E:3) [0.03) 1"
VA Reference Unknown 21,22 Siimarin 43h-3_ABL =27
Fiesult Set 11 Target Unkrown % Slmein72h 1 BCRABL 2774 [2.65E-3) 10.07) 1"
Reference Urknonn 23,24 Silmarin 72h1_ABL 515
ResutSet 12 Target Unkrown 27 Siimain72h 2 BCRABL 2753 [3.48-3) [n0g) 1"
1% Reference Unknown 25,26 Silimarin 72h-2_ABL 04
ResulSet13  Target Unknown 28 Silimain 720 3BCRABL 2773 [2.39E3) [0.08] 1"
Reference Urknonn 27,28 Silmarin 72h:3_ABL %22
‘L
45 Fiont screen | & BurcuTez 01012014 B {8 BurcuTez 26122013 4

Sekil 4.2: BCR-ABLI1 gen ifadelenmesinin 6rnek analizi (BCR-ABL1/ABLI).
Bu analizde 48 ve 72 saat silimarin uygulamasi sonucu K562 hiicrelerinde BCR-ABLI ifadelenme
diizeylerinin Ct degeri kullanilarak hesaplanmas1 gosterilmektedir.
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K562 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda 48 saat ve 72 saat
sonunda BCR-ABLI, GRB2, GAB2, AKT ve ERK ifadelenme diizeyleri belirlendi

(Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5).

Ve

Gen Ifadelenme Diizeylerindeki Degisiklikler

19V/343 11S+2/05D1 1w
19Y/543 11S+05D1 1w
18v/ Y3 uewi|is
19V/343 7/0SD1 1ew|
19Y/Y43 0501 1ew|
19v/)43 |03u0)

19Y/ IV [1S+2/0SD1 1ew|
19/ IV [1S+0SD1 1ew|
19v/DIv ulewnis

18Y/ 1NV 2/0SD1 1w
18V/1IY 0521 1ew|
18Y/L)IV [013u0)

19v/29e9 |1S+2/0521 1ew|
19Y/29e0 [1S+0S1 1ew|
19v/zqes uLew|is
18v/29e9 7/05D1 1ew|
19v/z4es 05d1 ew|
19v/2qeo [03uoy

19V/2949 1S+2/0SD1 1ew|
19V/2949 [1S+0SD1 1ew|
19V/Zq49 uewjis
19Y/2949 7/05D1 ew
19V/2949 051 1ew|
18Y/7949 [043u0)

19v/19v404 [1S+2/0SD1 1ew|
19v/19v424 1S+0SI1 1ew|
19v/18v40g ulewlis
19v/19v428 Z/0S21 1w
19Y/18v428 05D1 1ew|
18Y/18v4048 013U

2,5

15

0,5 -

0

Sekil 4.3: 48 saat sonunda kontrol ve uygulama gruplarinda BCR-ABL1, GRB2, GAB2, AKT ve ERK

ifadelenme diizeylerinin karsilastiriimasi.
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egisiklikler

Gen Ifadelenme Diizeylerindeki

19Y/Y43 11S+2/0501 1w
19V/343 |1S+05D1 1ew|
19Y/My3 unew|is
19V/Y43 2/0S1 1ew|
19Y/343 051 ew|
18v/X43 |043u0)

18Y/ IV [1S+2/0SD1 1ew|
19Y/ DIV 1IS+0SD1 1ew|
19V/DIv ulewjis

189v/ IV Z/0S21 1w
19Y/ IV 0521 1ew|

189V/ IV [0uoy

19V/29e9 |1S+2/051 1ew|

' 19V/79e9 [1S+0SD1 1ew|

19v/zqes uuewi|is
19v/24e9 /0521 1ew|
19v/z9e0 0521 1ew|
19V/Zqe9 |03u0)|

18Y/2949 [1S+2/0SD1 1ew|
19Y/2949 [1S+0SDI ew|

| 18V/7949 uLewl|is

19Y/2919 7/0521 ew|
19V/2449 0521 1ew|
19V/2q49 [03uoy

“IIS+2/0S21 1ew|

19v/19v404 1S+0SDI 1ew|
19v/19v40g ulew|is
19v/19v428 Z/0SD1 1ew|
19v/18v428 051 1ew|
19v/18v404 [013u0)

GAB2, AKT ve ERK

, GRB2,

-ABLI

Sekil 4.4: 72 saat sonunda kontrol ve uygulama gruplarinda BCR

ifadelenme diizeylerinin karsilastiriimasi.

wae =

Gen Ifadelenme Diizeylerindeki Degisiklikler

m 48 saat

W 72saat

18Y/ Y3 [1S+2/05D1 18w
19v/ M43 [1S+0SD1 1ew|
19v/yy3 uewi|is
19v/>43 Z/0Sd1 1w
19v/X43 0521 ew|

| 18Y/)Y3 [0u0))
19v/ IV 11S+2/0SD1 1ew|
19V/ LIV 11S+0SD1 1ew|
19v/ LY uliew|is
18Y/ IV 2/0SD1 ew|
19v/ LIV 0921 1ew|
19V/1INV [03u0)y)

11S+2/0S21 1ew|

19V/29e9 |1S+0SI1 1ew|

= 19Y/7qRO ULeWIIS

18Y/29e9 /051 1ew|

19v/zqes 0sII ew|

18v/Zqe9 |0.3uo)

“I1IS+2/05D1 1ew)
19v/2949 [1S+0SD1 1ew|
19v/2q49 utewl|is
18Y/Z949 /0521 1ew|
19v/29419 0SD1 1ew|
19v/ 2949 [ouo))

“1IS+2/05D1 1ew)
“IIS+0SDI ew)
19v/18vY0g uliewl|is
19v/19v4dd4d ¢/0SD1 1ew|
18Y/18Y40d 0521 1ew|
19v/18v409 [03u0))

Sekil 4.5: 48 ve 72 saat sonunda kontrol ve uygulama gruplarinda BCR-ABLI, GRB2, GAB2, AKT ve

ERK ifadelenme diizeylerinin karsilagtiriimasi.

K562 hiicrelerinde BCR-ABLI ifadelenme diizeyinde 48 saat sonunda tek

kontrol grubuna gore azalma gozlendi ancak bu azalma istatiksel olarak anlamli
bulunmadi. Ayrica 48 saat sonunda tek basina silimarin (300 ng/ul) uygulamasindan
36
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sonra da kontrol grubuna goére BCR-ABLI gen ifadelenmesinde azalma goriildii.
Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Imatinib ve silimarinin
birlikte uygulandigr gruplarda BCR-ABLI ifadelenmesi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli olmayan azalma tespit edildi (p>0.05).
48 saat sonunda gruplarin kendi aralarinda karsilagtirilmalart sonucunda gen
ifadelenme diizeyleri agisindan istatistiksel agidan anlamli fark belirlenmedi
(p>0.05)(Sekil 4.6). Benzer sekilde 72 saat sonunda uygulama gruplar1 kontrol grubu
ile karsilastirildiklarinda BCR-ABLI ifadelenmesinde azalma meydana geldigi
belirlendi. Ancak bu azalma istatiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 4.7).

BCRABL Gen ifadelenmesi

0,9
0,8
0,7 +
0,6
0,5 -
0,4
0,3
0,2
0,1

>
(0

X0
L
©

&

Sekil 4.6: K562 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda 48 saat sonunda BCR-ABLI
ifadelenme diizeyleri.
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BCRABL Gen Ifadelenmesi
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Sekil 4.7: K562 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda 72 saat sonunda BCR-ABLI
ifadelenme diizeyleri.

K562 hiicrelerinde GRB2 ifadelenme diizeyi agisindan 48 saat ve 72 saat
sonunda tek basina ICsy (240 uM) ve 1Cs¢/2 (120 uM) dozlarinda imatinib, tek
basina silimarin (300 ng/ul) ve imatinib+silimarin uygulamalarindan sonra kontrol
grubuna gore azalma gozlendi ancak bu azalma istatiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0.05) (Sekil 4.8, Sekil 4.9). 48 saat ve 72 saat sonunda gruplarin kendi aralarinda
karsilastirilmalar1 sonucunda da GRBZ2 ifadelenmelerinde istatiksel olarak anlam

tagtyan bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05).
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Grb2 Gen Ifadelenmesi
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Sekil 4.8: K562 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda 48 saat sonunda GRB2 ifadelenme
diizeyleri.

Grb2 Gen ifadelenmesi

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1 W72 saat
0

Sekil 4.9: K562 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda 72 saat sonunda GRB2 ifadelenme
diizeyleri.

GAB?2 ifadelenmesi agisindan K562 hiicrelerinde 48 saat sonunda tek basina
ICs0 (240 uM) ve 1Csp/2 (120 uM) dozunda imatinib uygulamasindan sonra kontrol
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grubuna gore azalma gozlendi. ICso (240 pM) imatinib uygulanan grupta GAB2
ifadelenmesindeki azalma kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.05). ICs¢/2 (120 uM) imatinib uygulama grubundaki azalma
ise istatiksel acidan anlam tasgimamaktadir. Ayrica 48 saat sonunda
imatinib+silimarin uygulamasi yapilan iki grupta da (ICso imatinib+silimarin ve
ICs¢/2 imatinib+silimarin) kontrol grubu ile karsilastirildiginda GAB2 gen
ifadelenmesinde istatiksel agidan anlamli azalma tespit edildi (p<0.05) (Sekil 4.10).
72 saat sonunda GAB2 ifadelenmesi agisindan kontrol ve uygulama gruplar
karsilastirildiginda ifadelenmenin tiim uygulama gruplarinda azaldigi ancak bu

azalmanin istatiksel agidan anlamli olmadig1 belirlendi (p>0.05) (Sekil 4.11).

Gab2 Gen Ifadelenmesi
0,8
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Sekil 4.10: K562 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda 48 saat sonunda GAB2 ifadelenme
diizeyleri.
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Gab2 Gen Ifadelenmesi
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2 W72 saat
0
Q> Q¥ " Q¥
N '1,\? N N '\,\? N
X X X P X P
& & & & & &
> o o & N N
< & o\ > g g
& \.\/ \o, < “’J0 \1'
¥ @ X’ » Y &
\6\ 6@ ,5&./ N
N L >
&

Sekil 4.11: K562 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda 72 saat sonunda GAB?2 ifadelenme
diizeyleri.

K562 hiicrelerinde AKT ifadelenmesi agisindan degerlendirme yapildiginda
48 saat ve 72 saat sonunda kontrol grubu ile uygulama gruplar arasinda istatiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmadigi tespit edildi (p>0.05) (Sekil 4.12, 4.13).

AKT Gen ifadelenmesi
0,35

0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05 MW 48 saat
0

Sekil 4.12: K562 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda 48 saat sonunda AKT ifadelenme
diizeyleri.
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AKT Gen Ifadelenmesi
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Sekil 4.13: K562 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda 72 saat sonunda AKT ifadelenme
diizeyleri.

48 saat sonrast K562 hiicrelerinde ERK ifadelenmesi agisindan kontrol ve
uygulama gruplar arasinda istatiksel a¢idan anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05)
(Sekil 4.14). 72 saat sonrasinda ise ERK ifadelenmesinin tek bagina silimarin ve
imatinib+silimarin (ICsy imatinib+silimarin ve ICsy/2 imatinib+silimarin) uygulama
gruplarinda kontrol grubuna gore istatiksel agidan anlamli olarak azaldig: belirlendi

(p<0.05) (Sekil 4.15).
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ERK Gen Ifadelenmesi
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Sekil 4.14: K562 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda 48 saat sonunda ERK ifadelenme
diizeyleri.

ERK Gen Ifadelenmesi
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Sekil 4.15: K562 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda 72 saat sonunda ERK ifadelenme
diizeyleri.
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TARTISMA

KML molekiiler patogenezinden sorumlu Philadelphia kromozomu
tizerindeki BCR-ABLI1 fiizyon geni JAK-STAT, MAPK-ERK ve PI3K-AKT hiicre
i¢i sinyal yolaklarinm1 aktive ederek 16semik hiicrelere segici biiylime avantaj1 saglar.
ABLI proteini saglikli hiicrelerde ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda hareket ederken,
BCR onkogeni ile flizyon olustugunda islevi degisir. Flizyon protein kalici olarak
sitoplazmada bulunur ve onkogenik yolaktaki proteinler ile siirekli etkilesime gecer.
ABLI’in tirozin kinaz aktivitesi BCR ile flizyonu sonucunda siireklilik kazanir,
dimerizasyonu, tetramerizasyonu ve otofosforilasyonu meydana gelir. BCR-ABLI
tizerindeki fosfotirozin rezidiilerinin artmast sonucunda diger proteinlerin SH2
baglanma boélgeleri ile siirekli olarak etkilesir. BCR-ABL1 onkoproteini ve diger
sitoplazmik molekiillerin anormal etkilesimi temel hiicresel olaylar1 etkiler. MAPK-
ERK yolaginin uyarilmasi artmig proliferasyona, JAK-STAT yolaginin uyarilmasi
transkripsiyonel aktivitede artisa ve PI3K-AKT yolaginin uyarilmasi ise apoptozda
azalmaya ve sagkalimda artisa neden olur (17).

BCR-ABLI hiicre i¢i hedef sinyal molekiilleri ile GRB2 adaptor proteini
tizerinden etkilesir. BCR-ABL1/GRB2 kompleksi, GRB2 proteininin SH3 bolgesi
yardimiyla Son of Sevenless (SOS) ile baglanir. GAB2 adaptdr proteini aktive olur
ve Ras’t GDP-bagl inaktif formundan GTP-bagl etkin formuna doniistiiriir. Ras
yolaginin akisasagi yoniinde ERK sinyal molekiilleri yer alir. Ayrica olusan
kompleks PI3K-AKT yolagini aktive eder. Forkhead O (FOXO) transkripsiyon
faktoriinii  baskilayarak sagkalimin artmasinin  yani swra p27 proteozomal
degradasyonu ve mTOR aktivasyonu sonucu proliferasyonda artisa neden olur.
Sonug olarak mTOR upregiilasyonu otofaji gibi énemli hiicresel olaylar1 bloke eder.
Ayrica BCR-ABL1’in KML hiicrelerinde tanimlanmis tirozin fosforile proteinler
olan CRK ve CRKL iizerinden de AKT yolagma etki ettigi gosterilmistir. AKT
yolagimin aktivasyonu sonucu apoptotik mekanizmada gorevli Bad, Caspase 9,
Mdm2 ve Askl gibi bircok substrat fosforile olur. Sonug¢ olarak sagkalimda ve
l6semik hiicre klonunda artis goriliir. Literatiirde de BCR-ABLI’in aktive ettigi tim
hiicre i¢i sinyal yolaklarin ortak o6zelligi proliferasyon kontroliiniin kaybina ve

l6semik hiicre klonunun selektif artisina neden olmalar1 olarak tanimlanmustir.
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Ayrica literatiirde flavonoidlerin bir¢ok kinazin ATP-baglanma bdolgesine baglanarak
reseptOr tirozin kinaz inhibitorii olarak gorev yaptigi tanimlanmistir. BCR-ABLI
transformasyonunda yer alan yolaklara 6zgli inhibitorlerin kullanimimin KML
tedavisinde imatinib etkinligini artirmasindan yola c¢ikilarak flavonoidlerin bu
yolaktaki etkilerinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir (17).

Bu ¢alismada insan KML hiicre dizisi K562 hiicrelerine tedavi protokoliinde
rutin olarak kullanilan tirozin kinaz inhibitorii imatinib ile birlikte literatiirde cesitli
kanser hiicreleri iizerinde apoptozu arttirdig1 tanimlanmais bitkisel bir flavonoid olan
silimarin uyguland1 (38). Silimarinin oral yolla alindiginda eristigi en yiiksek plazma
konsantrasyonunda (300 ng/ml) hepatoselliiler karsinoma hiicreleri iizerinde
doksorubisinin sitotoksik ve genotoksik etkilerini artirdigi da bilinmektedir (39).
Bitkisel flavonoidler yiizyillardir kanser tedavisinde tamamlayici molekiiller olarak
kullanilmaktadir. Silimarin deve dikeni bitkisi tohumundan elde edilen dogal bir
flavonoiddir. Literatiirde silimarinin prostat, meme, cilt, kolon, akciger, bobrek ve
mesane gibi ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi, hiicre siklusunu regiile
ettigi, anjiyogenez, metastaz ve invazyonu inhibe ettigi gosterilmistir (40-44). Bizim
calismamizda ise KML hiicre dizisi iizerinde imatinib ve silimarin kombinasyonunun
BCR-ABL1 modulatér proteinleri GRB2, GAB2 ve BCR-ABLI1 akisasaginda yer
alan AKT ve ERK ifadelenmeleri RT-PCR ydntemi ile mRNA diizeyinde arastirildi.
Hiicre dizisi olarak da imatinibe direncli olmadigi bilinen, standardize K562
hiicrelerinin kullanildu.

Hiicrelere 48 ve 72 saat boyunca ICsy ve ICso/2 dozlarinda imatinib
uygulandi. MTT sonuglarimizin literatiirde gosterilen K562 imatinib ICsy dozu ile
benzer oldugu goriildii (45). Literatiirde yapilan ¢alismalar incelendiginde cesitli
hiicre kiiltlirli c¢alismalarinda imatinib etkisinin daha ¢ok apoptoz agisindan
degerlendirilmis oldugu géze ¢arpmaktadir.

BCR-ABLI gen ifadelenmesinin tiim uygulama gruplarinda hem 48 saat hem
de 72 saat uygulama siireleri agisindan kontrol grubuna gére azaldigimi belirledik
ancak bu diisiis istatistiksel acidan anlamli degildi (p>0.05). Imatinib BCR-ABLI
fiizyon {irlinii olan proteine ATP ile yarismaci olarak baglanan 6zgiil bir tirozin kinaz
inhibitdriidiir (46). Imatinib fiizyon proteini iizerinden etkisini gostererek hedefindeki

proteinlerin fosforile olmalarini engellemektedir. Yani imatinib fiizyon transkriptin
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ifadelenmesini azaltmaz bunun yerine hedefindeki proteinlerin aktivitesini azaltarak
hiicrelerin boliinmesini engeller. Sonugta imatinibin direkt olarak BCR-ABL1 mRNA
transkript diizeyine etkisinin olmadig1 diisliniilmektedir. BCR-ABL1 ifadelenmesinde
uygulamalar sonucu meydana gelen azalmanin istatistiksel olarak anlam
tasimamasinin nedeninin uygulanan ICsy ve ICs¢/2 imatinib dozlarinda KML
hiicrelerinden ilaca duyarlilik gostermeyen sayica %50’den daha yliksek orandaki
hiicrenin boliinmeye devam etmesi sonucu ortamdaki BCR-ABLI transkript
diizeyinin artmaya devam etmesinden kaynaklandigi diigiintilmektedir.

BCR-ABLI sinyal iletiminde GAB ailesinden GAB2 temel rol oynar. GAB
proteinleri birgok farkli motif araciligiyla biiylime faktorleri ve sitokin reseptorlerinin
asagl akis yoniinde yer alan Shp2/Ras/ERK, PI3K/AKT/mTOR ve JAK/STAT
yolaklarin1 aktive eder (47). GAB proteinlerinin reseptor tirozin kinazlar ve diger
tirozin fosforile proteinler ile etkilesiminde GRB2 adaptor protein olarak gorev yapar
(48). Ornegin; GRB2 merkezi SH2 altiinitesi araciligiyla BCR’1n fosfotirozin 177
(Y177) bolgesine ve GAB2’nin C-terminal SH3 altiinitesine baglanir. Calismamizda
BCR-ABLI’in dogrudan etkilesimde oldugu GRB2’nin ifadelenmesinin kontrol grubu
ve uygulama gruplar1 arasinda istatistiksel acidan anlamli diizeyde farkli
olmamasinin sebebinin GRB2’nin BCR-ABL1 ve GAB2 arasinda adaptdr bir protein
olarak gorev yapmasi ve BCR-ABL1’den bagimsiz olarak ifadelenmesi oldugu
diistiniilmektedir.

GAB2 modiilator gen ifadelenmesi 48 saat sadece imatinib ICsy, imatinib
(ICsp)tsilimarin kombinasyonu ve imatinib (ICsy/2)+silimarin kombinasyonu ile
inkiibe edilen hiicrelerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalma gorildi (p<0.05). 72 saat uygulama grubu i¢in ise GAB2 gen
ifadelenmesinde kontrol grubuna gore azalma istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). GAB2 adaptor proteini BCR-ABLI transformasyonunda anahtar rol oynar.
BCR geni 177.pozisyonundaki tirozin GRB2 SH2 boélgesi ile etkilesir. GRB2 SH3
bolgesi ise GAB?2 ile etkilesir. GAB2 iizerinde PI3K p85 alt iinitesi ve Shp2 ile
baglanma bdlgeleri bulunur. Sonu¢ olarak GRB2 SH2 baglanma bolgesi GAB2’nin
tirozin fosforilasyonunu regiile eder. GAB2 downstreaminde ERK ve AKT yolaklari
yer alir (17). Dolayisiyla BCR-ABL1 GRB2 ve GAB2 iizerinden sagkalim,

proliferasyonu ve transformasyonu regiile eder. Ayrica KML hiicrelerinde GAB2
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mutasyonlart sonucu GAB2’nin asir1 ifadelenmesinin hiicrelerde imatinibe direng
gelismesinde etkili oldugu daha onceden gosterilmistir (49). Calismamizda elde
ettigimiz bulgulardan yola ¢ikarak imatinib tedavisine ek olarak silimarin desteginin
GAB2 ifadelenme diizeyini diisiirerek imatinibe direng gelistirilmesine engel
olabilecegi diistiniilmektedir. Sonuclar1 yayimlanan ¢aligmalar degerlendirildiginde
silimarinin K562 hiicreleri tizerinde GAB2 geninin ifadelenmesine etkisini arastiran
ilk ¢alisma bu arastirmadir.

BCR-ABLI’in fosforilasyonu sonucu GRB2 aracili olarak aktive olan GAB2
fosfotidilinositol 3-kinaza (PI3K) baglanir. Antiapoptotik ve 16komojenik sinyalleri
artiran PI3K/AKT yolag: aktive olur (17). Bu nedenle bu yolak KML tedavisinde
hedeftir. Literatiirde K562 hiicrelerinde silimarin uygulamasinin AKT sinyal yolagini
inaktive ederek kaspaz inaktivasyonu ve apoptoza yol agtigi protein diizeyinde
yapilan c¢alismalar ile gosterilmistir (50). Ancak bu c¢alismada AKT
inaktivasyonunun total AKT diizeyini degistirilmeden gerceklestigi de belirtilmistir.
Literatiir ile uyumlu olarak sonuclarimiz AKT mRNA transkript diizeyinde
uygulama ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadigini
gostermektedir (p>0.05). Silimarinin AKT yolagina etkisinin mRNA diizeyinde degil
protein aktivasyonu agisindan gerceklestigini diisiinmekteyiz.

BCR-ABLI1 akis asagi yoniinde yer alan Ras sinyal iletim yolaginin
aktivasyonu l6semik hiicrelerin biiyiime ve proliferasyonuna neden olur. Ras
aktivasyonu sitozolde gerceklesir. Post translasyonel prenilasyon sonucu Ras
aktivasyonu sonrasi RAF1 sitozolden hiicre zarina gecer. SRC ve diger kinazlar
tarafindan fosforile olur. RAF1 de MAPK/ERK yolagini aktive eder (17). Bu yolak
KML hiicrelerinde apoptozu ve sagkalimi diizenleyici role sahiptir. Calismamizin
sonuglarimi ERK gen ifadelenmesi acisindan degerlendirdigimizde sadece silimarin,
imatinib  (ICsp)tsilimarin ~ kombinasyonu ve imatinib  (ICs¢/2)+silimarin
kombinasyonu uyguladigimiz gruplarda kontrol gruplarina gore ifadelenmede
istatistiksel agidan anlamli azalma oldugu goriildi (p<0.05). Literatiirde KML
hiicrelerinde ERK ifadelenmesinin artiginin  transkripsiyonu, sagkalimi ve
proliferasyonu artirdigi gosterilmistir (4). Elde ettigimiz sonuglara gore literatiirle

uyumlu bir sekilde KML hiicrelerine imatinib uygulamasina ek olarak silimarin
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uygulamasinin ERK ifadelenmesini azaltarak transkripsiyonu baskiladigini ve
hiicreleri apoptoza yonlendirdigini diisinmekteyiz.

Calismamizda silimarin ile imatinib kombinasyonunun sinyal yolaklar
tizerindeki etkinligini doz bagimli ve siire bagimli olarak da degerlendirdik. Doz
bagiml etkinligi belirlemek amaciyla hiicrelere MTT yontemi ile belirledigimiz
imatinib IC50 dozunun yar1 konsantrasyonunda da uygulama yaptik. 48 saat
uygulama grubu sonuglarina gére GAB2 gen ifadelenme diizeyinin sadece imatinib
IC50 dozu uyguladigimiz grupta kontrol grubuna gore azaldigi ancak yalnizca
imatinib IC50/2 dozunu uyguladigimiz grupta kontrol grubuna gore azalmadigi
belirlendi. Ancak imatinib IC50/2 ile silimarin kombinasyonu uyguladigimiz grupta
ise GAB2 gen ifadelenme diizeyinin kontrol grubuna gore diismiis oldugunu
belirledik (p<0.05). Silimarinin K562 hiicrelerine GAB2 sinyal yolaginda imatinib
etkinligini artirarak etki ettigi belirlendi (Sekil 4.10). Ancak uygulama siiresi
uzatildiginda (72 saat) silimarinin bu katkis1 ortadan kalkmaktadir. 72 saat uygulama
grubunda GAB2 gen ifadelenme diizeyi acisindan kontrol grubuna goére anlamli bir
fark tespit edilmedi (p>0.05) (Sekil 4.11).

Doz ve siire bagimli sonuglart ERK ifadelenmesi agisindan inceledigimizde
de silimarinin benzer sekilde katkisi belirlendi. 72 saat uygulama grubunda
imatinibin IC50 dozunda ve IC50/2 yaridozunda ERK ifadelenmesi iizerinde etkisi
yok iken sadece silimarin ve imatinib ile silimarin kombinasyonu uyguladigimiz
gruplarda ERK ifadelenmesinde azalma tespit edildi (p<0.05) (Sekil 4.15). 48 saat
uygulama grubunda silimarinin bu katkis1 belirlenemedi (p>0.05) (Sekil 4.14).
Uygulama siiresi uzatildiginda (72 saat) silimarinin imatinibin ERK sinyal yolagina
etkisine katki sagladigi belirlendi.

Sonug olarak ¢alismamiz insan KML hiicre dizisi K562 iizerinde silimarinin
imatinib ile birlikte kullammminin BCR-ABLI1, GRB2, GAB2, AKT ve ERK mRNA
diizeylerine etkisini RT-PCR yontemi ile gdstermistir. Elde etigimiz verilerin analizi
sonucu silimarinin KML’de BCR-ABLI modiilator proteinlerinden olan GAB2’yi
baskilayarak ERK sinyal yolaginda downregiilasyon sagladigini tespit ettik (Sekil
5.1). Calisma amacina uygun olarak silimarinin imatinib ile kombine kullaniminin

etkiledigi sinyal yolaklarinin belirlenmesini saglamis ve KML tedavisinde rutin
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imatinib tedavi protokoliine ek olarak silimarin kullaniminin imatinib etkinligini

arttirabilecegini géstermistir.

Sekil 5.1: Caligmamiz sonucunda imatinib ile silimarin kombinasyonunun ifadelenmelerine etki ettigi
belirlenen sinyal molekiillerinin sematik gosterimi.
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SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonuglarini degerlendirdigimizde;

e Silimarinin K562 hiicrelerinde imatinibin etkisini GAB2 ve ERK sinyal
yolaklar lizerinden artirdigini

e Kullanilan imatinib dozu azaltildiginda bile silimarinin bu yolaklar {izerinden
imatinib etkisine katki sagladigini

e Bu katkis1 g6z oniinde bulundurularak silimarinin kombinasyon tedavilerinde
dikkate alinmasi1 gereken bir ajan oldugu sonucuna ulastik

Silimarinin kronik myeloid I6semi tedavisindeki katkisinin daha detayh

molekiiler ve in vivo ¢aligmalarla aydinlatilmas1 gerekmektedir.
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