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OZET

Kronik Myeloid Lésemi Hiicre Hattinda Tirozin Kinaz Inhibitorlerine Karsi Direng

Mekanizmalarinin Arastirilmasi

Seda Baykal Kose, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali,

Inciralt: Izmir/Tiirkiye, seda.baykal@yahoo.com

Kronik myeloid 16semi (KML), kimerik Ber-Abl onkoproteininin sentezlenmesinden
sorumlu t(9;22)(q34;q11) translokasyonu ile karakterize bir hematopoetik kok hiicre
hastaligidir. KML tedavisinde, imatinib gibi tirozin kinaz inhibitdrlerinin Bcer-abl’in islevini
engelleyerek sagladiklari 6nemli basariya ragmen ila¢ direnci bugiin hala hastalarin %20-

30’unu etkileyen ciddi ve belki de en 6nemli sorundur.

Ilag direncinin altinda yatan sebepleri anlamak iizere in vitro olarak tasarlanan
calismalarimizi, laboratuarimizda daha Once imatinib baskisi altinda dogal secilimle elde
ettigimiz, BCR-ABL mutasyonu/amplifikasyonu bulunmayan, yasam sinyalleri Ber-Abl’den
bagimsiz, tirozin kinaz inhibitorlerine direngli bir K562 alt-klonu (K562-Ir) iizerinde yaptik.
Tez kapsaminda hiicre 6liimi c¢aligmalari, senesens caligmalari, akim sitometrisi ile ylizey
belirtec molekiilleri taramasi, iic-boyutlu hiicre kiiltiirii galismalari, farkli TKi’lerle dozaj
denemeleri, proliferasyon deneyleri, Western blot, immiinofluoresans teknikleri ile gen ifadesi
caligmalari, hiicre farklilastirma deneyleri, MRNA mikrodizin (transkriptom) analizi, Q-PCR
ile amplifikasyon varliginin saptanmasi ve ekspresyon dogrulama caligmalari, microRNA

mikrodizin analizi gerceklestirildi.

K562-Ir hiicrelerinin atasal hiicrelerden farkli olarak yapiskan (adherent) ozellik
kazandig1 gozlendi. Direngli hiicrelerin daha yavas ¢ogaldiklari, tedavide kullanilan TK1’lerden
imatinib’e oldugu kadar nilotinib, dasatinib, bosutinib ve ponatinib’e de direncli olduklari;
hiicre 6lim sinyallerinin azaldigi, embriyonik yiizey markerlar1 kazandiklari, bircok hiicre-
doku-organ farklilasmasinda rol oynayan genleri yeniden regiile ettikleri; ti¢ boyutlu hiicre
kiiltiirii ortaminda tiimér sferoidleri olusturabildikleri gézlemlendi. Ayrica Ilag direnci, hiicre
¢ogalmasi, apoptoz direnci, hiicre farklilasmasindan sorumlu tutulan mikroRNA’larin

ifadesinde artis oldugu izlendi.
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Tiim verilerimiz bir arada degerlendirildiginde, 16semik popiilasyondaki bazi hiicrelerde
imatinib yanitinin transkripsiyonel instabilite ile sonug¢lanmasiyla fenotipik adaptasyon
gosteren, Ber-Abl-bagimsiz, agresif bir popiilasyonun ortaya ¢iktigimi ileri siiren yeni bir TKI

diren¢ modeli sunulmustur.

Anahtar Sézciikler: KML, imatinib, ila¢ direnci, TKI, plastisite, adaptif fenotipik
kayma, adaptif esneklik



ABSTRACT

Investigation of Resistance Mechanisms Against Tyrosine Kinase Inhibitors in Chronic
Myeloid Leukemia Cell Line
Seda Baykal Kdose, Dokuz Eyliil University Medical School, Medical Biology Department,

Inciralt: Izmir/Turkey, seda.baykal@yahoo.com

Chronic myeloid leukemia (CML) is a hematopoietic stem cell disease characterized
by the t(9;22)(q34;q11) translocation resulting in the chimeric BCR-ABL oncogene. Despite
the significant success of tyrosine kinase inhibitors (such as imatinib) inhibiting Bcr-Abl
oncoprotein function in the treatment of CML, drug resistance is still a serious and maybe the
most important problem affecting 20-30% of patients.

Our in vitro studies are designed using a TKI resistant K562 subclone (K562-1r) which
does not harbour any BCR-ABL amplification or kinase domain mutation. The K562-Ir
subclone was developed in our laboratory by natural selection under imatinib pressure, to
understand the underlying causes of drug resistance. We performed immunofluorescence,
Western blot and mRNA microarray (transcriptome) techniques for gene expression analyses;
three-dimensional cell culture studies; cell differentiation experiments; different TKIs
applications with cell death analysis; flow cytometric cell membrane marker screening;
proliferation assays; senescence assays; Q-PCR for amplification and expression confirmation
studies.

We observed that unlike K562 wild type cells, K562-Ir cells were adherent and
resistant to nilotinib, dasatinib, bosutinib and ponatinib in addition to imatinib. K562-Ir cells
are more resistant to cell death and proliferate slowly. They are capable of forming tumor
spheroids in three-dimensional cell culture studies. We also showed a significant differences in
the expression of genes that regulate cell-tissue-organ differentiation and development
processes in K562-1r cells. There is an increase in the expression of embryonic and cancer stem
cell surface markers. There is also an increase in the expression of microRNAs that regulate
the expression of genes involving cell differentiation, drug resistance, proliferation and
apoptosis resistance.

In conclusion, we present a new TKI resistance model suggesting that under imatinib
stress a sub-clone of the leukemic cells develop transcriptional instability resulting in a Bcr-

Abl-independent/aggressive population with phenotypic adaptation capacity.
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Keywords: CML, imatinib, drug resistance, TKI, plasticity, adaptive phenotypic
shift, adaptive plasticity



1.GIiRIS ve AMAC

KML patogenezinin temelinde, hematopoetik kok hiicresinde gerceklesen t(9;22)(q34;q11)
translokasyonu ve bunun sonucu olusan BCR-ABL kimerik geni yer alir. Hastalik, Ber-Abl
onko-proteininin sorumlu oldugu kontrolsiiz bir myeloproliferasyon ile karakterizedir. Tedavi
edilmeyen olgularda zaman igerisinde progresyon gozlenir. Ek somatik mutasyonlarla hiicreler
farklilasma yeteneklerini giderek kaybederler. Hastalik ilerledik¢e, baslangicta gbzlenen
l6semik hiicre/normal hiicre orani, 16semik hiicrelerin lehine artar. Hastaligin ilerleme
mekanizmasi olduk¢a karmasiktir ve hastaligin davranist her hasta i¢in farkli seyretmektedir.
Tedavi goren bazi hastalar, kronik fazda 20 yila kadar yasayabilmekteyken; bazi hastalarda
KML tablosu tedaviye ragmen birkag ay i¢inde ilerleyebilmektedir. Genel olarak bakildiginda
hastalar arasindaki bu heterojen tablo, BCR-ABL" klonun translokasyondan 6nce veya sonra
edindigi genetik anomalilere, gen ifadesi paternleri arasindaki kisisel farkliliklara, DNA hasari,
epigenetik degisimler gibi yasla birlikte gelisen hematopoezi etkileyebilecek birgok faktore
baglidir. Bugiin altin standart olarak kabul edilen tedavi yontemi, 2012 yilinda FDA onay ile
kullanima giren basta imatinib olmak iizere tirozin kinaz inhibitérlerinin (TKI) kullanimidir.
TKI bugiin KML’yi, pek ¢ok hasta icin kronik bir hastaliga déniistiirmeyi basarsa da ilag
direnci, bugiin hala hastalarin %?20-30’unu etkileyen, tedavilere yanitsizlik ve oliimle
sonuglanabilen ciddi ve belki de en 6nemli sorundur.

Doktora projem kapsaminda, daha 6nceki yillarda laboratuvarimizda K562 insan 16semik
hiicre hattindan klonal segilimle elde ettigimiz imatinib direngli K562-Ir hiicre hattt KML’de
ilag direncinin in vitro modeli olarak kullanildi. Gelistirmis oldugumuz K562-Ir hiicre hattinda
imatinib baskisi altinda morfolojik ve fenotipik degisikler izlendi. Hipotezimiz KML’de
izlenen imatinib ve diger TKI direncinin temelinde bu fenotipik esnekligin yer aldigidir.

Calismalarimizla KML ve ilag direnci biyolojisine katki saglamak amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Losemi, kemik iliginde firetilen beyaz kan hiicrelerinin kanseridir. Normal kan
hiicrelerinin iiretim siireci (hematopoez), kemik iliginde bulunan kok hiicrelerin, ¢ok siki
kontrol edilen ¢ogalma ve farklilagsmasini gerektirir. Losemiler ise “Onciil” kan hiicrelerinden
birinin, ¢esitli genetik bozukluklarin zemininde, farklilagsma siirecinin bir basamaginda
duraklamasi1 ve kontrolsliz olarak c¢ogalmaya baslamasiyla ortaya g¢ikmaktadir. Losemi
patogenezini daha 1yi anlayabilmek i¢in 6ncelikle normal kan hiicrelerinin liretim siirecine géz

atmamiz gerekir.

2.1 HEMATOPOEZ

Kan, islev ve morfoloji olarak birbirinden ¢ok farkli hiicreler barindirir. Cekirdeksiz
eritrositler, hemoglobin sayesinde dokulara oksijen tasimakla sorumludurlar. Plateletler
(trombositler) hemostaz ve pihtilasmadan sorumlu ¢ok kiigiik hiicrelerdir. Graniilositler
(nétrofil, eozinofil, bazofil) ve monositler dokularda fagositoz ve inflamasyonda gorev alirlar.
Lenfositler, antikor iiretiminden sorumlu B lenfositler, kendilerine diger hiicrelerin MHC
kompleksleri tarafindan sunulan yabanci antijenleri barindiran hiicreleri 6ldiiren T lenfositler
ve patojen ve timor hiicrelere karsi litik etki gosteren “dogal oldiiriicii hiicreler (natural killers
NK hiicreleri)” olarak iice ayrilir. Tim bu farkliliklarina ragmen kan hiicreleri, tek bir
hematopoetik kok hiicreden (HKH) koken alirlar. Hematopoetik hiicreler, kemik iligindeki kok
hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilasmasiyla meydana gelirler. Hematopoez de denilen bu siire¢
olduk¢a dinamiktir!. Cevresel uyarilar, ortamda bulunan sitokin, hormon ve biiyiime
faktorlerine cevaben HKH, myeloid veya lenfoid birincil onciil (progenitdr) hiicresine
farklilagir. Bu myeloid veya lenfoid onciiller, alt hiicre tiplerine farklilasma potansiyeline
sahiptirler. Molekiiler uyaranlara bagli olarak lenfoid progenitor ¢ogalir ve T lenfosit, B lenfosit
veya NK (natural killer) hiicrelerine farklilasir. Benzer sekilde myeloid progenitdr ise
graniilosit, monosit, eritrosit veya megakaryosit serileri olusturacak sekilde farklilagir (Sekil 1).
Bu farklilagsma ve hiicre ¢ogalmasi, kemik iligindeki stromal hiicreler ve hiicre dig1 matriks
tarafindan kontrol edilir. SCF, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, TPO, EPO, TGF, IL-3, IL-6, IL-2,
IL-7, IL-12, IL-1 gibi biiylime faktorleri ve sitokinler yardimiyla hiicreler giderek 6zellesmis
karakter kazanmir ve olgunlasirlar®®. Hiicrelerin yasam siireleri birbirlerinden farklidir ve

dolayisiyla erken embriyonik ddnemde baslayan hematopoez hayat boyu devam eder®.
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FIGURE 2-1 Chart of hematopoiesis.

Sekil 1: Hematopoez semasi. Ustteki mavi bolge kok hiicreleri, turuncu bélge birincil énciil hiicreleri
(progenitorler), sar1 bolge ikincil 6nciil hiicreleri (prekiirsorler) gostermektedir. En altta pembe ve
maviyle gosterilmig bolgelerde farklilagmasini tamamlamis, olgun kan hiicreleri gosterilmistir. Pembe
bolgedeki hiicreler dolasim kaninda, mavi bolgedeki hiicreler dokularda islev gostermektedir. (Rodak, B.

F. & Carr, J. H. Clinical hematology atlas)

Tezimizde kullandigimiz K562 16semik hiicre hattt myeloid-eritroid kokenlidir
(ATCC® CCL-243™).



2.2 LOSEMILER

Geleneksel olarak 16semiler, tutulan hiicre tipi ve progresyon hizina gore siniflandirilir.
Losemiler progresyon hizina gére akut ve kronik olarak ayrilir. Akut l6semilerde kemik iliginde
olgunlasmamis hiicre kompartimaninin normal hiicrelere oran1 ¢ok yiiksektir ve hastaligin seyri
olduk¢a hizlidir. Hastalarda yorgunluk, ciirlikler ve enfeksiyon belirtileri tipiktir. Tedavisiz
yasam siiresi aylarla siirlidir. Kronik Ilosemilerin Seyri ise yavastir. Losemik hiicreler
hematopoezdeki olgunlasma siirecinden “kismen” ge¢mistir ancak gerekli gérevleri tam olarak
yerine getiremezler. Baglangigta hastalarda hig sikayet gozlenmeyebilir ve hastalik basit bir kan
testindeki yiiksek lokosit sayisi (>10000/ul) ile ortaya ¢ikabilir. Tedavi edilmez ise akut
l6semilere gore yasam siiresi daha uzundur, ancak kronik l6semilerden kronik myeloid
16seminin akut 16semilere, kronik lenfositik 16seminin agresif lenfomalara doniisme potansiyeli
bulunmaktadir. Akut ve kronik losemiler hematopoezde tutulan Onciil hiicre serisine gore
myeloid (myelositik, myeloblastik) veya lenfoid (lenfositik, lenfoblastik) olarak ikiye ayrilir.
Boylece basit bir siniflandirmayla 16semilerde dort ayr1 grup ortaya ¢ikmaktadir: akut lenfoid
16semi (ALL), kronik lenfoid 16semi (KLL), akut myeloid 16semi (AML), kronik myeloid
16semi (KML) (Tablo 1) °.

Tablo 1: Losemi siniflandirmasi

Tutulan hiicre tipi | Akut Kronik
Lenfoid ALL KLL
Myeloid AML KML

Bu dort ana smiflandirmadan baska, T-hiicre losemisi, akut l0semilerden sayilan
myelodisplastik sendrom, KML’nin de i¢inde bulundugu myeloproliferatif hastaliklar arasinda
kronik notrofilik losemi (KNL), kronik eozinofilik losemi, myelodisplastik hastaliklardan sayilan
Jjuvenil myelomonositik [6semi (JMLL), kronik myelomonositik losemi (CMML), atipik-KML,
KLL ‘nin de i¢inde bulundugu lenfoproliferatif hastaliklar siniflandirmasinda hairy cell I6semi

diger 16semi tipleridir’ 8910111213



Tezimizde model olarak kronik myeloid 16semi (KML) hiicre hattini aldigimizdan,
molekiiler mekanizmalar1 daha iyi anlayabilmek adina ilerleyen boliimlerde KML ile ilgili

bilgiler verilmistir.

2.2.1 Kronik Myeloid Losemi (KML): Tanim ve Klinik

Kronik myeloid 16semi, myeloid seri hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasiyla karakterize bir
hematopoetik kok hiicre hastaligidir. Tiim 16semilerin %15 kadarini olusturur ve yillik insidanst
100.000/1-2 olarak izlenmektedir. Erkeklerde daha sik gozlenmekte olup; ortalama goriilme
yas1 45-55’dir. KML insidansi yasla birlikte artis gosterir. Hastalarin %30’u 60 yas iistiindedir.
KML vakalarin ¢ok az bir yiizdesi (yaklasik %3 kadar1) cocukluk ¢aginda gdzlenir.

Mutasyonlar germ hiicre hattinda olmadigindan kalitim riski yoktur.

Tedavi edilmeyen olgularda zaman igerisinde progresyon gozlenir. Ek somatik
mutasyonlarla hiicreler farklilagsma yeteneklerini giderek kaybederler. Hastalik ilerledikge,
baslangicta gbzlenen l6semik hiicre / normal hiicre orani, 16semik hiicrelerin lehine artar. KML
klinik agidan kronik, akselere (hizlanmus) ve blastik olmak tizere trifazik bir hastaliktir. Kronik
fazda hastalarda fiziksel sikayetler ya yoktur ya da ¢cok azdir. Periferik kanda ve kemik iliginde
blast oran1 %10’dan azdir**. Kesin tan1, tam kan sayiminda artmis 16kosit sayis1 ve Philadephia
kromozomu varligi ile konur. Periferik kanda veya kemik iliginde blastik hiicre oraninin %10-
%19 araligina yiikselmesi, periferik kanda en az %20 bazofil orani, hastanin tedaviye yanitinda
azalma sonucu artan lokosit orani/ splenomegali/ trombositoz/ trombositopeni, yeni
kromozomal anomaliler, tirozin kinaz inhibitorlerine karsi direng durumlarindan en az birinin
gozlenmesi durumunda akselere faza gegisten bahsedilir. Kanda ya da kemik iliginde blastik
hiicre say1sinin en az %20 oraninda gdzlenmesi ise blastik faza (blast krizi) isaret eder™. Blastik
fazda hiicreler artik kontrolsiiz ¢ogalmakla birlikte hiicre 6liimiine de direng gdstermektedir.
Ber-Abl asirt iiretimi, artmis EVII gen tirtinii, RB1, CDNK2A, TP53, p16 gibi timdr baskilayici
genlerde mutasyonlar ve kromozom instabilitesi gozlenir'®. Hastalarda ates, istah kayb, kilo
kayb1 izlenir. Tedavi edilmedigi takdirde tiim organlarda blast birikimi gozlenebilir. Hasta
enfeksiyon, hemoraji, akciger veya beyin trombozu vb. nedenlerle 3-6 ay igerisinde kaybedilir.
Hastaligin olusumunda etkili olan birincil genetik degisiklikler hastalig1 tasiyan tiim bireylerde
benzer olmakla beraber, bireylerin farkli prognoz ve tedavi yanitlari ikincil mutasyonlara

baglidir.



2.2.2 Kronik Myeloid Losemi: Molekiiler Biyolojisi

KML’de birincil genetik anomali 9. ve 22. kromozomlarinin q kollar1 arasinda
gerceklesen bir resiprokal translokasyondur. 9. Kromozomun 34 ve 22. Kromozomun ql1
bolgeleri arasinda gerceklesen bu dengeli translokasyon (t(9;22)(q34;ql1)), Philadelphia
kromozomu ad1 verilen derive (tliremis) kromozomu meydana getirir. Translokasyon sirasinda
22. kromozomun kirilma bolgesinde yerlesik BCR geni 9. kromozomun kirilma bolgesinde
yerlesik ABL geni ile birleserek BCR-ABL kimerik genini olusturur (Sekil 2). KML

patogenizinden, bu genin sentezledigi Ber-Abl onko-proteini sorumludur®’.

Chromosome Chromaosome
g 9+ 5
Chromosome Chromosome
220-
12,22)(q34:.911)
[ Reciprocal transkcation -]
g —@| c-BCAH > BCR-ABL
The Philadelphia
chromosome

ga4 _!C'AEL . ABL-BCR

Sekil 2: t(9;22)(q34;q11) resiprokal translokasyonunun sematik anlatimi (Duncan L. Smith, Jhon
Burthem, Anthony Whetton, Expert Reviews in Molecular Medicine, 2003, Cambridge University
Press)

2.2.2.1. c-ABL geni

Insanda c-Abl protoonkogeni Abelson fare ldsemi viriisiinde (Abelson Murine
Leukemia Virus) bulunan v-ABL’nin homologu olarak bulunmustur. c-ABL geni 9 no’lu
kromozomun q34 bandinda yerlesik ve 230 kb uzunlukta olup; 11 tane ekson igermektedir.
Abelson protoonkogeni (ABL) Philadelphia kromozomunun olusumu sirasinda intron 1’den
kirilmistir. c-Abl geni hem sitoplazma hem de nukleusta saptanan ama daha ¢ok nukleusa
lokalize olan 145kDa bir reseptdr olmayan protein kinazi kodlar ve fizyolojik olarak tiim insan

hiicrelerinde ifade edilir. Abl proteininin hiicre dongiisii, DNA onarimu, stres yanitlari, integrin
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sinyal iletimi, noral gelisim ve apoptoz siireclerinde hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyallerin

diizenlenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir'®1920,

2.2.2.2 BCR geni

BCR geni 22ql11°de yerlesiktir. Kinaz aktivitesine sahip 160kD’lik bir fosfoproteini
kodlamaktadir. Normal hiicrelerde Ber proteini, dncelikli olarak myeloid farklilagsmasinin ilk
evrelerinde yogun bir sekilde ifade edilirken; farklilagmanin ilerleyen basamaklarinda ifadesi
azalir. Bu nedenle KML’de Ber-Abl proteini siirekli yogun ifade edildiginden bu durumun
myeloid kompartmanin farklilasma basamaklarinda sorun olusturdugu diisiiniilmektedir. Ber
proteininin sitoplazmik yerlesimi oldugu bilinmektedir. Fakat yapilan ¢alismalarda mitotik
DNA’ya, oOzellikle yogun heterokromatine baglandigi da gosterilmistir. XBP gibi DNA
tamirinde gorevli proteinlerle iliskide oldugunu gosteren galismalar da vardir. ilk yillarda Ph(+)
hastalarda yapilan aragtirmalarda 22. kromozomun ql1 bolgesindeki kiriklarin 5.8 kb’lik bir
alanla sinirl oldugu gosterilmistir. Kiriklar intron dizileri igerisindedir. Gen ¢ok sayida kirilma
bolgesi icerdiginden “breakpoint cluster region” (ber) adini almistir. ilk tanimlanan kirilma
bolgesi major-BCR (M-BCR), daha sonraki yillarda tanimlanan ikinci bélge minér-BCR (m-
BCR) olarak isimlendirilmistir. En son mikro-BCR (u-BCR) olarak adlandirilan bir bolge daha

tan1m1anm1$t1r18'21'22.

2.2.2.3 BCR-ABL fiizyon geni

Translokasyon sirasinda kromozomlar tizerindeki kirilmalar ABL geninde Ib eksonu
oncesi ve la eksonu sonrasinda herhangi bir bolgede veya daha siklikla bu iki eksonun arasinda,
BCR genindeki kirilmalar ise yukarida bahsedildigi gibi genellikle {i¢ bolgeyle smirlidir®,
Flizyon sirasinda ABL geninin 3’ ucu BCR geninin 5’ ucuna eklenir. Bu konfigiirasyon fiizyon
genini BCR promotorunun kontroliine sokmaktadir. BCR ve ABL genlerinin her ikisi de Alu
sekanslart icerir. Genler arasindaki bu yeniden diizenlenmeler sirasinda ¢er¢ceve mutasyonu
gbzlenmez, okuma cergevesi (open reading frame) korunmaktadir®®?*. 9. kromozomda ABL
genindeki kirtk 200kb’lik oldukga biiyiik bir alanda bazi hastalarda 5° ugta iki alternatif ekson
(la-1b) arasinda, bazi hastalarda ise ilk intronun i¢inde gergeklesir. BCR genindeki kirilma
bolgeleri 1. ekson ile 2. ekson arasinda, ekson 13-14 (e13-14) ekson 14-15 arasinda veya ekson
19-20 arasindaki intronik bolgelerde gerceklesir ve onceki boliimde bahsedildigi gibi bu
bolgeler sirastyla m-BCR, M-BCR ve u-BCR olarak iige ayrilmaktadir. M-BCR bolgesi BCR
geninin orta boliimiinde yerlesik b1, b2, b3, b4, b5 olarak adlandirilan, e12-16’ya karsilik gelen
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5.8 kb’lik bolgedir. M-bcer bolgesinde ABL geninin 2 eksonuyla birleserek iki farkli kimerik
iriin veren Ozellikle iki kirilmaya rastlanir. Bu kirilmalar e13-e14 veya el4-el5 arasinda
gerceklesir. Sonucunda b2a2 (el3a2) ve b3a2 (el4a2) BCR-ABL transkriptleri ortaya cikar.
b2a2, b3a2 transkriptinden 75kb (22 aminoasit) daha biiyiiktiir. Her iki transkript de 210
kDa’luk aktif protein kinazi kodlar. ABL’nin 2. eksonu tim BCR-ABL transkriplerinde
barinmaktadir®?®. Kirik BCR’m ilk intronunda (ela2) (m-BCR bélgesinde) oldugunda
transkript 7.0 kb, M-BCR bdlgesinde oldugunda transkript 8.5kb boyutundadir. p-ber
bolgesindeki kirk ise e19-e20 arasinda gerceklesir. BCR ABL’e 1a ve a2 intronlarindan fiizyon
yapar ve sonucunda el191a ve el19a2 transkriptleri meydana gelir. Bu transkriptler 230kDa’luk
proteini kodlarlar (Sekil 3). Bu kirilma KML hastalarinda nadir olarak gerceklesir?’.

BCR-ABL transkriptleri her ne kadar 16semilerin etyopatogenezinde yer alsa da t(9;22)
translokasyonunun saglikli insanlarda da izlenebildigi ileri PCR teknikleriyle gosterilmistir. Bu
durumun hiicre dongiisii sirasinda iki kromozomun cok yaklastigi S fazindan G2 fazina

gecerken gergeklestigi ve hatanin immiin sistem tarafindan algilandig1 diisiiniilmektedir?®.

Genes Proteins
bt Mbs  pber
T 1
1 rz 2 34 568 9 111315 17 19 2123
Ber (L L Al i) { ———— T
PN | 488 R0 — ) pusss
Ib 1la 23 4 567 8910 11

ST RT0e 0 000 — (555 — T
BTEY W W0 — [ ———
b2a2 [ wmma—
i [ TRmmimi—
b2/a3 [ n—
vves G, [ W —

RV T 1 — " i —

o2 (Y ASNEEED ~ (R BRI —) [ i w—]

o2 (Y ANREID ~C R BRI ) =TT )

otz (Y A TR BTN ) [ SO —

c1on: (Y AEEERED (R BT TN ) GRS oo

Sekil 3: ABL ve BCR gen kirilma bolgeleri ve baz1 farkli kirilma bolgelerinin kodladiklari olasi Ber-
Abl fiizyon proteinleri. BCR geninde ekson 1’ ve 2’ ilk intron iginde alternatif eksonlardir. ABL
geninin sirasiyla 1b ve la olarak iki alternatif ilk eksonu vardir. Tanimlanmig fiizyon

transkriptlerinden kodlanan ¢esitli proteinler gosterilmistir. 26 (Laurent, E., Talpaz M., ve ark.,. The BCR gene

and philadelphia chromosome-positive leukemogenesis. Cancer Res. , 2001)

12



KML’den sorumlu Ber-Abl proteini 210 kDa boyutundadir. Kimerik proteinin Abl
bolgesinde SH1, SH2 protein etkilesim bolgesi, aktin baglanma bolgesi; Ber bolgesinde fosfo-
serin/treonin sekanslart ve tirozin barindirdan sarmal-sarmal (coiled-coil) motifi proteinin
islevinde onemlidir. Ber-abl fiizyon proteininin yapisal tirozin kinaz aktivitesi ¢ok artmistir ve
otofosforilasyonu Becr iizerindedir. Abl’in aksine sitoplazmada lokalizedir. Bcr-abl birgok
sitoplazmik substrati fosforile eder, biiyiime, farklilasma ve hematopoetik hiicrelerin
adezyonunu kontrol eden sinyal yollarini aktive eder. STAT (signal transducers and activators
of transcription) molekiilleri ve GRB-2, Crkl gibi Ras aktive edici adaptor molekiiller
aracilifiyla da mitojenik sinyal yolaklarini aktive ederek hiicre proliferasyonunu arttirir ve
kontrolsiiz biiyiimeye neden olur. Ayrica aktin molekiillerine baglanarak paxillin, talin gibi
hiicre iskeletinin diizenleyicilerini, FAK gibi fokal adezyon komplekslerini fosforilleyerek
hiicre adezyonunu degistirir. Ber-Abl hiicreye siirekli bir yasam sinyali saglarken;
STAT/Akt/PI63K molekiilleri iizerindeki etkisiyle mitokondri {izerinden hiicrelere anti-

apoptotik 6zellik kazandirir ve proliferasyonunu arttirir'®® (Sekil 4) .

—

—
& 720
%

b

@& - s B

QL

~ Mitochondrion

I980esccnn .. occanafifil

Sekil 4: KML’de sinyal iletim yolaklari. Gen transkripsiyonunun aktivasyonu veya inhibisyonunu
diizenleyen onkogenik sinyallerin, mitokondri bagimli apoptotik yolak molekiillerinin, hiicre
iskelet elemanlarinin Ber-Abl molekiili ile iligskisi anlatilmigtir. “P” harfi ile gosterilen
molekiiller, Bcr-Abl tarafindan fosforillendigi bilinen molekiillerdir. (Mughal, Goldman,
Molecularly targeted treatment of chronic myeloid leukemia: Beyond the imatinib era, Frontiers
in Bioscience 11(1):209-2006)
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Bcr-Abl endojen oksijen reaktiflerinin (ROS) salinimini artirarak hiicre dongiisiiniin S
ve G1/M fazlarinda kronik oksidatif DNA hasarina, ¢ift iplik kiriklarina ve sonug olarak
mutajeneze yol agar. Birgok genin kodlanan bélgelerinde (kendisi de dahil olmak iizere)
transisyon ve transversiyon baz degisimlerini indiikler. Ber-Abl proteini, ROS salinimi1 ve daha
once bahsedilen DNA onarimi proteinleriyle olan iligkisiyle KML’de izlenen genomik
instabilite ve sitogenetik anomalilerin sorumlusudur. Tiimor stipresor genlerindeki mutasyonlar
ve bu genlerin tirtinleriyle olan iligkisi hastaligin patogenezinde 6nemlidir. P16 ve p14 gibi
tiimor stipresor genlerindeki mutasyon/delesyonlar, pS3°iin ifadesinde azalmaya ve G1/S fazi
siklin D-cdk4/cdk6’nin inhibisyonuna yol agar. P16 homozigot delesyonu ve p53 mutasyonlari
cogu blastik krizdeki hastada gézlenmektedir?,

9. ve 22. kromozomlar arasindaki resiprokal translokasyon sonucu derive 9’da bulunan
ABL-BCR geninin son yillara kadar KML patogenezinde rolii olmadigi ileri stiriilmiistiir. ABL-
BCR geninden transkribe olan tirtinlerin (albb3- p40 ve albb4-p96) KML’deki rolii heniiz tam
olarak aciga kavusmamustir. Fakat yeni yapilan in vitro ¢alismalarda bu kimerik triinlerin de
p210 Bcr-Abl gibi 16kemojenik oldugu, 6zellikle hematopoeik kok hiicrelerin ¢ogalmasinda
etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica albb3 ve albb4 transkriptlerinin CD4+ ve CD8+ T

lenfositlerinde HLA-A?2 tarafindan sunuldugunu gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir?®3°,

2.2.3 Kronik Myeloid Losemi: Tedavi

1950 yillarinda ilk KML tedavisi, alkilleyici bir ajan olan Busulfan (Myleran,
GlaxoSmithKline) ile baglamistir. Hastalarin %90’ 1na yakini tedaviye cevap verse de hastaligin
ilerlemesini 6nleyememis, ayrica hastalar ciddi yan etkiler yagamislardir. 1970 yillarinda bir
riboniikleotid rediiktaz inhibitorii olan Hidroksiiire (Hydrea, Bristol-Myers Squibb Oncology)
daha hizli etki etmesi ve busulfana gore daha iyi bir yan etki profili gostermesi sebebiyle

kullanima sokulmustur®32

. Ancak hidroksiiire de busulfan gibi hastaligin ilerlemesini
onleyememistir. 1990’larin sonlarina kadar standart tedavi olarak kullanilan bir diger ilac,
lenfositlerden salgilanan interferon-alfa (IFN-a)’dir. IFN-a ‘nin iglevi tam olarak kesinlik
kazanmamis olsa da anti-losemik bagisiklik cevabimi arttirdig diisiiniilmektedir®?%. IFN-a,
biyolojik bir ajanin bir kanser tiiriinii regiile edebileceginin ilk gostergesi olmasi agisindan

onemlidir. Tirozin kinaz inhibitérlerinin tedaviye girmesinden 6nceki donemlerde en 6nemli

tedavi seceneklerinden biri de uygun hastalarda allojenik kok hiicre nakli olmustur. 1998
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yilinda spesifik bir Ber-Abl tirozin kinaz inhibitdrii olan Imatinib mesilat (Gleevec, Glivec,
STI571, Novartis Pharmaceuticals, Basel, Isvigre) bir ilag olarak klinik uygulamaya girdikten
sonra interferon-alfa tedavisinden daha etkili oldugu gosterilmis, 2002 yilinda FDA (Food and
Drug Administration, USA) onayiyla KML tedavisinde “Imatinib Dénemi” baslamistir®’.
Imatinib’in kullanim, bir hastaligin basarili tedavisinde o hastaligin molekiiler mekanizmasinin
anlagilmasinin 6nemini ortaya ¢ikarmasindan 6tiirli bir doniim noktasidir. Son donemlerde daha
etkili ikinci ve iiciincii nesil tirozin kinaz inhibitdrleri (TKI) de kullanima girmistir. TKi’ler
hakkinda daha genis bilgi ileriki boliimlerde anlatilacaktir. 2012 yilinda FDA onayi alan bir
diger molekiil Omacetaxine (Synrivo, Teva Oncology) isimli bir protein translasyon
inhibitoriidiir. Omasetaksin en az iki TKI tedavisine yanit vermemis veya TKI tedavisini tolere

edemeyen hastalarda kullanilmaktadir®*%,

Uygulanan tedavi protokolii ne olursa olsun yanit hematolojik yanit (remisyon),
sitogenetik yanit ve molekiiler yanit olmak lizere baslica ii¢ kriter ile degerlendirilir.
Hematolojik yanitta dalak biiytikliigiiniin, akyuvar ve trombosit sayisinin normale dénmesi esas
alinmaktadir. Sitogenetik yanitta (cytogenetic response, CyR) ise kemik iligindeki Ph(+) hiicre
sayisinin diismesi yani Ph kromozomu tasityan hiicre klonunda azalma beklenir. Molekiiler
yanitta (molecular response, MR) ise Q-PCR ile yapilan testlerde kemik iliginde Bcr-Abl
kimerik gen iirlin miktarinin diismesi (%0.1) beklenir. Bugiine kadar kullanilan ajanlar arasinda
en iyl hematolojik, sitogenetik ve molekiiler yanit tirozin kinaz inhibitdriyle elde edilmistir
(imatinib i¢in, kronik fazda %98 tam hematolojik, %57-88 tam sitogenetik yanit, %18-58 tam
molekiiler yanit)®®. Bu nedenle, giiniimiizde kullanilan ilk basamak tedavi, istisnai durumlar

haricinde, tirozin kinaz inhibitorleridir.

Uygulanan tedavide bu tig kriter birlikte degerlendirildiginde istenilen ve/veya beklenen
yanit alinamadiginda allojenik kok hiicre nakli (kemik iligi nakli) giindeme gelir. Her ne kadar
kemik iligi nakli tam tedavi yOntemi olarak gosterilse de yas faktorii, uygun dondr
bulunmasindaki giigliikler, verimlilik ve dayanilirhik gibi faktorler uygulama alanim
daraltmakta; morbidite ve mortalitenin yliksekligi nedeniyle yaygin bir tedavi yontemi olarak

kullanilamamaktadir®’8,

Tezimde tirozin kinaz inhibitérleri kullandigimizdan, ilerleyen béliimlerde TKI’ler

hakkinda daha detayl bilgi verilmistir.
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2.2.3.1 Tirozin Kinaz Inhibitérleri ve KML’de kullanimi

Protein kinazlar siibstrat 6zgiinliigiine gore serin/treonin kinazlar ve tirozin kinazlar
olarak ikiye ayrilir. Tirozin kinazlar ATP’den aldig1 fosfat grubunu siibstrat proteinin tirozin
rezidiisiine baglarlar. Serin/treonin kinazlar ise siibstrattaki serin veya treoninin hidroksil
grubunu fosforiller. Abl proteininde tirozin kinaz alani, Ber proteininde ise serin/treonin alani
bulunmaktadir. Abl proteini reseptor olmayan tirozin kinaz ailesine ait bir enzimdir ve Ber-Abl
onkoproteininde tirozin kinaz aktivitesinde gdzlenen artis hiicrede asir1 proliferasyona yol agar.
O nedenle bu aktiviteyi diisiirecek, proteine spesifik inhibitorlere ihtiyac vardir®®. Son 20 yildir,

hiicre biyolojisi ve molekiiler biyoloji alaninda yapilan ¢alismalar bunu miimkiin kilmistir.

1998 yilinda Imatinib, Abl tirozin kinazin ATP-yarigmali inhibitdrii olarak
gelistirilmistir (Sekil 5). 2- phenylaminopyrimidine tiirevidir. Hiicre i¢inde c-Kit, PDGF-R
(platelet-derived growth factor receptor) ve ARG kinazlar1 da inhibe ettigi bilinmektedir®!.
Imatinib tiim hiicrelerdeki serbest c-abl iizerinde inhibisyona yol acar. Ancak saglikl1 hiicreler
sinyal ileti yolaklari aginin diger bilesenleriyle hayatta kalmaya devam eder. Losemik hiicreler
ise Bcr-Abl’ye bagimlidir. Bu durum tedavi agisindan 6nemli bir silahtir. Ber-Abl kinaz
aktivitesinin durdurulmasi hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini, hiicre adezyonunu, hiicre iskelet
organizasyonunu ve apoptotik siireci tetikleyecek genlerin transkripsiyonel diizenlenmesiyle

sonuglanir ve normal hiicrelerin proliferasyonuna firsat verir®,

Y =Tyrosine P = Phosphate

n N R
BCR-ABL ~_/ BCR-ABL

A B Effector

Sekil 5: imatinib’in islev mekanizmasi. A. Ber-Abl kinaz alanina substrat protein baglanir. ATP-
ADP dongiisii sayesinde substrat protein tirozin rezidiisiinden fosforillenir ve sinyal kaskadi
devam eder. B. Imatinib ATP cebine baglanmak icin onunla yarisir. Imatinib ATP bélgesine
baglandiginda substrat protein fosforillenemez ve kanser hiicresi ¢ogalma sinyallerini alamaz.

(Mughal, Goldman, Molecularly targeted treatment of chronic myeloid leukemia: Beyond the imatinib era,
Frontiers in Bioscience 11(1):209-2006)
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Imatinib genellikle iyi tolere edilir. Oral sekilde 400mg ilag alindiginda yarilanma dmrii
18 saattir. En yiiksek plazma konsantrasyonu 5.4uM, en diisiik plazma konsantrasyonu 1.43uM

olarak oSlciilmistiir®.

Tirozin kinazlarin baglanma bdlgelerinin boyutu ve sekli baglanacak olan ligand, ATP,
ve inhbitoriin seciciligini etkiler. Kinazlarin aktivasyon halkasinin N-terminali Katalitik
aktiviteyi saglarken C-terminali substratin baglanmasi i¢in zemin hazirlar. Imatinib, abl’ye
aktivasyon halkasinin N-terminali ATP-baglanma bdlgesinin i¢ine katlanip inaktif formunu
aldiginda baglanabilmektedir. Bu baglanma hidrojen ve Van der Waals baglar ile gerceklesir.
Imatinib ve Abl kompleksinin sik1 molekiiler yapisi, proteinin baglanma bolgesindeki herhangi
bir degisikligin bu yapiy1 bozmasiyla engellenir. Abl kinaz bolgesinde sekonder anomaliler

barindiran blast krizindeki hastalarda ilaca direncinin gelismesine neden olur®.

2.2.3.1.1 Imatinib Direnci ve Direncin Molekiiler Mekanizmast

Kronik fazdaki ¢ogu hastada uzun siireli remisyon gozlense de blastik krizdeki
hastalarin ¢ogunda ilaca kars: direng gelismektedir. Bu durumda onkoprotein Ber-Abl Imatinib
varliginda dahi aktivitesine devam eder . Bu diren¢ genellikle, fiizyon proteininin ABL kinaz
kismindaki ATP baglama alaninda olusan nokta mutasyonlardan ve/veya fiizyon genin

amplifiye olmasindan kaynaklanir.

Mutasyonlar genellikle proteinin inaktif konformasyonunun aktif konformasyona
doniismesine neden olur ve bu durum imatinibin baglanmasinin engellenmesiyle sonuglanir.
Bazen de Bcr-Abl onkoproteininden bagimsiz olarak niikleus igindeki farkli genetik
degisiklikler hiicre proliferasyonunu artirtyor olabilir. 8. kromozomun trizomisi nedeniyle veya
blast krizindeki gen amplifikasyonuyla MY C geninin ifadesinde de artis s6z konusudur. Ayrica
albumin, alfa-1 asit glikoprotein (AGP) gibi plazma proteinlerinin hiicre i¢indeki serbest
imatinibe baglanabildikleri gosterilmistir. Bu proteinlerin miktarlarindaki artig ilacin
inhibisyonuna neden olabilmektedir (Sekil 6). Fakat in vitro yapilan ¢alismalarda AGP’den
arindirilmig  hiicrelerde imatinib islevini yerine getirememektedir. Dolayisiyla plazma
proteinleri ve imatinib arasindaki iligski tartismali olmakla birlikte direnclilikte rolii oldugu

diistiniilmektedir*.
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Sekil 6: Imatinib direncinin mekanizmasi. (a) Imatinib hiicredeki tiim Bcr-Abl proteinini bloklamada
yeterlidir. (b) Ber-Abl’nin agir1 ifadesi 16semik hiicrelerin Imatinibin varligina ragmen bazal diizeyde
hayatta kalmasini saglar. (c) Abl kinaz alanindaki spesifik mutasyonlar imatinib’e baglanmay1 engeller
fakat ATP baglanmasi engellenmediginden Ber-Abl islevine devam etmektedir. (d) genetik instabilite
ikincil mutasyonlarla l6semik hiicrelerin ber-abl den bagimsiz cogalmasini ve hayatta kalmasini
saglayabilir. (e) alfa-1 asit glikoproteinin diizeyindeki artis Ber-Abl® e baglanacak olan serbest Imatinib
miktarim dastirebilir. (Bubnoff, N. von, Peschel, C. & Duyster, J. Resistance of Philadelphia-chromosome

positive leukemia towards the kinase inhibitor imatinib (STI571, Glivec): a targeted oncoprotein strikes back.
Leukemia, (2003)

Direngli hasta gruplarinda ve direngli hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda Ber-Abl
proteininde yaklasik 18 farkli pozisyonda nokta mutasyonlarina rastlanmistir. Yapilan
calismalarda ikincil mutasyonlarin dort ana bolgede toplandigr goriilmektedir. Bir grup
mutasyon (G250E, Q252R, Y253F/H, E255K/V) ATP’nin baglandigi fosfat-baglanma
bolgesindedir (P-loop). Ikinci grup mutasyonlar (V289A, F311L, T3151, F317L) Van der Waals
ve hidrojen baglarmin gergeklestigi Imatinib baglanma bélgesindedir. Ugiincii grup (M351T,
E355G) katalitik bolgeye yakin mutasnyonlart igerir. Dordiriincli grup mutasyonlarda
(H396R/P) ise kinazin aktive/inaktive durumunu kontrol eden aktivasyon bdlgesinde oldugu
bulunmustur®® (Sekil 7). Bunlarin arasinda abl T3151 mutasyonu, ¢ogu direngli klonda
gorildiigiinden dikkat cekicidir. Proteinin 315inci pozisyonundaki treoninin izoldsine

doniismesi Imatinibe baglanmada anahtar rol oynar. Bu degisim proteinin yan zincirinde

18



hidrojen bag: yerine fazladan bir hidrokarbon grubunun eklenmesine neden olur. Boylece
Imatinib ile protein arasinda kimyasal bir uyusmazlik meydana gelir. Bu baglamda normal Ber-
Abl’in otofosforilasyonunu engelleyecek konsantrasyondaki Imatinib, mutant Ber-Abl’in
fosforillenmesini engelleyememektedir. T3 151, ATP afinitesini iki kat arttirmaktadir. Bu durum
Abl’'nin ATP baglanma bdlgesindeki mutasyonlara direng kazanmasina katkida bulunur. F317,
F359 pozisyonlarindaki mutasyonlarin direnclilik saglamadaki rolleri T315’e benzerdir.
Yapilan calismalar diger mutasyonlarin proteinin tamaminin veya aktif bolgesinin

konformasyonunu degistirerek ilacin baglanmasini engellediklerini gostermektedir®.

a.a. involved a.a. which a.a. mapping a.a. controlling
in phosphate directly contact  close to the e kbll'ase -
binding imatinib Iyt t:ornin
| #

M224V,
Ma43T H0GRP
L387M
GZS0ER | vossem  [rasl mg;m
0@252RH  F3nL F317L F3g2L

Sekil 7: A. Abl kinaz alaninda rapor edilmis nokta mutasyonlarinin bolgelere gore dagilimi. B. Abl ve
Imatinib kompleksinin ii¢ boyutlu gosterimi. (Martinelli, G.,ve ark, M. New tyrosine kinase inhibitors in

chronic myeloid leukemia. Haematologica, 2005)

inib, p inib and DCC-2036
d forms of BCR/ABL

Activity of i .. LL PR PP

IC50-fold increase (WT=1)

Imatinib [Bosutinib|Dasatinib| Nilotinib [Ponatinib)

Parental | 108 | 383
1 1

DCC-2036

From Redaolh S, Mologne L, Rostagno R, Plazza R, Magstron V,
Ceccon M, Viltadi M, Flynn D, Gambacorti-Passenni C - Three novel
patient-derved BCR/ABL mutants show different senstwvity (o second
and thid generation tyrosine kinase nhibitors — Am J Hematol 2012

[ Sensitive |
Resistant
[_Highly resistant_|

g Nov87(11)E125-8

Sekil 8: Ber-abl kinaz domeyni mutasyonlari, bulunduklar1 bolgeler ve tirozin kinaz inhibitorlerin IC50

degerlerine gore etki katlarinin tablosu. (Redaelli S. Ve ark, Journal of Clinic Oncology, 2012)
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Laboratuvarimizda klonal segilimle elde ettigimiz K562-Ir direngli hattimizda,

yukaridaki kaynakta verilmis mutasyonlarin barinmadigi sekans analizleriyle gosterilmistir.

Epigenetik modifikasyonlarin da siirece katkida bulundugunu gosteren caligmalar
mevcuttur. Histon olmayan proteinlerin asetilasyon paternlerindeki degisiklikler, 16semi
gelisiminde etkili olan hiicresel proliferasyonu ve apoptoz direncini kontrol etmektedir.
Imatinib rezistansinda, simif I ve III deasetilazlari (HDAC) nin asir1 ifade edilmesinin ve bazi
histon asetiltransferazlarin ifadelerindeki azalmanin etkisi oldugu gosterilmistir. KML
hiicrelerine HDCA inhibitorii SAHA uygulandiginda bir¢ok proteinin asetilasyon paterninin ve
apoptotik yolagin diizenini sagladig1 gosterilmistir*. Ancak heniiz klinik olarak uygulamaya

gecilmemistir.

Imatinib tedavisine yamitta diren¢ goriilmesinden ve/veya bazi hastalardaki ilag
toleransinin diisiik olmasi ve 6nemli yan etkiler gdzlenmesinden sonra ikinci ve iiglincii nesil

tirozin kinaz inhibitorleri dizayn edilmistir ve kullanima ge¢mistir.

2.2.3.1.2 Ikinci ve Uciincii Nesil Tirozin Kinaz Inhibitorleri

Imatinib’den sonra ikinci-nesil tirozin kinaz inhibitorleri olarak adlandirilan “dasatinib”
(Bristrol-Myers, New York, USA), “nilotinib” (Novartis, Basel, Isvicre) ve “bosutinib”
(Wyeth- Pfizer, Amerika) gelistirilmistir. Ugiincii-nesil tirozin kinazlar grubunda ise
“ponatinib” (ARIAD Pharmaceuticals, USA) bulunmaktadir®.

2006 yilinda piyasaya giren Dasatinib (Sprycel, BMS-354825), IC50 degeri 1nM
konsantrasyonun altinda c-abl’yi inhibe etme potansiyeli imatinibden 325 kat daha fazla olan
bir tirozin kinaz inhibitoriidiir. Ber-Abl’nin aktif formuna baglanir. Dasatinib ayn1 zamanda c-
abl ile birlikte Src, Lyn, Yesl, Fyn gibi Src ailesi kinazlari, Epha2 ve Pdgfr beta molekiillerini
de inhibe etmektedir. T3151 mutasyonu hari¢ diger ikincil mutasyon barindiran KML
hiicrelerinde de nispeten etkilidir*®#’. 2008 yilinda piyasaya siiriilen nilotinib (Tasigna,
AMN107) Ber-Abl’in inaktif formunda ATP baglanma bolgesine ek olarak lipofilik bir cebe
daha baglanabilmektedir. Boylelikle Ber-Abl nin Tyr-177 rezidiisiinden oto-fosforilasyonunu
da engeller. Nilotinib Bcr-Abl’in yaninda Pdgfr, Kit, Csflr, Ddr1 molekiillerini de inhibe eder.
Bcr-Abl’yi inhibe etme potansiyeli imatinib’den 30 kat fazladir. Nilotinib de dasatinib gibi

T3151 mutasyonu hari¢ diger ikincil mutasyon barindiran KML hiicrelerinde de nispeten
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etkilidir*®4®. 2013 yilinda kullanima giren bosutinib (Bosulif, SKI-606) Bcr-Abl kinazin
yaninda Src, Lyn ve Hck gibi Src ailesi kinazlar1 da etkin sekilde inhibe ettigi i¢in Abl/Src
inhibitorii olarak anilmaktadir. Ber-Abl’nin aktif ve inaktif formlarina baglanabilmektedir.
V299L ve T3151 mutasyonu hari¢ diger ikincil mutasyon barindiran Bcer-Abl kinazlarda
etkilidir*®*®1, 2012°den beri kullanimda olan ponatinib (Iclusig, AP24534) in {igiincii-nesil
tirozin kinaz inhibitdrii olarak anilmasini saglayan ve diger inhibitorlerden farkli kilan 6zellik,
T315I dahil bilinen tiim ikincil Ber-Abl mutasyonlarinda etkili olusudur. Proteinin inaktif
formuna baglanir. Vegfr, Pdgfr, Fgfr, Src, EPH reseptorleri ailelerini, Kit, Ret, Tek, FIt3

proteinlerini de inhibe etmektedir?49:5253,

Uzun yillarca altin standart olarak kabul géren imatinib tedavisinin yaninda nilotinib,
dasatinib ve bosutinibin de birincil tedavide (first-line therapy, front-line therapy) kullanimlari
kabul gdérmiistiir. Ponatinib ise birincil tedaviye yanit vermeyen ve/veya diger ilaglarin
kullaniminda yan etki goriilen, T3151 ikincil kinaz mutasyonu barindiran hastalarda
kullanilmaktadir. Yeni nesil tirozin kinaz inhibitOrlerinin birbirlerine olan stlinlikleri,
hastaligin fazina, Ozelliklerine, hastanin durumuna ve ila¢ toleransina bagh olarak

degismektedir®.

Yukarida anlatilan kronik myeloid I0semi hastaliginin genel bilgilerinden de
anlasilacagi gibi ilag direnci halen ¢ok 6nemli bir problemdir. Bu kapsamda doktora projemiz
icin blastik faz kronik myeloid 16semi hiicre hatti K562 ve laboratuvarimizda daha dnceden
imatinib baskis1 altinda K562’den klonal secilimle elde ettigimiz K562-Ir hiicrelerini
karakterize etmeye calisarak direncin molekiiler biyolojisini anlamaya yonelik g¢aligmalar
yiiriittiik. K562-Ir direncli hiicrelerin imatinib baskis1 altinda elde edilmesi ¢alismalarinda,
dogas1 geregi siispanse olan hiicrelerin adherent 6zellik gosterdigini gozlemlemeye basladik.
Hiicrelerdeki bu fenotipik degisim tezimizin odak noktasi oldugundan ilerleyen boliimlerde

hiicre plastisitesi, kok hiicre ve kanser kok hiicre kavramlarinin lizerinden gecilecektir.
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2.3 FENOTIPIK ESNEKLIK, FARKLILASMA VE KOK HUCRE

Genellikle evrim literatiiriinde kullanilan “fenotipik plastisite” ya da “fenotipik
esneklik” terimi, ¢evre kosullarina cevaben bir genotipin birden fazla morfoloji, fizyolojik
durum ve/veya davranisi liretme yetenegi olarak tanimlanabilir. Evrimsel perspekstifte adaptif
esneklik, mevcut veya olusan genetik varyasyonlar sayesinde genotipe c¢oklu cevresel
degisimlere kars1 uyum avantaji1 getirmektedir. Yeni ortama adaptasyon hizi, yeni ortama uygun
optimum fenotipe erisme esnekligine sahip olma derecesine gore degismektedir. Hiicresel
diizeyde bu beceri, genetik ve epigenetik mekanizmalarin mevcut potansiyellerini, degisimler
karsisinda nasil kullandiklariyla iliskilidir. Hiicresel diizeyde disiiniildiigiinde, bir hiicre
poplilasyonundaki bazi hiicrelerin cevresel streslere yanit olarak fenotip degistirmesi onlara

mevecut stresle bag etmede avantaj sagliyorsa, o hiicrelerin secilimi ile sonuglanir®* >’

Hiicre fenotipi, hiicrenin i¢inde bulundugu ya da bulunacagi ortam (nis, ¢evre) ile gen
ifadesinin iligkisi sonucu ortaya c¢ikar. Bu durumda “cevre”, hiicredisi matriks proteinlerinin,
biylime ve farklilasma faktorlerinin, sitokinlerin, hiicreleraras1 etkilesimlerin, kimyasal,
fiziksel, parakrin ve/veya otokrin tetikleyicilerin ve/veya baskilaycilarin ortaya ¢ikardigi
biyolojik ortamdir. Fenotipik plastisiteyle ilgili en bilinen 6rnek kuskusuz zigotik boliinmeden
organizmanin olusumuna kadar gecen embriyonik siirecte hiicre farklilasmalaridir
(diferansiasyon). Memeli blastositinin i¢ duvarindaki embriyonik kok hiicreler germ hattindaki
tim katmanlara (endoderm, mezoderm, ektoderm) farklilasabilme potansiyellerine sahiptir.
Embriyonik siirecte, hiicrelerdeki genler epigenetik mekanizmalarla diizenlenirler ve
olusturacaklar1 dokuya 6zgii farklilagsma/olgunlagsma/6zellesme gosterirler. Embriyonik kok
hiicrelerde gerceklesen kromatin diizenlenmesi, histon modifikasyonlar1 (asetilasyon,
metilasyon, fosforilasyon, glikozilasyon, iibikitinasyon), DNA metilasyonu, imprintlenme
(basilama), gen ifadesinin mRNA diizeyinde sessizlestirmeleri vb. olaylarla gerceklesir ve bu

modifikasyonlar organogenez siirecinde hiicrenin kaderini belirler>>58%°,

Farklilagabilme kapasitelerine gore hiicreler birka¢ gruba ayrilir. Farklilagabilme
potansiyeli yiliksek kapasiteden diisiik kapasiteye dogru “totipotent”, “pluripotent”,
“multipotent”, “oligopotent” ve “linipotent” olarak siralanir. Farklilasma basamaklar1 Sekil
9’da Waddington epigenetik zemin iizerinde hiicre farklilasmasi modeli temel alinarak sematize
edilmistir. lk siradaki “totipotent kok hiicreler”, uterusa ekildigi an plasenta dahil tiim

olusturabilecek potansiyele sahip hiicrelerdir. Zigot totipotent bir hiicredir. Ikinci siradaki
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“pliiripotent kok hiicreler”, plasentaya ait embryo-dis1 dokular hari¢ organizmadaki her tiir
hiicre tipine doniisme potansiyele sahip kok hiicre grubudur. Embriyonik kok hiicreler
pliiripotent dzelliktedir®. Terminal farklilasmasini tamamlasmus hiicrelerin (iinipotent) belirli
faktorler varliginda pliiripotent hiicrelere doniisebildiklerini 2006 yilinda Dr. Shinya
Yamanaka, dort transkripsiyon faktorii ile (Oct4, Sox2, cMyc, ve Kl1f4) fibroblast hiicrelerinin
yeniden programlanmasini saglayarak gostermistir. Bu hiicreler “indiiklenmis pliiripotent kok
hiicreler-induced pluripotent stem cells” kisaca iPSC olarak adlandirilir®. Ucgiincii sirada ise
belirli hiicre hatlarini olusturma kapasitesine sahip “multipotent kok hiicreler” gelir. Erigskin
kok hiicreler multipotenttir. Kan hiicrelerinin yapimindan sorumlu hematopoietik kok hiicreler,
eriskin kok hiicrelere Ornek olarak verilebilir. Eriskin kok hiicre kavrami, farklilagsmis
dokularda dokunun idamesini saglamak lizere organizmanin 6mrii boyunca var olan, belirli
sartlar/sinyaller altinda kendini yenileme (self-renewal) ve farklilasma 6zelligi gosteren kok
hiicreleri ifade eder®!. Oligopotent hiicreler ise “progenitdr” olarak da adlandirilir ve az sayida
hiicreye farklilasma potansiyeline sahiptirler. Lenfoid progenitor hiicrelerin B ve T lenfosit
farklilasmas1 6rnek olarak verilebilir. Olgunlagsma siirecini tamamlamis, farklilasmis hiicreler
ve ayni hattaki tek bir hiicre tipine doniisebilen prekiirsor hiicreler - eritositlere doniisen

eritroblastlar gibi- ise “linipotent” olarak anilir.

o Totipotent
zigot

Pluripotent

» Unipotent

Sekil 9: Waddington epigenetik zemin modeli {izerinde farklilagsma basamaklarinin sematize gosterimi.

82 ten modifiye edilmistir.)
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IPSC ile gosterilmis olan, farklilagmis hiicrelerin belirli faktorler varliginda farklilagsma
basamaklarindan geriye giderek (dediferansiasyon) pluripotensi kazanma 6zelligi- diger bir
ifadeyle- bir yeniden programlanma (reprogramming) mekanizmasinin varligi tip diinyasinda
c1gir agmustir. Ayrica iPSC hiicreleriyle yapilan ¢alismalara es zamanli olarak, terminolojisi
kesin olmamakla birlikte literatiirde “trans-diferansiasyon” (trans-differentiation), “dogrudan
yeniden programlanma” (direct-reprogramming), “dogrudan doniisiim” (direct conversion)
seklinde isimlendirilen, olgunlagmis bir hiicrenin, belirli transkripsiyon faktorleri yardimiyla,

dediferansiye olmadan bir diger hiicre tipine doniistiiriilebildigi de gosterilmistir (Sekil
10)63/6465,

Pluripotency

\ Reprogramming

(Induction of pluripotency)

Differentiation
(Normal development)

(Dedifferentiation)

f;

ffuw”‘ W e

| \\\\‘\H\‘&\ I "

il
Trans-dlfferentiatlon)

Sekil 10: Waddington epigenetik zeminde olabilecek hiicre degisimleri. (Takahashi K. Induced pluripotent

stem cells in medicine and biology, 2013, Developement)

Epigenetik mekanizmalar Onciiliigiinde dogal yollarla gerceklesen tipik hiicre
farklilasmalar1 daha once de bahsettigimiz gibi embriyonik gelisim sirasinda gdzlemlenir.
Gastrulasyon ve ndral tiip olusumu sirasinda noroektodermin epitel hiicreleri polarite ve
motilite kazanarak noral katmandan ayrilip farkli hiicre tipleri olusturmak tizere farklilagirlar.
Bu hiicrelere “ndral krest” hiicreleri, bu tip hiicre farklilasmasina da epitelyal-mezenkimal
transizyon, kisaca “EMT” (epithelial-mesenchymal transition) adi verilmektedir. Hiicre
katmanlarini birarada tutan adheren baglantilar, dezmozomlar, sik1 baglantilar ve bazal-apikal
polaritenin kayb1 yerini mobilitesi yliksek fibroblastoid morfolojiye birakir. Bu mezenkimal
morfoloji, hiicrelere go¢ etme ve gittikleri yerde farklilasma ve/veya diger hiicrelerin

farklilasmasina zemin hazirlama 6zelligi kazandirir. Hiicre plastisitesinin bu ilging 6rnegi tip
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diinyasina kanser metastazi ¢aligmalari i¢in ilham kaynagi olmustur. Son 10 yilda yapilan
caligmalar epitel kokenli kanserlerde (karsinoma) kanser hiicrelerinin EMT ile metastatik
Ozellik kazanabildigini géstermistir. EMT yolaklarinin daha iyi anlagilmasi kanser hiicrelerinin
solid dokudan serbestlesmesini engelleyebilmek adina 6nemlidir. Kanser metastazinda motilite
kadar invazyon da kritiktir. Ttimoral dokudan ayrilan hiicre, kan yoluyla bir diger dokuya ulasip
penetre olmak zorundadir. Bu durumda epitelyal karakterler olan apikal-bazal polarite ve hiicre
adhezyon molekiillerinin yeniden kazanimi gereklidir® 0. Epitelyal genlerin yiiksek ifadesi ve
mezenkimal genlerin diislik ifadesi ile gerceklesecek olan bu olaya literatiirde mezenkimal-
epitelyal tranzisyon, kisaca MET denilmektedir. MET de EMT gibi embriyogenez ve gelisimin

erken evrelerinde farklilagan hiicre gruplarinda dogal olarak gergeklesmektedir’®"2,

2.3.1 Kanser Kok Hiicresi

Kanser gelisim mekanizmasini agiklayan, mutasyonlarin birikimi sonucu klonal evrimle
adim adim daha agresif alt-klonlarin olusmas1 ve baskin olmasi hipotezine ek veya alternatif
olarak, “kanser kok hiicresi” kavrami ortaya atilmistir. Kanser kok hiicresi (KKH), kanser
dokusunda bulunan, tipki normal kok hiicrelerde oldugu gibi kendini yenileme, tiimor baglatma
ve kanserli dokunun farkli tipteki hiicrelerine doniisebilme 6zellikleri olan ve timorii olusturan
cogu kanser hiicresinin aksine smirli ¢ogalma kapasitesine sahip hiicre olarak
tanimlanmaktadir’>"®. KKH ile ilgili ilk delil, Bonnet ve Dick tarafindan 1997 yilinda, akut
myeloid 16semide CD34%/CD38" hiicrelerin tiimor baglatma (tumor-initiating) potansiyellerinin
NOD/SCID farelerde gosterilmesiyle ortaya konmustur’®, Kanser kok hiicresinin ortaya ¢ikist
ile ilgili iki baskin teori vardir: 1) normal kdk hiicrelerin onkojenik doniisiimii ile 2) nispeten
0zellesmis hiicrelerin kok hiicreye 6zgii karakterleri geri kazanmasi ile (yanlhs farklilagsma,
kontrolsiiz kendini-yenileme, artmis hayatta kalma kapasitesi)’’. KKH’lerde goriilen plastisite,
klonal evrim modelleri ve tiimor heterojenitesine yeni bakis agilar1 kazandirmistir. Bugiine
kadar yapilan ¢aligmalar bir¢ok solid tiimorde de kanser kok hiicrelerinin varligini gostermistir.
Solid tiimdrlerde kanser tedavilerinde kullanilan ilaglarin ¢ogunlugu hizli ¢ogalan hiicrelere
etkili oldugundan KKH’ler de ilaglara direnglidir. Buradan yola ¢ikarak kanser tedavilerindeki
en 6nemli sorunlardan olan ila¢ direnci, relaps ve metastazdan KKH’lerin sorumlu olabilecegini
One siiren arastirmacilar vardir. KKH plastisitesinde EMT ve MET mekanizmalarinin rolii

literatiirde aktif arastirma alanlaridir’>">78,
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2.3.1.1 KML K&k Hiicresi ve Ila¢ Direnci

Onceki béliimlerde bahsedildigi gibi KML, hematopoietik kok hiicrenin bir kanseridir.
Bcr-Abl  translokasyonunun  hematopoetik  kok  hiicrede  (CD34"CD38'CD90*Lin")
gerceklesmesiyle ilk ”16semik kok hiicre” ortaya ¢ikar. Losemik kok hiicre (LKH) normal kok
hiicreler gibi yeni bir kdk hiicre yaparak kendini yenileme ve farklilasarak ¢ogalma 6zelligini
korur. KML de kronik fazda gerceklesen bu olay sonucu kok hiicre ve progenitor hiicrelerde
proliferasyon artar ve sonucunda farklilagsmig/olgunlasmis hiicre kompartmanlarinda sayica
artis gozlenir. Zamanla 16semik kok hiicrede ve/veya 6zellikle graniilosit-makrofaj progenitor
(GMP) seride (CD34"CD38"Lin"), Bcr-Abl ekspresyonunun tetikledigi Wnt/B-catenin yolagi
gibi bazi yolaklar sayesinde, genetik/epigenetik/hiicresel ek degisiklikler meydana gelir.
Akselere ve blastik faza gecisten sorumlu bu ikincil degisiklikler sonucu hiicreler farklilagsma
yeteneklerini kaybederek blast hiicrelerine dontisiirler. Bu siirecte 6zellikle GMP hiicrelerinin
kendini-yenileme 6zelligi kazanarak ikinci bir 16semik kok hiicre kompartmani olusturduklari

gosterilmistir (Sekil 11)7%80,
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Sekil 11: KML’de progresyon mekanizmasi modeli (C. Jamieson ve ark, Granulocyte—Macrophage

Progenitors as Candidate Leukemic Stem Cells in Blast-Crisis CML, NEJM, 2004)
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Ber-Abl" GMP hiicreler klonal biiyiimeyi ve kendini-yenilemeyi destekleyecek IL-3 ve
G-CSF gibi otokrin faktorler salgilarlar. LKH’ler Ber-Abl onkoproteini ifade etmelerine
ragmen quiescent/dormant kalabilmektedirler. Kronik fazda hastalar tedavilere yanit verirken
akselere ve blastik fazda tedavi imkan1 son derece kisithidir. ilaglara duyarsizlik ve relapstan
GMP hiicrelerinden gelisen 16semik kok hiicre kompartmaninin sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Bu ikinci 16semik kok hiicre kompartmani i¢in Ber-Abl, yasam sinyali
degildir. Farkli bir deyisle diger 16semik hiicrelerin aksine bu hiicreler “onkogen-bagimsiz”dir.
Dolayisiyla tirozin kinaz inhibitorleri gibi mevcut hedefli-tedavi stratejileri KML tedavisinde
yetersiz kalmaktadir. TKI tedavi stratejileri hastaya gore gesitlilik gosterse de Sekil 12°de
Ozetlendigi gibi, 5 yil boyunca imatinib tedavisinden sonraki farkli stratejilere ragmen genel
tabloya bakildiginda yalnizca %12 hastanin remisyona kavustugu, hastalarin %62’sinde uzun
tedavilere ragmen molekiiler ve sitogenetik kalintiya rastlandigi, hastalarm %26’s1 ise TKIi
tedavisine yanit géstermemis ve hastaligin ilerlemesiyle sonuglanmistir. Tedavi yanitsizligi ve
residual hastalik tablosunun kemik iligindeki 16semik kok hiicrelerden kaynaklandigi

diistiniilmektedir®..
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Sekil 12: Kronik faz KML hastalarinin TKI kullaniminda 5 yillik tedavi yolculuklari.. Sema birgok
kaynaktan elde edilen verilerin birlestirilmesiyle elde edilmistir. 100 kronik faz KML hastasinin 5 yil
boyunca imatinib tedavisi gdrmesi sonrasi, imatinib tedavisine devam edilen 50 hasta ve imatinib
tedavisi intolerans sebebiyle veya zamanla gelisen imatinib direnci nedeniyle ikinci-nesil TKi kullanilan
veya primer direng gosteren 50 hastanin progresyonu sematize edilmistir. Yesil renk ile belirtilen grup
remisyon gosteren hastalar, sar1 ile belirtilen grup residual hastalik nedeniyle tedaviye devam etmek
zorunda olan ve kirmiz ile gosterilen grup TKI tedavisinin basarisiz oldugu hastalar1 belirtmektedir.

(The chronic myeloid leukemia stem cell: stemming the tide of persistence, 2017, Blood)

Evrimsel perspektifte, bir kromozomal translokasyonla baglayan tiim bu plastisite
siireci, 16semik kok hiicrelere cogalma avantaji saglamaktadir®. Losemik/kanser kok
hiicrelerinin kesfinden sonra bu hiicrelerin biyolojisinin anlagilmasina yonelik yapilmakta olan
caligmalar yeni tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi acisindan literatiirde 6nemli yer sahibi

olmustur.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. ARASTIRMANIN TiPi
Aragtirmamizin tipi deneysel ¢alismadir.
3.2 ARASTIRMANIN YERIi VE ZAMANI

Arastirma literatiir taramasi ile 10 Mart 2011 tarihinde baslamis olup; 13 Subat 2018
tarithinde tez savunmasi ile sonlanmistir. Arastirma verilerinin elde edildigi laboratuvar
calismalar1 Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Dog.Dr.Zeynep Yiice nin

laboratuvarinda ger¢eklestirilmistir.

3.3 ARASTIRMANIN EVRENi VE ORNEKLEMIi/ CALISMA GRUPLARI
Arastirma K562 hiicre hatlarinda gerceklestirilmistir.

3.4 CALISMA MATERYALI

Arastirmada temel olarak kullanilan hiicre hatt1 K562, ticari olarak satilan insan kronik
myeloid l6semi hiicre hattidir. Arastirma K562 hiicre hatt1 ve bu hiicre hattindan imatinib

baskis1 altinda klonal secilimle elde edilmis K562-Ir hiicre hatt1 ile yapilmustir.
3.5 ARASTIRMANIN DEGiSKENLERIi

Atasal K562 hiicre hatti, K562-Ir hiicre hatt1 i¢in kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Her iki hiicre hattinin karsilagtirilmasi i¢in yapilmis her bir deneydeki farkli degiskenler

protokoller igerisinde detaylica anlatilmistir.

3.6 VERI TOPLAMA ARACLARI
3.6.1 Hiicre Hatt1 ve Hiicre Kiiltiirii
3.6.1.1 K-562 Hiicre hatn

Insandan elde edilmis ilk 6liimsiiz daimi myelositik 16semi hiicre hattidir. 1970 yilinda
53 yasinda KML blastik kriz doneminde olan kadin hastanin plevral sivisindan elde edilmistir.

Hiicreler 20 um ¢apinda, diizgiin yiizeyli, yuvarlak, ve yiizeye tutunmaz (siispanse) 6zelliktedir.
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Lenfositik belirtegleri icermezler. Diferansiye olmamis graniilosit ve eritrosit hiicreleriyle
proteomik benzerlik gosterirler. Hiicreler erken-evre graniilosit, eritrosit ve monositlere
dontisebilirler. Epstpein-Bar virlis ve benzeri diger herpesviriisleri barindirmadiklar

gosterilmistir. ikilenme zaman1 yaklasik 12 saattir.

BCR-ABL pozitif hiicre hatt1 olugundan tezimizde K-562 hiicre hatti tercih edilmistir.

3.6.1.2 K562-1Ir hiicre hatti ve Eldesi

K562 hiicre hattim1 artan Imatinib dozlarina maruz birakarak hiicrelerin direng
kazanmasini saglamak iizere artan mikromolar dozlar belirlenmistir. Ilk deneme dozu 0,5
uM’diir. Beklenenden fazla miktarda 6liim gergeklestiginden 0,1uM ile deneye baslanilmasina
karar verilmistir. Her doz artirrmindan 6nce kontrol grubuyla esit sayida ve benzer canlilik
oraninda hiicre sayilip ekilmistir. {lacin eklenecegi giin tekrar hiicre sayimi yapilip ¢ogalma
hizlariin benzer oldugu gosterildikten sonra ila¢ eklenmistir. 72 saat inkiibasyondan sonra
kontrol grubuyla karsilastirmali olarak canlilik testi yapilmistir. Ilag eklenmis gruptaki hiicreler,
kontrol grubuyla benzer ¢ogalma hizinda oldugu gozlendikten sonra bir sonraki doza
gecilmigtir. Her doz asiminda bir onceki basamaktaki direngli hiicre grubu ve o grubun
kontrolleri -80C° de dondurulup yedege alinmigtir. Sirasiyla 0,1uM — 0,2 uM — 0,4 uM — 0,8
M —-1,2uM - 2 uM - 4uM — 8 uM - 10 uM doz uygulanmustir.

0,4uM doza kadar 72 saatten sonraki inkiibasyon sirasinda normal ortam kullanilmistir.
Daha sonraki doz artirimlarinda yontem modifiye edilerek hiicreler siirekli olarak artan

dozlardaki molaritelere es olacak sekilde ila¢ eklenmis ortamlarda tiretilmistir.
K562-Ir hiicrelerinin idamesi 10uM imatinib barindiran RMPI tam ortamu ile yapilmistir.
Geregler:

1. Imatinib (Gleevec- Novartis Company (Basel, Switzerland) :

Dog. Dr. Hakki Ogiin SERCAN’dan alinan 2mg Imatinib serumsuz RMPI ortaminda
¢Ozdiiriilerek 2 mM ana stok elde edilmistir. 2 mM ana stoktan ara stoklar elde edilmis,

+4 C*de saklanmistir. Ana stok gerektiginde kullanmak {izere -20 C°’ye kaldirilmistir.

2. Pipet pompasi (Greiner Labortechnik 000424NS — 9)
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3. Inverted (ters bakis) faz kontrast 151k mikroskobu (Nikon — Diaphot 200)
4. 10 ml’lik ve 5 mI’lik steril pipetler.
5. 25cm? lik filtreli flasklar
6. CO2’ li inkiibator.
7. RPMI 1640 besi ortam1 (Biochrom).
8. L-glutamin
9. FBS (Fetal bovine serum)
10. Penisilin/streptomisin
Yontem:

-80C ° ‘de dondurulmus K562 hiicreleri 37C ° lik su banyosunda ¢oézdiirtildiikten sonra 25
cm?2 lik hiicre kiiltiirii flasklarina ekildi. (Tiim deneyler 25 cm?2 lik flasklarda yapilmistir.)
Hiicrelere canliliklarini geri kazandirmak iizere 5’er ml ortam eklenerek %35 karbondioksitli

inkiibatorde 37C ° de inkiibasyona birakildi.

1. Hiicreler canlilik testi yapilarak canliliklarini geri kazandiklar1 gozlendikten sonra (~ %95
canli hiicre) 1,000,000 canlt hiicre sayilarak iki ayr1 flaska ekildi. Flasklardan biri kontrol
digeri deney flaski olarak belirlendi. ilk deneme ilag dozu 0,5uM Imatinib olarak

diistinildii.

2. Flasktaki son molarite 0,5 olacak sekilde 2mM stok Imatinib’den 1,25 ul alinarak Sml lik
kiltiir ortamina eklendi. Hiicreler 72 saat inkiibasyona birakildi. 72 saat sonunda hiicre
sayimi ve canlilik testi sonucu %10 dan daha az canlilik gézlendiginden daha diistik bir ilag

dozunda baslanmasina karar verildi.
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. Ayni deney 0,1uM imatinib ile tekrarlandi. Stok ¢6zeltinin moralitesi yiiksek oldugundan
cok kiigiik miktarlarda sivi ¢ekmenin zorlugundan dolay:r ilk olarak SuM’lik ara stok

hazirlandi. Bundan sonraki deneylerde farkli molaritelerde ara stoklar kullanildi.

. 0,1uM imatinibli ortam i¢in SuM ara stoktan 100ul imatinib deney flaskina eklendi. 72 saat
inkiibasyona birakildi. 72 saat sonunda kontrol grubuyla yapilan karsilikli canlilik testinde

iki grupta da yaklasik %92 civarinda canlilik gézlendi.

. Ayn1 deney grubundaki hiicreler sayilarak 1’er milyon hiicre tekrar ekilip deney flaskina
0,2 uM imatinib olacak sekilde ara stoktan ilag eklendi. Tekrar 72 saat inkiibe edildi. 72
saat sonunda deney hiicre grubunda belirgin hiicre 6liimii gézlendi (kontrol grubu: %95,
deney grubu: %40 canlilik). Tlagl ortamda hayatta kalan hiicrelerin cogalmasi adina kiiltiir

ortamu ii¢ ayr1 flaska boliindii. Inkiibasyona birakildi.

7 giin sonra ilagh ortamdaki canli hiicre sayisinda artis gézlendiginden hiicreler pasajlandi.
(Siire zarfinda kontrol grubu ve deney grubundaki hiicreler gozlemlenip gerektigi

zamanlarda pasajlar1 devam ettirilmistir.)

. Yaklasik 3 hafta sonra deney grubu kontrol grubuyla benzer davranista oldugu gozlendi.
Yukarida anlatildig: gibi gerekli sayimlar yapilarak hiicreler ekildi. 0,2 uM den 0,4uM’e
cikmak icin aradaki molaritenin fark: alinip gerekli miktar deney flaskina eklendi. 72 saat

inkiibasyona birakilda.

5uM(ara stok) . X = 0,2uM . Sml(ortam)

X=200ul ila¢ 0,2uM’e direngli hat lizerine eklendi

8. 72 saat sonunda canlilik testi yapildi. Canlilik yilizdesi kontrol grubunda ortalama %87 iken

deney grubunda ortalama %42 oldugu belirlendi. Hiicreler inkiibasyona birakildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

20 giin sonunda 0,4uM imatinibli ortamdaki hiicreler kontrol grubuyla benzer 6zellik
gosterdigi gozlendi. Canlilik testi yapildi. (Kontrol grubu %91, deney grubu %89 canli).
Kontrolle esit sayida hiicre ekilip, ertesi giin deney flaski lizerine 0,8uM olacak sekilde ilag

eklendi. 72 saat inkiibasyona birakildi.

72 saat sonunda yapilan canlilik testinde kontrol grubunda %93, deney grubunda %49 canl
hiicre oldugu hesaplandi. Hiicreler farkli flasklara pasajlanarak inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sirasinda kullanilan besi ortamina 0,8uM olacak sekilde imatinib eklendi.

Yaklagik 1,5 ay sonunda kontrol grubunda %91 canlilik, 0,8uM direngli grupta % 86
canlilik hesaplanmistir. Kontrol ile es miktarda hiicre ekilip ertesi giin canliliklarinin ve
cogalma hizlariin benzerligi dogrulandi. Deney grubuna toplam molarite 1,2uM olacak

sekilde hesaplanip ara stoktan 40l ilag eklendi. 72 saat inkiibasyona birakildi.

72 saat sonunda kontrol grubundaki canlilik %96, deney grubundaki canlilik %38 olarak
hesaplandi. Hiicreler farkli flasklara boliinerek 1,2uM imatinibli ortamda inkiibasyona

birakildu.

Yaklasik 1 ay sonunda benzer 6zellik gosteren kontrol ve deney grubunda canlilik testi ve
hiicre sayimi yapildi. Her iki grupta canlilik %91 olarak hesaplandi. 1,2uM direncli
hiicrelere 2uM olacak sekilde ara stoktan 72l ilag eklendi. 72 saat inkiibasyona birakildi.

72 saat sonunda kontrol grubundaki canlilik %95, deney grubundaki canlilik %79 olarak
hesaplandi. Deney grubundaki hiicreler farkli flasklara boliiniip inkiibasyona birakildi.

Kullanilan besi ortaminin ila¢g molaritesi 2uM’e ytikseltildi.

Yaklagik 2 ay sonunda benzer 6zellik gosteren kontrol ve deney grubunda canlilik testi ve

hiicre sayimi1 yapildi. Kontrol grubunda canlilik %94, 2uM direngli grupta %87 oldugu
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belirlendi. Kontrol ve direncli flasktaki canli hiicre sayilar esitlenerek ertesi giin tekrar
sayim yapildi. Artmis hiicre sayilar1 ve benzer canlilik yiizdesi elde edildi. 2uM direngli
hiicreler iizerine toplamda 4uM olacak sekilde ilag eklendi. 72 saat inkiibasyona birakildi.

16. 72 saat sonunda kontrol grubundaki canlilik yiizdesi % 92 iken, deney grubundaki canlilik
%47 olarak hesaplandi. Deney flaski 1/2 oraninda pasajlanip inkiibasyona birakildi.

Kullanilan ilaglt besi ortaminin ilag molaritesi 4puM’e yiikseltildi.

17. Yaklasik 1 ay sonunda kontrol grubu ve 4uM direngli grup arasinda hiicre sayimi ve
canlilik testi yapilmistir. Kontrol grubunda canlilik oran1 % 87 4uM direngli grupta %84
civarinda oldugu gozlenmistir. Her iki gruptan esit miktarda hiicre ayr flasklara ekildi. 24
saat sonunda hiicre sayisinin her iki grupta benzer oranda arttig1 (yaklasik iki kat) canlilik
yiizdelerinin esite yakin oldugu (sirasiyla %94-%95) gozlendi. 4uM direncgli gruba ilag
molaritesi 8uM olacak sekilde imatinib eklendi. 72 saat inkiibasyona birakildi.

18. 72 saat sonunda canlilik oranlar1 kontrol grubunda %95 deney grubunda %80 olarak

hesaplandi.

19. Yaklasik 1 ay sonunda kontrol grubu ve 8uM direngli grup arasinda hiicre sayimi ve
canlilik testi yapildi. Kontrol grubundai canlilik orant %91, 8uM direngli grupta canlilik
orani %89 olarak gozlenmistir. Her iki gruptan esit miktarda hiicre ayr1 flasklara aktarilip
24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda hiicre sayisinin benzer miktarlarda arttig1
hiicre sayimiyla belirlendikten sonra 8uM ilaclh ortamda biiyiiyen direngli gruba ilag

molaritesi

20. 10uM olacak sekilde imatinib eklendi. 72 saat inkiibasyona birakildi. 72 saat sonunda
canlilik oran1 kontrol grubunda % 92 deney grubunda %90 olarak hesaplandi.

Anlatilan yontemin sematik 6zeti asagida gosterilmistir (Sekil 13).
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—> Hiicre sayim1 ve canlilik testi yapilir.

Flasklara ayni canli hiicre sayisinda ekim yapilir.

~

|24 saat inkiibasvon |
-

l +imatinib
| 72 saat inkiibasyon |

L

Hiicre sayim
ve canhlik
testinin
tekrarlamr.
Kontrol
grubu deney
grubuyla
benzer tzellik
gosterdiginde
ilag eklenir.

-

Hiicre sayimi ve
canlilik testi
tekrarlamr.

| Inkiibasyon + pasailama |

™~

| Inkiibasyon + pasailama |

!

Canlilik ve
iireme agisindan
benzer
durumdaki
kontrol ve deney
grubu flasklar
flag doz artirmm
icin secilir.

Kontrol grubu ve direng
kazanmis hiicrelerin bir
kismi dondurulur.

Sekil 13: K562 hiicrelerinden klonal se¢ilim yoluyla imatinib-direngli K562-Ir alt-klonunun elde

edilmesi
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3.6.1.3 Besi Ortami Hazirlanmasi:

1X 500 ml RPMI besi ortami igerisine 2 mM konsantrasyonda L glutamin, 1pug/ml
konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve % 10 oraninda FBS eklenmistir. Gerektiginde
kullanmak tizere +4 C° de saklanmistir. K562-Ir hiicreleri i¢in ortama 10uM son
konsantrasyonunda imatinib eklenmistir. Hiicreler 37C° CO2’li inkiibatdrde inkiibe edilmistir.

2-3 giinde bir hiicre yogunluguna goére 1/2 veya 1/3 oraninda pasajlama yapilmaistir.

3.6.1.4 Hiicre Dondurma Ortami ve Dondurma Yontemi:

Hem k562 hem K562-Ir hiicreleri zaman zaman stoklama amagli donduruldu. %50
RPMI 1640, %40 FBS, %10 DMSO oraninda olacak sekilde dondurma ortami hazirland.

Gerektiginde kullanmak iizere +4 C ‘de saklandi.

Yontem:

1. Kiltiir ortam1 12mI’lik steril santrifiij tiipiine aktarilir.

2. 600 G hizinda 5dk santrifiij edilip tist faz atilir.

3. Hiicre pelleti tizerine 1 ml dondurma ortami eklenir.

4. Pipetaj yapitliktan sonra hiicreler dondurma tiiplerine aktarilir.

5. Donma isleminin yavas olmasi i¢in -20C ° de en az 1 saat bekletilir.

6. Gerektiginde ¢ozmek tizere -80C° ye kaldirilir.

3.6.2 Kullamlan Tirozin Kinaz inhibitorleri

K562 ve K562-Ir hiicreleri tizerinde imatinib (sc-202180A), nilotinib (sc-202245), dasatinib
(sc-218081), bosutinib (sc-202084), ponatinib (sc-362710) ve GNF-2 (sc-364428) tirozin kinaz

inhibitorleri kullanilmustir.
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3.6.3 Hiicre Oliimii Yontemleri
3.6.3.1 Tripan Mavisi Canlilik Testi

Canl1 hiicreler membran biitiinliigiine sahip olmalar1 nedeniyle tripan mavisi boyasini
hiicre i¢ine almazlar fakat 6lii hiicrelerin membran biitiinliikleri bozuldugundan hiicreler boyay1
gecirir. Bu testte bir hiicre slispansiyonu tripan mavisi ile karigtirilir ve hiicrelerin boyayi alip
almadig1 mikroskopta kontrol edilir. Canli hiicreler parlak ve temiz bir sitoplazmaya sahip

olarak goriillirken, 6lii hiicreler ise mavi sitoplazmali olarak goriiliir.

Hiicre kiiltiiri galismalarinda tripan blue ile boyama ve hemositometre (Neubauer ya da
Thoma lami) ile hiicre sayimi altin standart olarak kabul edilir. Lamlarin sayim yapilan
boliimlerinde 9 adet biiyiik kare igerisindeki hiicreler tek tek sayilarak formiil yardimiyla 1

ml’deki hiicre sayilar1 hesaplanir.

Deneyler siiresince hiicrelere hiicre 6liimiine neden olacak muameleler yapildiktan

sonra asagidaki sekilde canlilik testi yapilmistir.
1. 1.Siispanse hiicre kiiltiiriinden 0,5 ml 6rnek alindi.
2. 1:1 Oraninda tripan mavisi ve PBS bir mikrosantrifiij tiiptinde karistirildi.

3. Tripan mavisi + PBS karisimindan 0,5ml almip 0,5ml hiicre siispansiyonu ile

karigtirildi.
4. Neubauer laminin kenarlarina 1’er damla su damlatilip tizerine lamel kapatildi.
5. Lamel ile lam arasindaki bosluktan 10ul tripan mavisi + hiicre karisimindan  eklendi.
6. Isik mikroskobunda 10X objektifte sayim yapildi.
7. Mavi boyay1 almamis olan hiicreler canli, almis olanlar ise 6lii olarak degerlendirildi.

8. 1 ml ortamdaki canli hiicre sayist = 1 biiyiik karede sayilan canli hiicre x diliisyon
faktorii x 10* formiilii ile belirlendi. (Iml’deki &lii hiicre sayis1 da ayni sekilde

hesaplanir.)

9. Canli hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina orani hesaplanarak canlilik yiizdesi

hesaplandi.
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3.6.3.2 Akig Sitometrisi (Flow cytometry) ile Annexin V/Mitokondrial membran potansiyeli

olciimii

Gerecler:
o 6-well plate
o Mitokondrial membrane Potential/Annexin V Apoptosis Kit with Mitotracker
Red and Alexa Fluor 488 annexin V (invitrogen)
o FACSCalibur

Yontem:

Canli hiicrelerde mitokondrilerin saglam oldugu durumda Mitotracker Red maddesi
organel igine ge¢ip 1sima vermektedir. Hiicre mitokondrial membran potansiyelini
kaybettiginde (apoptozda oldugu gibi) marker 1s1ma vermemektedir. Bu durumda apoptotik
ol¢lim igin Mitotracker Red pozitifligi canli hiicre grubunu gosterirken Alexa flour 488

Annexin V pozitifligi 6lii hiicre grubunu gosterir.

1. 5X binding bufferdan 1X buffer hazirlandi.

2. Toz halindeki Mitotracker Red tiiptide 9.4ul DMSO eklenerek 10 nM stok soliisyon
hazirlandi. (-20°C de saklandi)

3. Stok soliisyondan 10uM c¢alisma soliisyonu hazirlandi. Calisma soliisyonundan 1 pl
cekilip Iml serumsuz RPMI kiiltiir ortamina eklenip +4 derecede saklandi.

4. Direngli-K562 hiicre flaski imatinibli ortam1 uzaklastirmak i¢in 5 dakika 1200 rpm

de santrifiij edildi.

Hiicrelere belirlenen son konsantrasyonlara gore ilag eklemeleri yapildi.

24. saatte kuyulardan 500’er ul ortam ¢ekilip eppendorf tiiplere aktarildi.

Uzerlerine 2ul 10uM Mitotracker Red eklenip 30 dk 37°C de inkiibe edildi.

Hiicreler 5dk 1200 rpm de samtrifiijlenip PBS ile resiispanse edildi.

Uzerlerine 100ul 1X Annexin buffer eklendi

© o N o O

10. Buffer ile resiispanse edilmis hiicreler iizerine 5’er ul Alexa flour 488 Annexin V
eklenip 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
11. Akim sitometrisi ile 6l¢iildii.

12. Ayni uygulama basamaklar1 48. ve 72. saatler i¢in de gerceklestirildi.
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3.6.4 Hiicre Canlilik Testi
3.6.4.1 WST-1/WST-8 yontemi

WST-1 ve WST-8 (daha kararli form) mitokondriyal siiksinat-tetrazoliuM rediiktaz
enzimi tarafindan sar1 renkli formazan kristaline pargalanan bir tetrazolium tuzu tiirevidir.
Hiicre siispansiyonu iizerine direkt olarak 1:10 oraninda eklendiginde canli hiicreler tarafindan
metabolize edilir. CO2’li 37°C inkiibatérde 0.5-4 saat araliginda inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon siiresi hiicre tipine ve sayisina gore degismektedir. Literatiirde kontrol grubunun
450nm’deki fotometrik Olgiim degerinin 0.6-0.8 araliginda olmasi uygun gorilmektedir.
Deneylerimizde Roche Cell Proliferation Reagent WST-1 (Cat No: 05015944001) ve Sigma
Aldrich (#96992) Cell Counting Kit-8 kullanilmustir.

Deneyler i¢in 6-kuyulu plate’ler kullanilmstir.
Yontem:

1) Hiicreleri, WST-1 i¢in 100uL de 1000-50.000 hiicre kosuluna gore, 100ul ye yaklasik 30.000
hiicre gelecek sekilde 3ml RPMI 1640 %10 FBS’li ortama ekilmistir.

2) ilag eklenecek kuyular tigerli hazirlanip belirlenen son konsantrasyonlarda ilag eklenmistir.

Kontrol grubuna yalniz DMSO eklenmistir.

3) Inkiibasyondan sonra kuyulardan 3X 100 ul érnek gekilip 96-kuyulu plate’lere ekilmistir.
Ayrica Blank olarak kullanilmak {izere hiicrelerin kiiltiire edildigi besi ortamindan 3X 100 pl
cekilerek kuyulara eklenmistir. Blank dahil tim kuyulara 10’ar ul WST-1 soliisyonu eklenip
yaklasik 45 dk inkiibe edilmistir. 450nm de plate okuyucuda dl¢lim yapilmistir. Ayni islem 48.

ve 72. Saatler igin tekrar edilmistir.

5) Ilag eklenmemis kontrol grubunun OD degeri %100 canliligi temsil edecek sekilde ilac

eklenen hiicrelerin canlilik yiizdeleri hesaplanip grafik haline getirilmistir.
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3.6.5 K562-Ir Hiicrelerinde Yeni Nesil Tirozin Kinaz Inhibitérlerinin Uygulanmasi

Elde ettigimiz imatinib direngli K562-Ir hiicre hattinin dasatinib, nilotinib, bosutinib,
ponatinib tirozin kinaz inhibitorlerine cevabinin belirlenmesi amaglanmistir. Tripan mavisi,
WST-1 ve akis sitometrisi yontemleriyle, ilaglara maruz birakildiktan sonra 24., 48. ve 72.

saatlerde hiicre canlilik ytizdeleri belirlenmistir.

3.6.5.1 Klinik Doz TKT Uygulamasi

Klinikte kullanilan ilag dozlarin K562-Ir hiicreleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Literatlirde belirtilen verilere gore klinikte hastalar lizerinde uygulanan ilag
dozlarmnin 24-72 saat araliginda en yiiksek plazma konsantrasyonlari (Cmax); giinde iki kez
400mg nilotinib i¢in 1,7uM8; giinliik 100mg dasatinib icin 0,2uM®; 600mg bosutinib igin
0,3uM®, imatinib i¢in SpM®®, giinliik 45mg ponatinib igin 137nM®’, GNF-2 i¢in IC50 273nM®
oldugu belirtilmistir. GNF-2 klinik onay almadigindan in vitro IC50 dozu kullanilmistir. Bu
bilgiler 151¢1nda ayni ilag dozajlar1 K562-Ir hiicrelerine uygulanmis, 24., 48. ve 72. saatlerde
canlilik testleri yapilmistir. Kontrol olarak ila¢ eklenmemis K562-Ir hiicreleri kullanilmistir.

Not: Cmax icin verilen kaynaklarda belirtilen plazma konsantrasyonlar ilaglarin

molekiiler agirliklarina boliinerek molariteleri hesaplanmustir.

3.6.5.2 Yiiksek Doz TKI Uygulamasi

Klinik dozlarda yeni nesil TKI uygulanmis K562-Ir hiicrelerinin %50’den fazlasinin
canli kaldig1 goriildiikten sonra, imatinibde oldugu gibi son konsantrasyonu 10’ar uM olacak

sekilde tekrar uygulama yapilmasina karar verildi.

e 10 uM imatinib-direngli K562 alt klonundan 100.000’er canli hiicre sayilarak 6-kuyulu
kiiltiir flasklarina ekim yapildi. Uzerlerine 5’er ml %15 FBS, %1 penisilin/streptomisin, %1
L-glutamin barindiran RPMI 1640 kontrol besi ortami eklendi. Direncli hiicreler iizerine
10uM imatinib, 10uM dasatinib, 10uM nilotinib ve 10 uM bosutinib eklendi. Belirtilen dort
kosul i¢in dort ayri direngli kontrol grubu hiicrelerine yalniz DMSO eklendi. 72 saat
inkiibasyona birakildi. Her 24 saatte bir tripan mavisi canlilik testi uygulanarak kontrol

grubuyla karsilagtirmali olarak canlilik oranlar1 hesaplandi
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e 10 uM imatinib-direngli K562 alt klonundan 100.000’er canli hiicre sayilarak 6-kuyulu
kiiltiir flasklarina ekim yapildi. Uzerlerine, igerisinde 10uM imatinib barmdiran RPMI 1640
kontrol besi ortamindan eklendi. Hiicreler lizerine 10uM imatinib (320 pM), 10uM
dasatinib, 10puM nilotinib, 10uM bosutinib ve 10uM ponatinib eklendi. Belirtilen dort kosul
i¢cin dort ayr1 direngli kontrol grubu hiicreslerine yalniz DMSO eklendi. 72 saat inkiibasyona
birakildi. Her 24 saatte bir tripan mavisi canlilik testi uygulanarak kontrol grubuyla

karsilastirmali olarak canlilik oranlar1 hesaplandi.

3.6.6 Abl Proteini Kinaz Bolgesinde Mutasyon Taramasi

Imatinib’e direng gosteren KML hastalarinda yapilan arastirmalarda Ber-Abl
proteininin abl kinaz bolgesinde tespit edilen L248V, G250E, Q252H, Y253F, E255K, E255V,
D276G, E279K, V299L, T315l, F317L, M351T, F359V, L384M, H396P, H396R, G398R,
F486S ikincil mutasyonlarin (40), olusturduguMuz imatinib direngli K562-Ir hiicrelerinde
varhiginin aragtirmasi planlanmistir. Bu baglamda RNA izolasyonu ve cDNA eldesinden sonra
PCR metodu i¢in dizayn edilen primerlerin optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. K562 ve
K562-Ir hiicreleri igin tekrarlanan bu deneyler sonucu elde edilen PCR iiriinleri DATEKS
tedarikgi firmasi aracilig1 ile Macrogen (Kore) firmasina 3 farkli zamanda 6rnekler gonderilerek
sekans analizleri yapilmistir. Primerlerin optimizasyonu oncelikle HEK hiicre hattinda

gergeklestirilmis daha sonra K562 ve K562-Ir hiicrelerinde tekrar edilmistir.
3.6.6.1 RNA Izolasyonu

Geregler:

o Nucleospin RNA II kiti (Cat. No: 740955.50 )

o Hiicre kiiltiirii gerecleri

B-merkaptoetanol

o

o % 96’lik ve %70’lik etanol
o Standart masa istii mikrosantrifiij (Eppendorf centrifuge 5417 R).
o  Mikrosantrifiij tiipleri

Santrifiij (Eppendorf santrifuge 5417 R)

o
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Kit icerigi :
e Liziz tamponu RA1
e Yikama tamponu RA2
e Yikama tamponu RA3 (konsantre)
e Membran tamponu MDB
e rDNase reaksiyon tamponu
e rDNase
e Filtreli tiipler
e Toplama tiipleri
Yontem :
Caligsma soliisyonlarinin hazirlanmasi
v rDNase 540 ul RNase-free suda seyreltildi. Alikatlanarak - 20°C ‘ye kaldirildu.
v Yikama tamponu RA3’e 50 ml %96’lik etanol eklendi.

1. Yiizeye yapisan hiicreler tripsinizasyon ile resiispanse edilip 600 x g’de 5 dk ¢oktiiriildii. 1
kez PBS ile yikanarak tekrar pellet elde edildi.

2. 350ul RAT tamponu 3.5ul B-merkaptoetanol ile karigtirildiktan sonra hiicrelerin {izerine

eklendi ve vortekslendi.

3. Lizat mor filtreli tiiplere aktarilardiktan sonra toplama tiipii yerlestrilip 1 dk 11,000 x g de

santrifiijlendi.
4. Filtreli tiip atild1. Toplama kabina 350 pl %70’lik etanol eklendi ve pipetaj yapildu.

5. Ornek mavi filtreli RNA baglama tiiplerine aktarildi. Toplama tiipii yerlestirildikten sonra 30
sn 11,000 x g ‘de santrifiijlendi.

6. 350ul MBD tamponu eklendi. 1 dk 11,000 g ‘de santrifiijlendi. Toplama kabinda biriken

stipernatant atild1.

42



7. 90ul rDNase reaksiyon tamponu ile 10 ul rDNase karistirildi. Karisimin 95 pl’si filtrenin
ortasina damlatildi. 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. 200ul yikama tamponu RA2 eklendi. 30 sn 11,000 x g ‘de santrifiijlendi.
9. 600ul yikama tamponu RA3 eklendi. 30 sn 11,000 x g ‘de santrifiijlendi.
10. 250 pl yikama tamponu RA3 ile 2dk 11,000 x g ‘de tekrar santrifiijlendi.

11. Filtre santrifiij tiiptine aktarildi. 60-40ul RNase’dan arindirilmis su eklendi. 1 dk 11,000 x
g’de santrifiijlendi.

12. RNA o6rnekleri konsantrasyon dl¢iimii i¢in kullanildiktan sonra -80 °C ‘ye kaldirildi.

3.6.1.1 RNA Miktar: Tayini

Izole edilen RNA’larm belli oranda seyreltme yapilip, spektrofotometre ile 260 ve 280

nm de absorbanslari dl¢iildii.
Azeo x dillisyon faktorii x 40 pg/ml formiilii ile RNA konsantrasyonlari hesaplandi.

Aze0 / Azgo orani hesaplanarak RNA’larin saflik dereceleri belirlendi. (En iyi saflik i¢in Azeo /

Aogo oraninin 1,8 ile 2,0 arasinda olmasi beklenir.)
3.6.6.2 RNA’dan cDNA eldesi
Geregler:

o Total RNA
o M-MuLV Reverse Transkriptaz enzim ( Fermentas #K1611)
o 5Xreaksiyon tamponu
o Oligo dT Primer
o 10 mM dNTP mix
o Ribolock RNase inhibitor

o DEPC’li su
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Y Ontem:

1.

Kalip cDNA’dan yaklasik 1 ug olacak sekilde 6rnek alindi. 1 pl oligo dT primer, 3 ul ANTP
ile karistirild1 toplamda 20 pl olacak sekilde tizeri DEPC’li su ile tamamlanarak 1. karigim
elde edildi.

1. karisim 70 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Buz iizerine alindi.

5X reaksiyon tamponundan 8ul, RNase inhibitérden 2 ul, DEPC’li sudan 8 ul , mMLV
Reverse trancriptase enzimden 2ul alinarak toplamda 20 ul’lik ikinci karisim elde edildi.
37 °C’de 5dk inkiibe edildi.

1. ve 2. karisimlar birlestirildi. Termal cycler aletinde; 37 °C’de 1h, 70 °C’de 10 dk inkiibe
edildi.

Elde edilen cDNA 6rnekleri -20°C ‘ye kaldirildi.

3.6.6.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR/PZR)

K562 direngli hastalarda daha 6nce bahsi gecen mutasyonlarin barindig: yaklasik 1600

b¢ uzunlugundaki abl mRNA kinaz bdlgesini ¢cogaltmak i¢in bu bolge birbiriyle ortiisen dort

ayr1 par¢aya boliinmiis (P1, P2, P3, P4) bu parcalara 6zgii primer ¢iftleri dizayn edilmistir. Her

bir primer seti i¢in ayr1 PCR reaksiyonlar1 yapilip jelde goriintiilenmistir. Yapilan islemlerin

Ozeti Sekil 14°de verilmistir.

c-abl kinaz domeyni
5. 3

l

5 3

5 -3

5 E—

A——
/ \.
RNA — ¢cDNA~PCR PCR <« ¢cDNA « RNA

/ \

~— — — i

Sekil 14: abl gdlgesi i¢in planlanan sekanslama tekniginin 6zeti
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Dizayn edilen primer ¢iftlerinin sekanslar1 agsagidaki gibidir:

P1. F=5’ACAAGCCCACTGTCTATGGTGTGT 3’
R=5"AGATCTGAGTGGCCATGTACAGCA 3’

P2. F=5> ACAGAGATCTTGCTGCCCGAAACT 3’
R=5" TCAGAGGGATTCCACTGCCAACAT 3’

P3. F=5 TGAAGACCTTGAAGGAGGACACCA ¥’
R=5" AGCAATACTCCAAATGCCCAGACG ¥

P4. F= 5" ACGTCTGGGCATTTGGAGTATTGC 3’

R=5" CAAGGTACTCACAGCCCCACGGAC ¥’

Geregler:

o 10X Maxima ® Hot Start Taq buffer (Fermentas #EP0602)

o Maxima ® Hot Start Tag DNA Polymerase (Fermentas #EP0602)
o 25 mM MgCI2

o Distilesu

o Primer ¢ifti

o Kalip DNA

o dNTP mix

o elektroforez tanki

o agaroz

o etidyum bromiir

o Fermentas 6X Orange yilikleme boyas1 #R0631
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Yontem :

1. PCR tiipleri igerisinde her primer ¢ifti i¢cin asagida verilen reaktif degerleriyle 25°er ul
reaksiyon karigimi hazirlandi. Hazirlanan PCR tiipleri asagida belirtilen termal dongiide inkiibe

edildi.

Termal dongii:

Reaktifler ul
95°C §°

H.O 14,25
95°C 30"

10X Buffer 2,5
58°C 30" (x33) : _d

Primer ¢ifti 0,5+0,5
72°C 45"

25 mM MgClI2 1,5
72°C  7°

10mM dNTP 0,5
(+4°C)

cDNA 5

HotStartTaq 0,25

polimeraz

2. Elektroforez islemi igin %1,5 luk agaroz jel hazirlanmistir.

0,45g agaroz 30 ml TBE i¢inde ¢ozdiiriilmistiir. Mikrodalgada kaynatilip hafif
soguMas1 beklendikten sonra igerisine 2ul etidyum bromiir eklenerek elektroforez tankina
konmak tizere tarakli kaliba dokiilmiistiir. 40dk jelin donmasi beklenmistir. Jel elektroforez

tankina yerlestirilip, tank belirli seviyeye kadar TBE ile doldurulmustur.

3. Jelin ilk kuyusuna Roche 100bp marker yiiklenmistir. Her bir Sul’lik PCR {irtindi, 1l
6X yiikleme boyasiyla karistirilarak jelin kuyularina sirasiyla yiiklenmistir. 50V da elektroforez

uygulanip goriintiilenmistir.

Sekans karsilagtirmalarinda internet tabanli MultAlin programi kullanilmagtir.
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3.6.7 Proliferasyon Deneyleri

3.6.7.1 Proliferasyon Hiz Olgiimii

Rutin hiicre kiiltiirii sirasinda edindigimiz gozlemlere gore direncli hiicreler normal

K562 hiicrelerinden ¢ok daha yavas ¢ogalmaktadir. Bu gézlemin dogrulanmasi amaglanmistir.

Proliferasyon deneyi daha 6nce canlilik testleri boliimiinde anlatilan WST-8 temelli yapilmustir.

Gerecgler:
o Sigma Aldrich Cell Counting Kit-8 #96992
o 96-well plate

o Plate okuyucu (450nm)

Yontem:

1.
2.

Hiicre flasklarindan 6rnekler alinarak 1200 rpm de 5 dk santrifiijlendi.

Hiicreler fenol red siz RPMI da resiispanse edilip canli hiicre sayimi1 yapildi. (Fenol
red’li ortamda da yapilabilir)

0, 24, 48, 72 saat i¢in 4 ayr1 96-well plate hazirlandi.

Her plate e K562 hiicre siispansiyonundan 1000, 1500, 2000, 2500, 5000, 7500, 10000,
15000, 20000 hiicre ekilip tizeri 100 pl ortama tamamlandi. K562 siispansiyonundan
5000 er canli hiicre 3 kuyuya, K562-Ir slispansiyonundan 5000 er canl hiicre 6 kuyuya
eklenip tizerleri 100 pl ortama tamamlandi. K562-Ir kuyularindan 3 tanesine ayrica 10
puM imatinib eklendi (DMSO mikatrinin %0.1 1 gegmemesine dikkat edildi). Ayrica bir
kuyuya hig hiicre eklenmeyip 100 pl ortam eklenerek Blank olarak ayrildi.

0. (ekim yapilir yapilmaz), 24. , 48. ve 72. saatlerde kuyulara 10’ar ul WST-8 eklenerek
1-3 saat inkiibasyon sonunda 450nm de optik dansiteler 6l¢iildii.

Olgiim sonuglarma gore hiicre sayisi belli olan kuyular igin kalibrasyon egrisi ¢izildi.
Egri denklemi baz alinarak test kuyularindaki hiicre sayis1 hesaplandi.

0. Saatteki hiicre sayilart 5000 varsayilarak veriler normalize edilip grafik haline

getirildi.
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3.6.7.2 Hiicre Déngiisii Deneyi

K562-Ir hiicrelerinde gdzlenen proliferasyon yavaslamasmin deneysel olarak

ispatlanmasi amaglanmistir.

3.6.7.2.1 Senkronizasyon:

Amag: Kiiltiirdeki hiicrelerin her biri aldiklar1 hiicre dis1 sinyaller dogrultusunda farkl
zamanlarda bdliindiiklerinden tiim hiicreleri ayn1 anda bdliinmeye tesvik edecek ortam
olusturulmalidir. Ortamdaki besinin uzaklastirilmasiyla boliinen hiicreler de dahil tiim
hiicrelerin G1 fazinda arreste girmeleri amaglanmaktadir. G1 fazi arrestinden sonra ortama

tekrar besin eklenerek hiicrelerin ayni anda hiicre dongiisiinde ilerlemesi beklenmektedir.

Yontem:

1) Hiicreler 450g de 5 dk santrifiijlenerek kiiltiire edildikleri ortamdan uzaklastirilir.

2) Pellet tizerinde kalan siipernatant kalintis1 otomatik pipetor ile gekilir.

3) Pellet iizerine %1 L-glutamin, %1 P/S iceren serumsuz RPMI ortam: eklenerek
resiispanse edilir.

4) Literatiirde K562 hiicre hattinin ikilenme zamani ort. 24h gosterildiginden hiicreler 24
saat serumsuz ortamda inkiibe edilerek a¢ birakilir.

5) 24 saatin sonunda flasklara %15 oraninda FBS eklenerek tekrar 24 saat inkiibe edilir.

6) DNA miktari belirli saat araliklarinda FACS analizi ile o6lgiiliir.

Senkronizasyon deneyleri hem 24 saat hem 36 saat a¢lik durumunda yapilmustir.

3.6.7.2.2 DNA Miktarinin Akim Sitometrisi Ile Olciilmesi

Geregler:
BD Cell Cycle Test Plus Kit kullanilmistir.
Kit icerigi:

1 X Buffer soliisyonu: SodiuM sitrat, DMSO igeren tampon hiicre eldesi ve dondurma (tercihen)

isleminde kullanilir.
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A soliisyonu: Tripsin ve non-iyonik deterjan ile hiicre membranini pargalar.

B soliisyonu: Sitrat buffer igerisinde tripsin inhibitdrii ve riboniikleaz A ile tripsini inhibe eder
ve RNA’lar1 pargalar.

C soliisyonu: sitrat buffer igerisinde propidiuM iodide (PI) boyasi ile DNA boyanir.

Yontem:
1. Tiim soliisyonlar oda sicakligina getirilir. (C soliisyonu haric)
2. 25cm2 ‘lik flasklarda kiltire edilmis K562 ve K562-Ir hiicreleri 5dk 300g de
santrifiijlenir.
Pellet tizerine 500l 1X buffer soliisyonu eklenerek yavasta pipetaj yapilir.
5dk 300g de santrifiijlenir.
Pellet tekrar ayn1 miktarda buffer soliisyonu ile resiispanse edilip tekrar santrifiijlenir.

Pellet tizerine 100ul A soliisyonu eklenir. 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilir

N o g~ w

A soliisyonunda resiispanse edilmis hiicreler tizerine 80ul B soliisyonu eklenir. 10 dk
oda sicakliginda inkiibe edilir.

8. A ve B soliisyonu igerisindeki hiicreler lizerine 80ul soguk C soliisyonu eklenir. 10 dk
oda sicakliginda inkiibe edilip 151k gecirmeyen bir kaba alinarak sogukta saklanir.

9. 3 saaticinde akim sitometrisi analizi yapilir.

Grafiklerde 24 ve 36 saat acliktan sonra %15 FBS eklenmis hiicrelerin belirtilen saatlerdeki

DNA miktarlar1 karsilastirilmistir.

3.6.8 FISH Yontemi

Ber-Abl fiizyon geninin kromozomal diizeyde goriintiilenip amplifikasyonlar agisindan
degerlendirilmesi i¢in K562 ve K562-Ir hiicrelerinde FISH teknigi uygulanmistir. ABL1 ve
BCR gen bolgeleri icin fluoresan isaretli DNA problari kullanilmistir. ABL1 i¢in prob kirmizi
isaretli ve 9q34.11-9q34.12 bolgesine 6zgiidiir. BCR bdolgesi icin ise prob yesil isaretli ve
22011.22-22q11.23 bolgesine 6zglidiir.

Y oOntem:

1. Kirmizi kapakli tiiplere 8’er mililitre hiicre siispansiyonu konuldu.
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©o

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

3.6.9

hatt1

85ul kolsemid eklendi. 25 dk 37°C de inkiibe edildi.

10dk 1200rpm de santrifiijlendi. Ortam uzaklagtirildu.

37C de 1sitilmig 0.075M KCl soliisyonu hafif vorteks esliginde damlatilarak eklendi.
30dk 37°C inkiibe edildi.

10dk 1200rpm de santrifiijlendi. Ortam uzaklagtirildu.

Pellet iizerine vorteks esliginde 7ml Carnoy fiksatifi eklendi. (Carnoy fiksatifi: 3 hacim
metanol: 1 hacim glacial asetik asit)

Lamlar {izerinde damlatma yapildi. 24h oda sicakliginda kurutuldu.

Lamlar iizerinde elmas kalemle damlatma alan1 ¢izildi.

Lamlar oda sicakliginda 2X SSC de 2dk bekletildi.

2ser dakika %70, %85, %100 etanol serilerinden gegcirilip kurumaya birakildi.

Cytocell aquarius BCR/ABL Translocation Dual Fusion Prob 6nce oda sicakliginda sonra
37C de lamellerle birlikte 1s1t1ldu.

10’ar pl prob lamlarda belirlenen alanlarin ortasina damlatildi. Uzerine 1sitilmig lameller
kapatildi.

Lamellerin etrafi yapistirildi.

2dk 75°C de denatiirasyon islemi yapildi

Ornekler 37C de karanlik nemli ortamda bir gece inkiibasyona birakildi. Nemli ortam i¢in
lamlarin bulundugu sale, i¢i su dolu kaplara konulup iizeri aliiminyum folyo ile kapatilip
37C ye kaldirildi.

Ertesi giin lamel kaldirilip 6rnekler 0.4X SSC (pH 7.0) soliisyonda 2dk 72°C de inkiibe
edildi.

Lamlar kurutulup 2X SSC, %0.05 Tween-20 soliisyonda oda sicakliginda 30 saniye
bekletildi.

Lamlar kurutulup DAPI ile muamele edildi.

Hiicre Hatti Karakterizasyonu

Deneylerimizi siirdiirdiigiimiiz K562 ve direngli K562-Ir hiicrelerimizin, K562 hiicre

kokenli oldugunun, 8 farkli STR boélgesinin karsilastirilmasiyla ispatlanmasi

amaglanmustir. Yurtdis1 hizmet alim1 yapilmistir. Ornekler isimsiz gonderilmistir.
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1. K562 ve K562-Ir kiiltiir flasklarindan 6rnek alinip 1200 rpm 5dk santrifiij edildi. Supernatan
atild.

2. Hiicrelerden, Roche High Pure PCR Template Preparation Kit #11796828001 kullanilarak
DNA izole edildi.

3. 80’er pl Elution Buffer icerisindeki 6rneklerden 5’er pl alinarak jelde yiiriitiild.

4. Gortintiileme sonrasinda DNA nin degrade olmadig1 gézlendikten sonra geri kalan 6rnekler
Tiurkiye DATEKS firmas1 araciliglr ile Almanya’daki DSMZ (Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) Authentication Service’e postalandi.

3.6.10 Western Blot Yontemiyle Protein Diizeyinde Gen Ekspresyonu Tayini

Hiicrelerden elde edilen total protein lizatinda, aranan proteinin olup olmadigin1 ve
varsa ne kadar oldugunu (o genin ekspresyonun diizeyi) spesifik antikorlar yardimiyla gosteren
bir yontemdir. Hiicreler lize edilip proteinler izole edilir, ayristirma jeline esit miktarda
yiiklenen lizatlar elektriksel akim yardimiyla yiiriitiiliir, membrana transfer edilir, ekspresyon
diizeyi merak edilen proteine 6zgii antikorla muamele edilir ve X-ray filmde goriintiilenir.
Detaylar asagida anlatilmistir. Burada anlatilan Western blot teknigi laboratuvarimizda

kullanilan genel protokoldiir.

*  Kontrol grubu ve belirlenen direngli K562-Ir hiicre flasklarindan hiicre lizat1 elde edildi.

*  Pierce BCA Protein Assay kullanilarak lizatlarin protein konsantrasyonlar1 ol¢iildii.

*  Mini-PROTEAN 3 Cell cihazi kullanilarak SDS-PAGE jel elektroforezi yapildi.

+ Biorad Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell cihazi kullanilarak yari
kuru SDS-PAGE jelinde PVDF membranina proteinler transfer edildi.

*  Primer antikor ile membran inkiibe edildi.

»  Pierce Supersignal Dura Chemiluminescent Substrat, Biorad Western Clarity kitleri ile

deteksiyon yapildi.
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3.6.10.1. Hiicre Lizatimin Hazirlanmasi

Geregler :

 Lizis Tamponu RIPA (igerik i¢in bkz. Ek1)

* Proteaz ve fosfataz inhibitorleri

* Buz

+ PBS

* Santrifiyj tlipti

* Mikrosantrifiij tiipii

* Sogutmali mikrosantrifiij (Eppendorf centrifuge 5417 R)

Yontem :

1. Siispanse hiicreler 15 ml santrifiij tiipline alinip 600 G hizda 5 dk santrifiij edilir.

2. Ust faz atildiktan sonra pellet PBS ile resiispanse edilerek tekrar santrifiij islemi yapilir
(yikama).

3. Pelletin ii¢ kat1 hacimde lizis tamponu eklenir.

4. 10 dakika buz iizerinde inkiibe edilir.

5. Sirekli pipetaj yapilip kopiirtiliir.

6. Tipler -80 dereceye atilip ¢ikartilarak 4-5 kez ¢6z-dondur islemi uygulanir. (mekanik
pargalama)

7. 45 dakika en yiiksek hizda (15000 G) +4°C’de santrifiijlenir.

8. Ust fazdaki siv1 (lizat) baska bir santrifiij tiipiine aktarilip kullanilana kadar -80°C’de

saklanir. Pellet atilir.

3.6.10.2 Protein Konsantrasyon Ol¢iimii

BCA Protein Assay BCA (bicinchronic acid) temelli, kolorimetrik olarak total protein
konsantrasyonu 6l¢iilmesi i¢in gelistirilmis bir yontemdir. BCA ile ortamdaki bakir iyonunun
selat olusturmast mor renkli bir iriiniin agiga ¢ikmasimi saglar. Bu renk degisimi
spektrofotometrede 562nm dalga boyunda absorbans vermektedir. Konsantrasyonlari bilinen
ornekler ile absorbans deger grafigi elde edilir. Konsantrasyonu bilinmeyen Orneklerin

absorbanslar1 bu grafikle karsilastirilarak protein konsantrasyonlari belirlenir.
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Geregler:
* Pierce BCA Protein Assay Kit
* Plate okuyucu (BioTek Synergy HT)

Yontem:
1. 50 kat hacimde A soliisyonu, 1 kat hacimde B soliisyonu karistirilarak reaksiyon
karisimi hazirlandi.
2. 96 well plate’in belirlenen gozlerine 200’er ul reaksiyon karisimi eklendi.
3. 8000, 6000, 4000, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 ve 125%er pg/ml
konsantrasyonlardaki standartlardan 10’ar pl reaksiyon karigimlarinin bulundugu kuyulara
eklenmistir. Bir adet kuyu “blank™ olarak birakilmistir. Konsantrasyonu belirlenmek istenen
lizattan 10pl alinarak reaksiyon karigiminin bulundugu bir baska kuyuya eklenmistir.
4. 30 dakika 37 C*de inkiibe edilmistir.
5.  Plate okuyucuda 562nm dalga boyunda karsilastirmali absorbanslar Ol¢lilmiistiir.

Konsantrasyonlar pg/ml cinsinden belirlenmistir.

3.6.10.3 SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Proteinlerin biiyiikliiklerine gore ayristirildigi bir yonemdir. Lizat jel kuyularina
yiiklendikten sonra elektrik akimi yardimiyla proteinler dnce yiikkleme jelinden daha sonra
ayristirict jelden gegerek siralanirlar.

Geregler:

. Mini-Protean 3 Cell cihaz1 (katalog numarasi: 165-3301)

. Elektroforez tanki

. Giic kaynagi

. %10’luk ayristirict jel ve %5lik yiikleme jeli (bkz. Ek 1)

. Yuriitme tamponu

. Biorad 2X Laemni buffer veya Nupage 4X LDS Sample buffer

. 50ml’lik ve 15ml’lik tiip

. Protein markeri (Invitrogen-SeeBlue Pre-Stained Standart, katalog numarasi: LC5625)
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Yontem:

1. %10’luk ayristirict jel iki cam arasina (1mm) dokiildi. Jel yiizeyinin diizglin donmast
i¢in lizeri izopropanol ile kaplandi. 15 dakika jelin polimerlesmesi beklendi.

2. Izopropanol dékiildii. 5 dk alkoliin buharlasmasi beklendi. Uzerine %5°lik yiikleme jeli
dokiildii. Yiikleme kuyulari olusturmak iizere tarak yerlestirildi. 15 dakika jelin
polimerlesmesi beklendi.

3. Protein konsantrasyonlar1 belirlenen hiicre lizatlarindan gerekli miktarda (20-40pug

olacak sekilde) 6rnek mikrosantrifiij tiiplerine alindi. 1:1 oranin 2X Laemni buffer veya

1:3 oraninda 4X LDS Sample buffer lizatla karistirildi. 95 °C ‘de (laemni i¢in) veya

75°C ‘de (LDS sample i¢in) 5 dakika inkiibe edilerek proteinler denatiire edildi.

Tiipler spin edildi.

Lizatlar ve 5-10ul protein markeri, belirlenen kuyulara eklendi.

Elektroforez tanki yiiriitme tamponu (running buffer) ile dolduruldu.

70V’da 30 dakika, 110V da 1,5 saat elektrik akimi uygulandi.

N o g &

3.6.10.4 Jelden Membrana Islak Yontem ile Protein Transferi (Wet Transfer)

Jeldeki proteinlerin elektrik akimi yardimiyla kagit bir membrana aktarilmasini saglar.

Geregler:

. Thermo Scientific Vep-2 wet transfer system
. 0.45uM PVDF membran

. Transfer tamponu (%20 metanol)

. Wattman ince blot kagidi

Y ontem:

1. Jel biiyiikliigiinde PVDF kagidi kesildi.

2 Memran 1dk %98 metanolde aktive edildi.

3. Jel, membran ve Wattman kagitlari transfer tamponu ile 1slatildi.

4 Cihazin transfer kasetinin siyah yliziine sirasiyla siinger, iki ince Wattman, jel,

membran, iki ince wattman, stinger konuldu.
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5. Olugabilecek hava kabarciklarini yok etmek adina katli yapinin iizerine cam pipet
yardimiyla birkag kez bas1 uygulanip kaset kapatildi.

6. Kaset wet transfe buffer la kapl tanka yerlestirildi.

7. Tank igerisine 1sitnmay1 engellemek tlizere buz kaliplar yerlestirildi.

8. Tank soguk odaya tasindi ve 300mA sabitlenerek yaklasik 120-150V araliginda 1-3 saat
transfer yapildi.

3.6.10.5 Blotlama Yontemi:

. Transferi yapilmis membran

. Calkalayici

. Siit tozu
. TBS-T (%0.01 Tween-20)
. Primer antikor

1. Membran 1 kez TBS-T den gegirildi.

2. %y35 siit tozu barindiran 10 ml TBS-T hazirlanip membran iizerine dokiildii. Kaset
calkalayicida RT de 1 saat bloklandi. (blocking)

3. Membran, 1:250-1:1000 oraninda primer antikor %5 BSA veya %S5 siit tozu barindiran
TBS-T soliisyonunda overnight +4C de inkiibasyona birakildi.

4. Membran calkalayiciya yerlestirilip 15’er dakika 3 kez TBS-T ile yikandx.

5. 10 ml %S5 siit tozu barindiran TBS-T igerisine 1:1000 oraninda HRP-isaretli (horse
radish peroksidaz) sekonder antikor eklendi.

6. Hazirlanan sekonder antikor soliisyonu membran {izerine eklendi. Kaset ¢alkalayiciya
yerlestirilip RT ‘de 1,5 saat inkiibe edildi.

7. 10’ar dakika ti¢ kez TBS-T yikama yapildu.

3.6.10.6 Deteksiyon Yontemi:

Sekonder antikorlara HRP (Horseradish peroxidase) baglanmistir. HRP, deteksiyon
kitleri yardimiyla liiminesans olusturur. Fotograf filmi veya CCD kamera ile aranan proteine
ait 1is1malar gozlenebilmektedir.

Geregler:
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*SuperSignal West Dura ChemilpMinescent Substrate Kit (Pierce- katalog no: 34080)

*Film kaseti (Kodak, Biomax- katalog no: 115193)

*Poset dosya

*Film (Kodak, Biomax Light Film — katalog no: 8761520, Kodak X-Ray Film Katalog no:
8143059)

*Developper

*Fixer

*Deterjanli su

1. SuperSignal West Dura ChemilpMinescent Substrate Kit’in  peroksit ve enhancer
soliisyonlar1 1:1 oraninda karistirildi.

2. Membran kasetine karisim eklenip 5 dakika inkiibe edildi.

3. Membran siizdiiriiliip ayn1 boyutlarda kesilmis poset dosya icerisine yerlestirildi ve film
kasetine konuldu.

4. Karanlik odada, fotograf filmi kasete yerlestirildi. 1 dk (exposure time) kaset icerisinde
bekletildi. Film kasetten g¢ikartilip 45 saniye developper soliisyonundan 30 saniye fixer
solisyonunda bekletilip son olarak deterjanli sudan gecirildi. 1 dakikada goriintii elde

edilemediyse bekleme siireleri , 5, 10, 15 veya 30 dk olarak denendi.

3.6.11 Akim Sitometrisi Ile Yiizey Belirteclerinin Tayini

Direngli K562-Ir hiicrelerindeki morfolojik farkliliklar goz oniine alinarak hiicrelerin

yiizey belirtecleriyle tiplendirilmesi amaglanmustir.

Kullanilan antikorlar:

o Cell Signaling Stemlight Pluripotency Marker Antibody kit #9094 kullanilmistir. Kit
icerisinde 3 adet antikor mevcuttur: SSEA-4, TRA-1-60 ve TRA-1-81 mouse mAb

o R&D Systems #SC017 Human Mesenchymal Stem Cell Marker Antibody Panel
kullanilmstir. Icerisinde anti-CD19, CD44, CD45, CD90, CD105, CD106, CD146,
CD166, Stro-1 antikorlari mevcuttur. Panele gore CD19 ve CD45 hematolojik
belirtegler oldugundan mezenkimal kok hiicre i¢in negatif, diger CD44, CD90, CD105,
CD106, CD146, CD166, Stro-1 belirtegler pozitif olmalidir.
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o CD3, CD10, CD13, CD15, CD19, CD22, CD24, CD33, CD34, CD38, CD45, CD62E,
CD65, CD117, CDI123 yiizey antikorlari Dokuz Eyliil Universitesi Hematoloji
Anabilim dal1 Prof.Dr. Giiner Hayri Ozsan ve Onkoloji Anabilim Dal1 Dr.Halil Ates’ten

temin edilmistir. Antikorlar asagida liste halinde verilmistir.

hiicreler/ graniilosit,
monosit ve mast

hiicrelerinde ifade

Antikor Proteinin islevi Marka/iiriin kodu
Anti-CD3 T hiicre antijen BD Bioscience
reseptoru
Anti-CD10-PE Notral endopeptidaz | BD Bioscience
ALL antijeni #332776
,graniilosit/stroma
hiicreleri/ B
hiicreler ve
fibroblastlarda ifade
Anti-CD13-PE GM-progenitor BD Biosciences

#347406

Anti-CD15, SSEA-1

Graniilositlerde ve
monositlerde ifade
Fagositoz ve

kemotaksisde gorev

BD Bioscience

graniilositlerde ifade

alir.
Anti-CD19-APC B-lenfosit BD Bioscience
farklilagsma antijeni | #345791
Anti-CD22-PE- B-hiicre BD Pharmingen
Cy™5 aktivasyonu #555425
Anti-CD24-PE B-hiicrelerde ve BD Pharmingen
graniilositlerde ifade | #555428
B-hiicre ¢ogalmasi
ve olgunlagmasi
Anti-CD24-PE B-hiicrelerde ve BD Pharmingen

#560991
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B-hiicre ¢ogalmasi

ve olgunlagmasi

Anti-CD33-APC

Monositler, aktive
T-hiicreler, myeloid
progenitorler ve

mast hiicrelerinde
ifade

BD Bioscience
#345800

Anti-CD34-PE-
Cy™7

Hematopoietik
progenitor hiicreler,
vaskiiler endotel,
stroma hiicreleri ve
embriyonik
fibroblastlarda ifade

BD Bioscience
#348811

Anti-CD38-PE

Aktive T hiicreleri
ve olgunlagsmis B
hiicrelerde (plazma
hiicreler), monosit,
makrofaj, dendritik,
NK, myeloid ve
eritroit prekiirsor ve
bazi epitel

hiicrelerde ifade

BD Bioscience
#345806

Anti-CD45-PerCP
(2D1)

Hematopoietik
kokenli tiim
niikleuslu
hiicrelerde ifade
Leukocyte Common
Antigen (LCA)

BD Bioscience
#345809

Anti-CD62E-PE

E-selektin, endotel-
16kosit adezyon
molekild,

Endotel hiicrelerde
ifade

BD Pharmingen
#551145

Anti-CD65-FITC

E-selektin ligand,

EBioscience Inc.
#11-0659-41
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Gelisim siirecinde
myeloid hiicrelerde,
grantilosit ve
monositlerde ifade
Anti-CD117-PE c-kit, hematopoietik | BD Bioscience
(104D2) progenitor hiicreler, | #332785

mast hiicreleri (mast

cell growht factor),
hepatosit hiicreleri
Anti-CD123- PE- Hematopoietik BD Pharmingen
Cy™5 progenitor hiicreler | #561009

Yontem:

1. K562, ilagsiz K562-Ir, ilaghh (10uM) K562-Ir, HL-60, ilagli (10uM) HL-60 hiicre
orneklerinden 10’ar ml hacimde 6rnek alinip kirmizi kapakli tiiplere aktarilarak santrifiij
edildi. Siipernatant atildi.

2. Pellet tizerine 1 ml PBS eklendi. %37,5 formaldehit’ten 100’er ul eklenip (%3,75
seyreldi) hiicreler fikse edildi.

Hiicre yiizey antijenlerine bakilacagi i¢in permeabilizasyon yapilmadi.

4. Hiicreler ¢atiiriildii. Stipernatant atildi.

5. 50 ml PBS’e 0,25 g BSA eklenerek inkiibasyon tamponu hazirlandi. Tampondan 1’er
ml pelletler tizerine eklenerek yikama yapildi (x2)

6. Her ornek i¢in 4’er tiip hazirland1 (20 tiip) her tiipe 100’er pl hiicre siispansiyonu
eklendi. Her gruba SSEA-4 i¢in 1:200, TRA-1-60 i¢in 1:100 ve TRA-1-81 i¢in
1:200oraninda primer antikor eklendi. Her gruptan birer tiip background kontrol i¢in
antikor eklenmeden ayirildi.

7. 1 saat oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.

8. 2’ser ml inkiibasyon tamonu ile reslispanse edilip santirfiij edildi (yikama)

9. 16 tiip i¢in (4 tiip kontrol olmak {izre ayrilmist1) inkiibasyon tamponunda 1:1000 ikincil
antikor eklendi (Mouse)

10. 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
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11. Santrifiijlenip PBS ile yikama yapild1 (X2)
12. Ornekler FACS analizine gotiiriildii.

Tim gruplarda antikor kullanilmayan orneklerin histogramlar1 background kabul

edilerek antikor konulan 6rneklerin histogramlar1 background ile ¢akistirilmistir.

3.6.12 Immiinfloresan Yontemi ile Protein Diizeyinde Gen Ekspresyonu Tayini

Fikse edilmis hiicrelerin, incelenmek istenen proteine 6zgii fluoresan boya isaretli-

antikoruyla muamele edilmesi ve dijital ortamda goriintiilenmesi esasina dayanir. Asagida

anlatilan yontem tezimizde kullandigimiz e-kaderin primer antikoru i¢in olsa da

laboratuvarimizda kullanilan temel immiinfloresan protokoliine 6rnektir.

1.

2 adet 4 kuyucuklu slayt flasklara 250’ser pl poli-L-lizin damlatilarak kiiltiir kabinetinde
15 dk inkiibe edildi. Poli-L-lizin uzaklastirilip 1 kez steril su ile yikanip 1-2 saat
kurpMaya birakildi.

. Her bir lamdaki kuyularin ilk ikisine K562 hiicre siispansiyonundan, ii¢linciistine K562-

Ir hiicre siispansiyonundan 250’°ser pl eklendi. Ayrica K562 hiicre kuyusundan birine
5uM imatinib eklendi. Lamlar ertesi giine kadar inkiibatorde bekletildi.

. Ortamlar bosaltilip hiicreler iizerine %4’liik paraformaldehit damlatildi (fiksasyon). 15

dk oda sicakliginda (RT) inkiibe edildi
3 kez PBS ile yikama yapildi.

5. PBS igerisine %0,1°1ik TritonX-100 eklendi. Karigim, hiicreler {izerine damlatilip 15 dk

9.

RT de inkiibe edildi (permeabilizasyon).

. 2 kez PBS ile yikama yapildi.
. Kuyular bosaltilip tizerlerine PBS ile hazirlanan %5°lik BSA bloklama soliisyonu eklenip

30 dk RT da inkiibe edildi.

. Bloklama soliisyonu bosaltilip %1 BSA iceren yeni bloklama soliisyonuna; her kuyuya

1:200 oraninda e-cadherine (ab1416, Abcam) primer antikor eklenip kuyulara dagitildi.
+4C de overnight (geceboyu) inkiibe edildi.
Primer antikor bosaltilip 3 kez PBS ile yikama yapildu.

10. Bloklama soliisyonunda 1:200 oraninda anti-mouse-FITC sekonder antikor eklenerek 1

saat calkalayicida inkiibe edildi.
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11. Sekonder antikorlar bosaltilip tekrar 3 kez PBS ile yikama yapildi.
12. Kuyular 3uM DAPI ile 2-3 dk muamele edildi.

13. Kuyular 1 kez dH0 ile yikandiktan sonra lam tizerindeki kuyu ¢ercevesi sokiildii.

14. Lam tizerindeki bolmeler lizerine birer damla mounting medium konulup lamel

kapatildu.

15. DAPI ve FITC e uygun filtrelerde floresan mikroskopide goriintiilendi.

3.6.13 Senesens Deneyi

Hiicrelere, literatiirde K562 hiicrelerini senesense soktugu bilinen DNA hasarina yol acan

doxorubicin verilerek senesens (drug-induced senescence) cevaplari karsilastirilmistir. Cell

Signaling #9860 Senescence Assay kit kullanilmistir. Yontem asagidaki sekilde uygulanmistir.

N a s~ WD

Hiicreler deneyden 3 giin 6nce 6-well plate lere ekilmistir. K562, ilagh K562-Ir, ilagsiz
K562-Ir hiicreleri kontrol olarak normal RPMI da iiretilmis. Diger gruba son
konsantrasyonu 50nM olacak sekilde senesens indiikleyici ajan olarak Doxorubicin
eklenmistir. 3 giin sonra tiim ortamlar tazelenmistir.
7.giin hiicrelerdeki ortamlar uzaklastirildi.
1X PBS ile yikama yapildi.
10X fiksatif soliisyondan su ile 1X hazirlanip 1’er ml kuyulara dagitildi
15dk oda sicakliginda inkiibasyona birakild.
PBS ile 2X yikama yapild1.
B-galactosidase Stainin Solution hazirlandi.
I. 930ul 1X Staining Solution

ii. 10ul Staining Supplement A

iii. 10ul Staining Supplement B

iv. 50ul 20mg/ml X-gal in DMSO
Soliisyonun pH degeri SN Hcl ile 5.9-6.1 araligina indirildi.
Kuyulara B-gal soliisyonu eklendi. Plate’in kenarlari parafilm ile sarilip 37°C CO;’siz

inkiibatorde 12-16 saat (overnight) inkiibasyona birakildu.

10. Ertesi giin soliisyon igerisinde birakilarak goriintiilii inverted mikroskopla goriintiilendi.
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3.6.14 Farkhlastirma Deneyleri

Direncli K562-Ir hiicrelerindeki morfolojik farkliliklar gz oniine alinarak hiicrelerin

mezensimal kok hiicre 6zellikleri gosterdigi yoniindeki hipotezimizin, hiicrelerin belirli sartlar

altinda mezensim kaynakli hiicrelere doniisiip doniismediginin gosterilmesi amaglanmustir. lk

olarak adiposit ve osteosit farklilastirma deneyleri yapilmuistir.

3.6.14.1 Adiposit Farklilastirma Yéontemi:

10.

11.

K562-Ir hiicreleri 1200 rpm de 5 dk santrifiij edildi. RPMI da resiispanse edildi.

6-well plate e K562, K562-Ir ve K562-Ir +10 uM imatinib hiicreleri dublike sekilde
ekildi.

Ayrica yag hiicresine doniisebilen mouse embriyonel fibroblast hiicre hatt1 3T3L1 de
pozitif kontrol olarak ayr1 bir 6-well plate’e ekildi.

Ilk 3 giin birer kuyu K562, K562-1r, K562-Ir+10uM imatinib kuyusu RPMI indiiksiyon
ortami ile muamele edildi:

Indiiksiyon_ortami:  0.5mM isobutylmethylexanthine (IBMX), 1uM Dexmethasone,
10ug/ml insulin %10 FBS %1 L-Glutamin %1 P/S RPMI veya DMEM

Ikinci seri hiicre grubuna hicbir kimyasal eklenmedi.(Kontrol grubu) 3 giin sonunda
hiicreler plate santrifiijinde 5dk 1200 rpm de santrifiijlendi. Indiiksiyon ortami pipeta;
ile ¢ekilerek yerine RPMI idame ortami eklendi:

Idame ortami: _10ug/ml insulin, %10 FBS, %1 L-glutamine, %1 P/S RMPI veya
DMEM

3 giin sonra ortam DMEM indiiksiyon ortamu ile degistirildi.

4 giin sonra DMEM indiiksiyon ortami uzaklastirilarak DMEM idame ortami eklendi.
Yukaridaki sekilde indiiksiyon ve idame ortamlar direngli ve K562 hiicrelerine 21 giin,
3T3L1 hiicrelerine ise 15 giin boyunca uygulandi.

Bahsi gecen siireler sonunda kiiltiir kaplar1 yag asitlerini kirmizi gériinmesini saglayan

Oil Red ile boyandi.
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3.6.14.1a Oil Red Boyama:

1. 300mg toz halindeki Oil Red O 100ml izopropanol ile soliisyon haline getirildi (Stok

Soliisyon)

2. 3 birim Oil Red Soliisyonu 2 birim dH20 ile karistirildi (working solution)

3. Kuyulardaki hiicreler lizerine 2’ser ml %60 isopropanol eklenip fiksasyon i¢in 5 dk

oda sicakliginda inkiibe edildi.

4. Fiksatif atilip kuyulara 1,5 ml Oil Red working soliisyonu eklendi. 5 dk oda

sicakliginda inkiibe edildi.
5. dH20 ile 4 kez yikandi.

6. Hiicrelerin kurumasini engellemek icin kuyulara tekrar dH20 eklenerek kamerali

inverted mikroskopta goriintiileme yapildi.

Deney plan1 Sekil 15°te verilmistir.

1 %10FBY/DMEM 2

K562

+10ug/ml insiilin
+0,5mM IBMX
+1uM dexametazon

K562-Ir
+10ug/ml insiilin
+0,5mM IBMX

+1uM dexametazon

+10ug/ml insiilin
+0,5mM IBMX

+1uM dexametazon

+10ug/ml insiilin +10ug/ml insiilin

+10ug/ml insiilin

K562-Ir+ NulM

11

1matinib

| S Indiiksiyon
ortami

—> Idame
ortami

hatinib

Sekil 15: Adiposit farklilagtirma yontemi deney plani

3.6.14.2 Osteosit Farklilastirma Yontemi:

Millipore Mesenchymal Stem Cell Osteogenesis Kit #SCR028 kullanildu.

1. Kit igerisinde bulunan her biri 150ug/ml olan (stok) Tip I kollajen ve vitronektin’den 6

ml’de her biri 12ug/ml olacak sekilde PBS ile seyreltilmek {izere ayr1 tiiplere alinda.

2. Hazirlanan karisimdan 6-kuyulu kaplarin her kuyusuna Iml eklendi. 1 gilin oda

sicakliginda bekletildi
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Ertesi giin kuyular karistmdan uzaklastirilip 1X PBS ile yikandi.

. Kuyulardan ikisine biri kontrol olmak tizere K562 ve kuyulardan dordiine ikisi kontrol
olmak tizere K562-Ir hiicreleri ekildi.

K562-Ir hiicrelerinin bir grubuna ( 2 kuyu) 10uM imatinib eklendi. Diger iki kuyudaki
K562-Ir hiicreleri ilagsiz birakildi.

. Kiiltiir ortami olarak diisiik glukozlu DMEM %10 FBS %1 P/S %1 L-glutamin kullanildi.
Kontrol hiicrelerine sadece bu ortam kullanilirken diferansiyasyon kuyularna ortama
ilaveten 0.1uM deksametazon, 0.2uM askorbik asit 2-fosfat, 10mM gliserol-2-fosfat
eklendi (indiiksiyon ortami). ilag¢ barindiran K562-Ir kontrol ve test kuyularina ayrica
10uM imatinib eklendi.

Indiiksiyon ve kontrol ortamlar1 3-4 giinde bir tazelendi.

Islemlere 3 hafta devam edildikten sonra hiicrelerdeki kalsiyumu turuncu renklediren

Alizarin Red boyamasi yapildi.

10. Aynui iglemler 15. ve 30. glinlerde akim sitometrisi analizleri yapilmak i¢in tekrar edildi.

%10FBS/DMEM (low-glucose)

2 3

matinib

K562-Ir+ 10

+10mM gliserol-2-fosfa
+0,2uM askorbik asit
+1uM dexametazon

K562-Ir

+10mM gliserol-2-fosfat
+0,2uM askorbik asit
+1uM dexametazon

+10mM gliserol-2-fosfat

+0,2uM askorbik asit
+1uM dexametazon

Indiiksiyon
ortami

K562-Ir K562-Ir+
B Kontrol 1o0uM imatinib

Kontrol

Sekil 16: Osteosit farklilagtirma yontemi ve akim sitometrisi ile tayini deney plani

3.6.14.2a Alizarin Red Boyama

1. 6-kuyulu kaplardaki ortamlar uzaklastirildi.

2. Hiicreler lizerine %70 etanol eklenerek oda sicakliginda 1 saat fiksasyon yapildi.
3. Alkol ¢ekilip 2 kez 5 dk dH20 ile yikama yapildi.

4. Su uzaklastirilip kuyulara 1,5ml Alizarin Red (Millipore) soliisyonu eklendi.

64



5. 30dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra boya uzaklastirildi.
6. 4kez dH:O ile yikama yapildi.

7. Kuyulara tekrar su konularak kamerali inverted mikroskop ile goriintiileme yapildi.

3.6.14.2b Akim sitometrisi

Literatiirde osteocalcin ekpresyonunun indiiksiyondan sonra ilk 15 giin igerisinde arttig1
ve sonrasinda azaldigi yoniinde bilgi oldugundan ikinci bir osteocyte marker da deney setine
eklenmistir. R&D Human Osteocalcin PE- conjugated Antibody Monoclonal Mouse
IgG1Clone # 190125, Human Osteopontin PE- conjugated Antibody Monoclonal Mouse
IgG2A Clone # 223126, Mouse 1gG1 Isotype Control-PE, Mouse IgG2A Isotype Control-PE
Isotype Control antikorlar1 kullanilmistir. Deney diizenegi 15 ve 30 giinliik olmak iizere iki set

olarak kurulmustur. Deney 2 kez tekrar edilmistir.

3.6.15 Gen Ekspresyonu Mikrodizin (Microarray) Analizi

K562-Ir hiicrelerindeki direng mekanizmalarini agiklamaya yardimci olmak {izere tiim

genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon profilinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yontem:

1. Atasal K562 hiicreleri (K), 3 hafta ilagsiz ortamda iireyen K562-Ir hiicreleri (I w/o 1),
stirekli 10uM imatinibli ortamda iireyen yiizen hiicreler (I) ve aym flasktaki yere
yapisan mekik hiicrelerden (M) 1.5 milyon hiicre sayilip eppendorflarda ¢aotiiriildii.

2. Pelletler 500ul Ambion RNAlater soliisyonunda resiispanse edildi.

3. Ornekler Danimarka AROS firmasma illumina platformunda HumanHT-12 v.4
Ekspration BeadChip ile analiz edilmek iizere gonderildi. RNA izolasyonu firma
tarafindan her grup igin ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi.

4. 1 ay sonunda ham veri internet ortaminda elimize ulastirildi.

5. Ham veriler firma tarafindan internet ortaminda ulastirilan Illumina GenomeStudio
programi kullanilarak analiz edildi. Ham verilerin arka plan diizeltmeleri, kuantil

normalizasyonu ve varyans-stabilize edici doniisiimii ile, R (stirim 3.0.2, Statistical
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Computing i¢in R Vakfi, Viyana, Avusturya; http://www.r-project.org) igindeki
“LUMI” paketi kullanilarak gerceklestirildi.

6. Bu 0n islemden sonra algilama filtresinden (p-degeri <0.01) gecen problar
degerlendirilmeye alindi. Prob anotasyonlar1 lumi tarafindan nulD kullanilarak
dontstiirildi.

7. Gruplar arasinda farkli eksprese edilen genler, LIMMA (Mikroarray Verileri I¢in Lineer
Modeller) kullanilarak tanimlandi. Bir gen, FDR ile ayarlanmis p-degeri 0.05'den diisiik
oldugunda, LIMMA tarafindan “farkli eksprese olan” olarak ifade edildi.

8. Farkli olarak eksprese edilen genler kat-farki (fold change) ile tekrar filtrelendi.
Belirgin derecede daha yiiksek (> 2 kat degisiklik) esik degerinin (threshold) tistiindeki
bir orana sahip genler, farkli eksprese olan genler olarak rapor edildi ve listelendi.

9. FEG listeleri (farkli eksprese olan genler listesi) dort farkli ¢evrimigi anotasyon araci
ile (GORILLA, WebGestalt, PANTHER, DAVID) gen ontolojileri acisindan analiz
edildi.

Ham verilerin istatistiksel analizi i¢in Sabanc1 Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri

Fakiiltesi Biyoinformatik Anabilim Dali Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Ugur Sezerman ve

asistan1 Ahmet Sinan Yavuz’dan destek alinmistir.

3.6.15.1 Mikrodizin Analizinin Yorumlanmasinda Internet Tabanlh Biyoinformatik

Araglarin Kullanilmasi

Ekspresyon diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde degismis problarin, biyolojik
acidan tasidigi anlamlarin ortaya konmasi igin iicretsiz ve ¢evrimi¢i olarak sunulan
“WebGestalt”, “DAVID”, “PANTHER” ve “GOrilla” fonksiyonel anotasyon araglari
kullanildi. Bu araglar sayesinde, belirli bir listedeki biribiriyle ilintili genlerin gruplandirilip,
gen ontolojisi (Gene Ontology-GO) ¢6ziimlemesinde yani hangi gen kiimelerinin hangi
biyolojik proseste yer aldiklari, hangi hiicresel bolgede hangi molekiiler fonksiyona sahip
olduklar1 istatistiksel olarak skorlanir (Enrichment Analysis). Aracglardaki istatistiksel
analizler, internet sitesinin analizler i¢in uygun gordiigii varsayilan anlamlilik sinirlarinda veya
daha istiinde tutulmaya 6zen gosterilmistir. Ekspresyon analizi anlamlandirilirken yukarida
bahsi gecen dort online arag birlikte degerlendirilmistir. Bu biyoinformatik araglarin kullanimi
ile ilgili Sabanc1 Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi dgretim iiyesi Prof.Dr.

Ugur Sezerman ve doktora 6grencisi Ahmet Sinan Yavuz’dan destek alinmistir.
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Anotasyon araglarinin internet siteleri ve kullanilan ayarlar asagidaki gibidir:

o WebGestalt: http://www.webgestalt.org/option.php, Organism:hsapiens; Method of interest:
ORA analysis; Functional database: Gene Ontology/Biological Process; Gene ID type:
Gene symbol; Reference Set for Enrichment Analysis: illumina humanht 12 v4

e DAVID version 6.8: https://david.ncifcrf.gov/home.jsp, ldentifier: Offical Gene Symbol;

Background: Homo sapiens; Analyse Type: Functional Annotation Clustering; Gene
ontology: GOTerm BP Direct
e PANTHER: http://www.pantherdb.org/ ; List Type: ID list; Organism: Homo sapiens;

Analysis: Functional classification viewed in pie chart

e GOirilla: http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/ ; Organism: Homo sapiens; Running mode:

Single ranked list of genes; Ontology: Biological Process

Her sitedeki analizler igin gen sembollerini igeren listeler yiiklenmis, tiir olarak homo
sapiens secilmistir. “Biological Function” siiflandirmasi iizerinde durulmustur. Istatistiksel
olarak en anlamli gruplar degerlendirilmistir. Her sitenin kendi “default” analiz ayarlar

degistirilmemistir.

3.6.16 Kantitatif PCR

A. Mikroarray ile ekspresyon analizi verilerine gore FEG listelerinin (direngli hiicre
gruplarinda referans grup olan wild-type K562’dekinden farkli eksprese olan genlerin listesi)
en basindaki ve en sonundaki (ekspresyonu en fazla artmis ve en fazla azalmis) genlerden 15
tanesi secilip Real-Time PCR yontemi ile microaraydeki ekpresyonlarinin dogrulanmasi
amaclanmastir.

B. K562 ve K562-Ir hiicrelerinde BCR-ABL gen amplifikasyonu agisindan

karsilastirilmas1 amaglanmistir.

A.
3.6.16.1 RNA Eldesi

1. Roche High Pure RNA izolasyon Kkiti ile K562 ve K562-Ir hiicrelerinde RNA
izolasyonu yapildi.

2. Picodrop analiz sistemi ile RNA o6l¢iildii.
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3. Elde edilen Total RNA'nin bir kism1 spektrofotometrik ol¢tim, geri kalani ise ters

transkriptaz ile cDNA sentezi yapmak i¢in kullanildi.

4. RNA’larin konsantrasyon ve saflik tayinleri 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslari

Picodrop (Picodrop, PicopetOl) ile spektrofotometrik olarak saptandi. A260/A280

oranindan faydalanarak RNA saflik degerleri elde edildi. En iyi sonug i¢cin RNA’larin

safliklart 1.6-1.8 arasinda olmasma dikkat edildi. Protein veya DNA bulast olan
RNAlar saf dis1 birakildi.

3.6.16.2 cDNA Sentezi

1. Fermentas cDNA sentez kiti #K1612 kullanildi.

2. Her reaksiyon i¢in 1ug RNA kullanildi.

3. Islemler termal dongiileyici (cycler) Eppendorf.... yardimiyla kit onerileri
dogrultusunda yapildi. Total RNA, “Random primer” ve su i¢erisinde hazirlandiktan
sonra 70°C’de 5 dk inkiibe edildi.

4. Daha sonra karisima 5X reaksiyon tamponu, riboniikleaz inhibitorii ve “M-MulV
Reverse Transcriptase” eklenip, 25°C’de 10 dk ve ardindan 42°C’de 60 dk inkiibe
edilerek 70°C’de 10 dk inkiibasyon ile sonlandirildu.

3.6.16.3 Q-PCR

Kantitatif PCR reaksiyonlar1 i¢in Roche Light Cycler Syber Green FastStart #12 239
264 001 kit veya Thermo Scientific DyNAmo Flash Syber Green qPCR Kit #F-415L

kullanilmistir. Primerler Entrez ve Ensembl gen bankalarinda yer alan diziler lizerindeki

korunmus bolgelere 6zgii olan web tabanli “IDT Oligodesign” programi (www.idtdna.com)

kullanilarak, PCR ve ger¢ek zamanli PCR pirmerleri kriterlerine uygun olacak sekilde

tasarlandi.

1.
2.

Primerler DATEKS firmasindan hizmet alim1 yapilarak edinilmistir.
Termal dongii, bir kez yapilan 95°C (10dk) aktivasyon basamagindan sonra, 95°C
de denatiirasyon, 55-65°C araliginda annealing ve 72°C de extention amplifikasyon

basamaklar1 30-35 kez tekrarlanacak sekilde ayarlanmigtir. Kullanilan her primer
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cifti icin optimizasyon yapilmis, amplifikasyon basamaklarindaki stireler ve
annealing basamagindaki derece her primere 6zgii degistirilmistir.

Her reaksiyonda internal kontrol olarak B-actin veya GAPDH primerleri
kullanilmistir. Ayrica negatif kontrol olarak tiipe cDNA yerine su konulmustur.
Her reaksiyonda Melting curve analizi yapilmistir.

Analizler i¢in Roche Capillaire LightCycler 2.0 kullanilmustir.

K562/ GAPDH: reference calibrator, K562/ se¢ili gen: reference unknown, K562-
I/GAPDH: target calibrator, K562-Ir/segili gen: target unknown olarak analiz
yapilmustir.

Reaksiyon bittikten sonra kapillerlerdeki 6rnekler santrifiijle eppendorflara aktarilip
iriin biyiikliigiine gore %1-%1.2’lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Goriintiilenen
bantlar dogru yerinde olup olmadigi ve non-specific baglanma go6zlenip
gbzlenmedigi kontrol edilmistir.

Her gen en az ii¢ kez ¢alisilmistir.

Secilen genler ve dizayn edilen primer ciftleri Tablo 2’deki gibidir:

Tablo 2: Mikrodizin analizinin kantitatif PCR ile dogrulamasi igin kullanilan primer dizileri

Gon Ad NCBI Referans | Forward (ileri) 5’23’ Uriin Annealing
en Adi
sekansi Reverse (geri) 5° 23’ boyutu | derecesi

F: CCATCCCAGACGAAGACAGT

CD44 NM_001001391.1 169bp 59
R: CCAGAGGTTGTGTTTGCTCC
F: TTGCCCTCCTGGTCTTCGTG

EMP1 NM_001423.1 166bp |62
R: TAGCCGTGGTGATACTGCGTT
F: TGTAGAGATGGCAAAGTGGG

S100A10 NM_002966.2 336bp 57
R: TTTATTGAGGGCAAGGGGATG
F: ACTCTGACCTGTTTTTGTTGGA

BMP6 NM_001718.4 354bp 58
R.TGTTGTAATCTGAAGCACTGGA
F: TTCCACCCATTCTCCCTTTG

IGFBP5 NM_000599.2 104bp 57
R: GTAGTTCCTGGCTCAGTCTTT
F.CCAGTGAGGAAGCCAAAGAGGA

PBX1 NM_002585.1 207bp 62
R: TGGGAGTTGAGGGCGAGTTAG

ALDH1A2 | NM_170697.1 F: TTCAGTTGTGCCTCTTCCTCTC 175bp 60
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R: CATGGTTGCAAGAACTGCCC

F:GCTGGTGTTATTGCTGTTATTGTGG
EPCAM | NM_002354.1 104bp | 61
R: GCCTTCTCATACTTTGCCATTCTCT

F.ACTTGAATCGTATCTTCCCACTTT
SRGN NM_002727.2 116bp 58
R:GTAATCCTGTTCCATTTCCGTTAG

F: TGTGGACACTGGGAGAAGGAAG
VCX NM_013452.2 106bp | 59
R: TGGTCAACACTCCACTACCC

F: CCGGAGTCTCTTGCTCTGGT
PTGS1 NM_080591.1 165bp | 59
R: TCACACTGGTAGCGGTCAA

F: GGACATCAGCGAGTGGCAT
DPYSL2 NM_001386.4 121bp 60-56
R: GCAATCCGTTAGCTGGAAG

F: CTCCTCTAACCCTCCCCTCC
BTG2 NM_006763.2 207bp 60
R: GACTAGCCAGCCATCATCCC

F: CTCCTCTGACTTGGGGACCT
PIM1 NM_002648.2 258bp 60
R: GGCTACCTGCTGCTCAAAAC

F: GGGAGGTGTTTATTCGACTG
HOOK1 NM_015888.4 244bp 55-58
R: TTGCTGGAACTTTCGCCTT

F: CCTGATGAATCTCCAGGCGA
HOXA10 NM_018951.3 170bp 59
R: GTCAGAACAAACCAGCCCT

e Herbir primer ¢ifti i¢in ayr1 optimizasyon yapilmistir.

e Her primer ¢ifti en az 3 kez farkli zamanlarda ¢alisilmstir.

o Relatif kantitasyon analizinde K562/GAPDH: reference calibrator, K562/secilen gen:
reference unknown, K562-1r/GAPDH: target calibrator, K562-Ir /se¢ilen gen: target
unknown olarak ayarlanmistir.

e PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen tiriinlerin herbirinden 10’ar pl kullanilarak 6X
DNA yiikleme tamponu yardimiyla jele yiiklendi. %1°lik agaroz (Applichem, 5510UB)
jel kullanildi. Jel igerisine 0.5 pg/ml etidyum bromiir eklenerek DNA floresan olarak
boyandi. Bantlar agilana kadar (30-60 dk) 50V’luk gerilim uygulanarak drnekler TBE
ile dolu elektroforez tankinda yiiriitiildii. Daha sonra amplifiye edilmis olan DNA’lar
transilliiminator ile UV 15181 altinda DNA’ya interkale olan etidyum bromiir araciligi ile

incelendi.
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e Coklu tekrarlarda yalniz jel goriintiilemede bant yeri dogru olan, smear ve non-spesific

bant gbzlenmeyen, melting curve analizi tek pik olan reaksiyon sonuglar1 dogru kabul

edilmistir.

BCR-ABL amplifikasyonu i¢in Prof. Dr. Hakki Ogiin SERCAN’in TagMan® Kkiti

kullanilarak BCR-ABL kinaz dizisine 6zgii hidroliz probu ile kantitatif ekspresyon 6l¢iimi

yapilmistir. Kullanilan primerler asagidaki tabloda dizileri ve acgiklamalariyla verilmistir. RNA

ve cDNA eldesi yukarida anlatildig1 gibidir. Forward ve reverse primerler karistirilarak mix

olarak kullanilmistir.

BCR ABL
Ber/Abl PCR size
12 e13 e14 a2 , 33
......................... TETTEETIIM baa2: 14709
(1) (b2) (b3) —
ENF—551 ENP541  ENRSB1
Ber/Abl
e12 e13 a2 133 3
g S TOWA b2a2: 72bp
1) (b2) N\ / <«
i N ENDS NRS61
ENFS01 v’ Ewes4r  E

a13a2:128bp

s
ABE |p ENRS61

Primer Primer/probe Sequence 5'-3'

Name localization

ENF501* BCR, 3173-3193* TCCGCTGACCATCAATAAGGA

ENR561%* ABL, 277-257° CACTCAGACCCTGAGGCTCAA

AblF ABL, 155-174° AGATCTGCCTGAAGCTGGTG

ENP541%* ABL, 230-254° CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA

AblP ABL, 200-226 CCTCGTCCCTCCAGCTGTTATTCTGGAAG

a X02596 (BCR), b X16416 (ABL)

LA

Major/minér Ber-Abl Ber forward primer

Hem major/minor Ber-Abl Abl hem sitoplazmik Abl rewerse primer
Sitoplazmik Abl forward primer

Major/minér Ber-Abl hidroliz probu

Sitoplazmik Abl hidroliz probu

Sekil 17: BCR-ABL primer bilgisi. BCR-ABL kimerik geni igin forward primerler BCR béliimiinden

reverse primerler ABL boliimiinden segilmistir. Sitoplazmik ABL i¢in primerler yalniz ABL’e 6zgiidiir

e Relatif kantitasyon analizinde K562/ABL: reference calibrator, K562/BCR-ABL.:
reference unknown, K562-Ir/ABL.: target calibrator, K562-1r / BCR-ABL.: target unknown

olarak ayarlanmistir.
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Tablo 3: BCR-ABL Q-PCR kosullari

K562 K562-Ir Termal Cycler Profili:
Ber-Abl | Abl Ber-Abl Abl | 95C  lodk
95C 10sn
dH20 10ul 10ul 10ul 10ul 53C  40sn  x45
Reaksion 4ul 4ul 4ul 4ul 72C  2sn
s +4C]|
primer 1ul 1ul 1ul lul
prob 1ul 1ul lul lul
K562 4ul 4ul 4ul 4ul
cDNAS
K562Ir
cDNA
3.6.17 MikroRNA (miRNA) Mikrodizin Analizi
3.6.17.1 RNA Eldesi:
Geregler:
e Hiicre kiiltiirti
e PBS
e 9% 96’lik etanol
e Standart masa Uistli mikrosantrifiij (Eppendorf centrifuge 5417 R).
e Mikrosantrifiij tiipleri
e “High pure” RNA izolasyon kiti (Roche - Cat. No. 11 828 665 001)
Kit icerigi:
o Liziz/Baglama Tamponu
o DNase |
o DNase inkiibasyon tamponu
o Yikama tamponu I
o Yikama tamponu II
o Eliisyon Tamponu
o Filtre tiipleri
o Toplama Tiipleri
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Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmast:

1.
2.
3.

DNase | 0,55ml eliisyon tamponu igerisinde ¢oziildii. Alikatlanarak -20°C’ye kaldirildu.
Yikama tamponu I’ e 20ml. % 96’lik etanol eklendi.

Yikama tamponu II’ ye 40ml. % 96’lik etanol eklendi.

3.6.17.2 Kiiltiir Hiicrelerinden Total RNA’min Izolasyonu:

1.

N oo g bk~ N

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Yiizeye tutunarak iireyen hiicreler tripsinizasyon ile yiizeyden kaldirildi. Besi ortami
icerisinde homojenize edildi.

Hiicreler 1100 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildiiler.

200u1 PBS igerisinde siispanse edildiler.

Uzerine 400ul liziz/baglama tamponu eklendi ve 15 sn. vortekslendi.

Filtre tiipii toplama tiipii i¢erisine yerlestirilip tizerine tiim hiicre siispansiyonu eklendi.
8000 g.’de 15 sn. santrifiijlendi. Toplama tiipiinde biriken s1v1 dokiildii.

Bir ependorfta 90ul Dnase I inkiibasyon tamponu ve 10ul Dnase I eklendi ve karistirildi.
Karigim fitre tlipliniin tizerine aktarildi.

Oda sicakliginda 15 dak. inkiibe edildi.

500pl Yikama tamponu I eklendi.

15 sn 8000 g.’de santrifiij edildi. Tiipte biriken s1v1 dokiildi.

500ul Yikama tamponu II eklendi.

15 sn 8000 g.’de santrifiij edildi. Tiipte biriken s1v1 dokiildii.

200p1 Yikama tamponu II eklendi.

2 dk en yiiksek hizda santrifiij edildi.

Filtre tiipii toplama tiiplinden ¢ikarilip temiz bir 1,5 ml.’lik mikrosantrifiij tiipe aktarildu.
Filtre tlipii iizerine 50 -100ul eliisyon tamponu eklendi.

1 dak. 8000 g.’de santrifiij edilerek RNA elde edildi.

Izole edilen RNA — 80 °C’de sakland.
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3.6.17.3 RNA Miktar1 Tayini

izole edilen RNA’larm belli oranda dilusyonlar1 yapilip, spektrofotometre (Pharmacia
Biotech, Ultraspec 2000) ile 260 ve 280 nm de absorbanslari 6l¢iildii.
A260 x diliisyon faktorii x 40 pg/ml formiilii ile RNA konsantrasyonlari hesaplandi.
A260 / A280 oraninin 1,8 ile 2,0 arasinda olmasi RNA’nin saf oldugunun gostergesidir.
A260 / A280 oran1 hesaplanarak RNA’larin saflik dereceleri belirlendi.

K562 ve K562-Ir hiicreleri her bir tiipte 1ug RNA olacak sekilde tigerli tlipler halinde
(biyolojik tekrarli) kuru buzda, Almanya/Berlin ATLAS Biolabs GmbH sirketine

gonderilmistir.

3.6.18 Uc-Boyutlu Hiicre Kiiltiirii
Multiseliiler Timor Sferoid (MTS) Modeli

Miiltiselliller Tiimor Sferoid (MTS) hiicre kiiltiiri modeli; tek-tabaka hiicre kiiltiirii
modelinden yararlanilarak olusturulmus, ti¢ boyutlu hiicre kiiltiiriidiir. MTS modeli radyoterapi,
immunoterapi, kemoterapi, anjiogenez, direng, invazyon, metastaz, gen ekspresyonu ve
ekstraseliiler matriks gibi kanser arastirmalarinda farkli uygulamalarda kullanilmaktadir.
Tiimdr sferoidleri, solid tiimorlerin ii¢ boyutlu bilylime ve organizasyonunu oldukga gercekei
bir bicimde yansitmakta ve bunun sonucunda tiimorlerde s6z konusu hiicreler arasi iligkileri ve

mikrogevresel kosullar1 ¢ok daha net olarak ortaya koyabilmektedir.
3.6.18.1 Agarli Ortam Hazilanmas:

1. 3 gr. Select agar (Gibco Bil Kat no: 152-00391m) su igerisinde iyice erinyinceye kadar
vorteks ile karigtirildi.

2. 121°C’de 1,2 atm basing altinda 15-20 dk otoklavda steril edildi. Kullanilacagi zaman
agar aliiminyum bir Kap i¢ine sisenin yarisina kadar su konduktan sonra eriyene kadar
kaynatildi.

3. Ayni kap i¢inde agar dondurulmadan 1sis1 60°C ye ayarlandi. Kullanilacak ortam 1sisi
37°C su banyosunda 1s1tildu.

4. 1:4 oraninda (1 ml agar, 4 ml ortam) agar/ortam karisim1 hazirlandi. Bir beher i¢ine 6nce

gerekli miktar agar sonra da ortam eklendi.
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5. Kopiirtmeden karisim yapilarak seri bir sekilde agar donmadan 6-kuyucuklu kiiltiir
kaplarina (her bir kuyucuga 1’er ml) karisimdan ilave edildi.

6. Karisim yavasga tiim kuyucuklara yayilarak buzdolabina kaldirilip iyice donmasi igin
10 dk bekletildi.

3.6.18.2 Uygulama

Hiicre kiiltiirlerinden scrapper ile kaldirilan (yapisan hiicreler igin) ve silispanse hiicreler
RMPI ortaminda 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde siispanse edilerek agar ile kaplanmis 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi. Degisik zaman periyotlarinda sferoid capi inverted
mikroskop kullanilarak hesaplandi ve fotograflar1 cekildi. Yapilan analizler 3’er kez tekrar

edildi.

Bu deneyler Ege Universitesi Histoloji-Embriyoloji ~Anabilimdali laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

3.7 ARASTIRMA PLANI VE TAKVIMI
Aragtirma plan1 ve takvimi asagidaki sekilde tablo haline getirilmistir.

Tablo 4: Arastirma plan1 ve takvimi

2011-2012 e Literatiir arastirmasi ve hiicre kiiltiiri idamesi

2012-2013 e Atasal ve direngli hiicrelerde imatinible birlikte yeni nesil

tirozin kinaz inhibit6rlerinin uygulanmasi

2013-2014 e Hiicrelerin proliferasyon, hiicre dongiisii, senesens ve yiizey

molekiilleri agisindan karsilastiriimasi

2014-2015 e Farklilastirma ve sferoid olusturma deneylerinin yapilmasi
e mRNA ve miRNA tiim genom ekspresyon analizlerinin
yaptirilmasi ve degerlendirilmesi

e Western blot ve immiinfloresans deneylerinin yapilmasi
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2015 TUBITAK 2214/A Doktora Yurtdist Arastirma Bursu ile Fransa
Paris Sud Universitesi Inserm U935 arastirma biriminde KML
biyolojisi ile ilgili ¢alismalar

2016-2017 e Verilerin degerlendirilmesi

e Tez ve makale taslagi yazimi

3.8 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Tezimizde kullandigimiz Western blot ve immiinfluoresan teknikleri, sferoid olusumu
gibi hiicre kiiltiiri teknikleri, senesens deneyi, akim sitometri ile yiizey belirtegleri deneyleri
kalitatif olarak degerlendirilmistir. Her deney seti kendi i¢erisinde en az ii¢ kez tekrar edilmistir.
Mikrodizin verilerinin dogrulanmas1 ve amplifikasyon deneylerinde kullandigimiz Q-PCR
teknigi, Roche Light Cycler cihaziyla gergeklestirilmis ve Ct degerlerinin istatistiksel analizi

cihaz tarafindan yapilmistir. Her bir gen en az {i¢ kez ¢alisiimistir.

mRNA tiim genom ekspresyon analizi i¢in (mikrodizin) firmaya dort farkli grup icin ti¢
ayr1 0rnek gonderilmistir. Mikrodizinlemeden ¢ikan veriler once firma tarafindan saglanan
llumina GenomeStudio programi kullanilarak analiz edildi. Ham verilerin arka plan
diizeltmeleri, kuantil normalizasyonu ve varyans-stabilize edici doniisimii ile, R (siriim 3.0.2,
Statistical Computing i¢in R Vakfi, Viyana, Avusturya; http://www.r-project.org) i¢indeki
“LUMI” paketi kullanilarak gergeklestirildi. Bu on islemden sonra algilama filtresinden (p-
degeri <0.01) gecen problar degerlendirilmeye alindi. Prob anotasyonlari lumi tarafindan nulD
kullanilarak doniistiirtildii. Gruplar arasinda farkli eksprese edilen genler, LIMMA (Mikroarray
Verileri I¢in Lineer Modeller) kullanilarak tanimlandi. Bir gen, FDR ile ayarlanmis p-degeri
0.05'den diisiik oldugunda, LIMMA tarafindan “farkli eksprese olan” olarak ifade edildi. Farkli
olarak eksprese edilen genler kat-fark: (fold change) ile tekrar filtrelendi. Belirgin derecede
daha yiiksek (> 2 kat degisiklik) esik degerinin (threshold) tistiindeki bir orana sahip genler,
farkl1 eksprese olan genler olarak rapor edildi ve listelendi. FEG listeleri (farkli eksprese olan
genler listesi) dort farkli gevrimici anotasyon araci ile (GORILLA, WebGestalt, PANTHER,
DAVID) gen ontolojileri agisindan analiz edildi. Internet sitelerinin istatistiksel

iligkilendirmelerde kullandiklar1 temel (default) ayarlar degistirilmedi.
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3.9 ARASTIRMANIN SINIRLILIKLARI

Arastirmamiz in Vitro bir ¢alismadir. /n vitro gdzlemler klinik yansimalar1 degerlendirmekte

sinirli kalmaktadir.

3.10 ETiK KURUL ONAYI

Etik Kurul’un 21.03.2013 tarih ve 955-GOA protokol numarali 2013/10-14 karar numarasi ile

gorisiilen projemiz etik agidan uygun gorilmiistiir (EK1).
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4. BULGULAR

4.1 Olusturulan K562-Ir Hiicreleri Imatinib ve Yeni Nesil Tirozin Kinaz inhibitérlerine

Direnclidir

Yontemde anlatildigi gibi imatinib baskist altinda K562°nin klonal segilimiyle elde
ettigimiz K562-Ir hiicrelerinin imatinib ve diger tirozin kinaz inhibitorlerine nasil yanit
verdigini aragtirmak {izere nilotinib, dasatinib, bosutinib, ponatinib ve GNF-2 varliginda hiicre
oliim diizeyleri incelendi. Deneylerde TKi’lerin klinik dozlarinin kullanimima 6zen gosterildi.
Hiicreler ii¢ giin boyunca imatinib (5uM), dasatinib (0,2uM), nilotinib (1,7uM), bosutinib
(0,3uM), ponatinib (137nM) inhibitorlerinin literatiir taramasi sonunda belirlenen insanda
giinliik hap kullanimlarindaki en yiiksek plazma konsantrasyonuna maruz birakildi®%7. Uc giin
sonunda tripan mavisi canlilik testi uygulandi. GNF-2 klinik asamaya geg¢mis bir molekiil
olmadigindan literatiirde belirtilen IC50 dozu olan 273nM kullan1ldi. Imatinib, nilotinib,
dasatinib ve bosutinibin klinik doz deneylerinde yalnizca K562-Ir hiicreleri kullanilmistir.
Ponatinib ve GNF-2 igin K562 ve K562-Ir hiicreleri kullanilmistir. Daha sonra ayni ilaglarin
10’ar uM yiiksek dozlari denendi. K562, ilag eklenmis K562, 10uM imatinibli ortamda
barmdirilan K562-Ir ve imatinibli ortama ek olarak daha fazla ilaca maruz birakilan hiicre
gruplariyla ¢alisilmisg, 24. 48. ve 72. saatlerde Mitotracker Red/Annexin akim sitometrisiyle
hiicre 6liimii profilleri ¢ikartilmigtir.

K562-Ir hiicrelerinin (imatinib direncli hiicreler), klinik dozlarda diger tirozin kinaz
inhibitorlerine de direngli oldugu gosterilmistir. Sekil 18°de gosterildigi gibi 24. ve 48. saat
Olctimlerindeki canlilik yiizdeleri nilotinib, dasatinib, bosutinib ve imatinib i¢in %80’in
tizerindedir. 72. saatte en c¢ok etkiyi dasatinib gostermistir ancak yine de canlilik yiizdesi
%50 nin tizerinde seyretmektedir. Sekil 19°daki ponatinib klinik doz deneyinde K562 hiicreleri
InM, 1,5nM ve 137nM ponatinib varligindan ilk 24 saatten itibaren etkilenmeye baslamis, 72.
saatte 137nM dozda canlilik neredeyse kalmamistir. Ote yandan K562-Ir hiicreleri 72 saat
sonunda 1nM ve 1,5nM ponatinibden neredeyse hig etkilenmemis 137nM ponatinib hiicrelerin
ancak %30’unu etkilemistir. Sekil 20°de K562-Ir hiicrelerinde GNF-2 IC50 konsantrasyon
uygulamasi (273nM) bulgusunda K562 hiicreleri 72 saat i¢inde canlilik yiizdesi dramatik
sekilde diiserken K562-Ir hiicrelerinde %60 civarinda seyrettigi goriilmektedir. Sekil 21°de
K562 ile karsilastirildiginda K562-Ir’in dasatinib, nilotinib ve GNF-2’in 10uM gibi, klinik
kullanimin ¢ok {stlindeki yiiksek konsantrasyonlarda (>100 kat) dahi etkilenmedigi

goriilmektedir. Ponatinib ve bosutinib ise 10uM konsantrasyonda kullanildiginda (ponatinib
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icin klinik kullanimin 80, bosatinib i¢in 30 kat1) K562 ve K562-Ir hiicrelerinin tamamin1 72
saat i¢inde Oldiirmektedir. Ortamda imatinibin bulunup bulunmamasi diger tirozin kinazlarin
etkisini degistirmemistir. Cift doz imatinib (20uM) alan kuyularda K562-Ir hiicrelerinin hi¢
etkilenmedigi de gbze carpmaktadir.

Sonug olarak olusturulan K562-Ir imatinib direncli hiicrelerin imatinibe oldugu kadar
diger yeni nesil TKI’lere direngli oldugu gosterilmistir.

4.1.1 Klinik Doz TKI Uygulamalari

K562-Ir TKI uygulama

kontrol
® nilotinib (1,7 uM)
m dasatinib (0,2 uM)
= bosutinib (0,3 uM)
imatinib (5 uM)

% canhhik

24h 48h 72h

Sekil 18: Kb562-Ir hiicrelerine nilotinib, dasatinib, bosutinib ve imatinib maksimum plazma
konsantrasyon uygulamalar1 sonrasi 24, 48 ve 72 saatlik tripan mavisi canlilik testi sonug grafigi.

Canlilik yiizdeleri kontrol gruplarindaki canlilik %100 olacak sekilde normalize edilmistir
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Ponatinib Uygulama

100% e I
T R | R Ll N
:[ H K562 1nM
E CUAAEERE | | (B 1 (i St | (T | w0 M K562 1,5nM
E M K562 137nM
40% -S| R L L B R L LB B L | K562-Ir OnM
M K562-Ir 1nM

20% Ao 4 K562-Ir 1,50M

L K562-Ir 137nM

0% -

Sekil 19: K562 ve K562-Ir hiicrelerinde 1nM, 1,5nM ve 137nM (Cmax) dozlarda ponatinib
uygulamasinin 24, 48 ve 72 saatlik tripan mavisi canlilik testi sonug grafigi. Mor barlar K562 hiicrelerini
kirmiz1 barlar K562-Ir hiicrelerini temsil etmektedir. Canlilik yiizdeleri kontrol gruplarindaki canlilik

%100 olacak sekilde normalize edilmistir.

GNF-2 Uygulama

H K562 0nM
100% Ao K562 273nM
HK562-r OnM
80% e LIK562-Ir 273nM
= 60%
E
-]
5]
0% -
20% Ao
0% -

Zaman

Sekil 20: : K562-Ir hiicrelerinde GNF-2 IC50 konsantrasyon uygulamasinin (273nM) 24, 48 ve 72
saatlik tripan mavisi canlilik testi sonug¢ grafigi. Canlilik yiizdeleri kontrol gruplarmdaki canlilik

%100 olacak sekilde normalize edilmistir.
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4.1.2 Yiiksek Doz TKi Uygulamalar

A. imatinib B. dasatinib
KS62 kontrol ~ KS62+10HM  K562ir+10um K562r+10uM K562 kontrol  K562+10uM  KS62Ir+10uM  K562Ir+10uM
4 it e povew Imat, dasat. dasat. (i+d)
r >
24h I
; [
% 1

48h

- T
- P

-t

72h

D. bosutinib
K562Ir+10uM K562Ir+10uM K562+10uM K562r+10uM K562Ir+10uM™
imat. . onkonrs] bosut. bosut. (i+b)
3 #
24h 24h 3 B
£ 5
"'nf g »- LM 5
Y 48h 3
3
48h}, *}
5., -
* .
4 o]
o A
72h}| 72h -,
i >
%4 b

K562-Ir+10uM
K562-Ir 410 uM GNF-2 (ig)

-
N

. (11
.| ”

",""4“-4—5'

:
| Wy
b

LN X
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Sekil 21: Yiiksek doz TKi uygulamalar1 akim sitometri sonuglari. Tiim grafiklerin x aks1 Annexin V,
y aks1 Mitotracker red isimasini gostermektedir. A, B, C, D, E ve F grafiklerinde sirasiyla imatinib,
dasatinib, nilotinib, bosutinib, ponatinib ve GNF-2 deneylerinin 24. 48. ve 72. saat Mitotraker red
/Annexin V akim sitometrisi sonuglari sunulmustur. K562 kontrol: atasal K562 hatt1 ti¢ giin kiiltiire
edilmistir, K562+10uM imat./dasat./nilot./bosu./pona./GNF-2: atasal K562 hiicreleri {i¢ giin boyunca
ayr1 ayr1 10 uM TKI’lere maruz birakilmustir. K562-Ir+10uM imat./dasat./nilot./bosu./pona./GNF-2:
imatinib direngli K562-Ir hiicreleri ii¢ giin boyunca ayr1 ayr1 10uM TKI’lere maruz birakilmistir. K562-
Ir+10uM (i+i)/(i+d)/(i+n)/(i+b)/(i+p)/ (i+g): imatinib direngli K562-Ir hiicreleri 10 pM imatinibli
ortamda kiiltiire edilmis, ek olarak 10’ar pM imatinib (£ 20pM imatinib), dasatinib, nilotinib,bosutinib,

Yiiksek Doz TKI Uygulama

100% -

m Kontrol

80% -

B 10uM imatinib

B 10uM nilotinib
60% -

B 10uM dasatinib

Canlilik

m 10uM bosutinib

2057 Ak B 10uM ponatinib

10uM Gnf-2

K562 K562-Ir

Sekil 22: Yiiksek doz TKI uygulama tripan mavisi sonug grafigi. K562 ve K562-Ir hiicrelerine 72 saat
10’ar pM imatinib, nilotinib, dasatinib, bosutinib, ponatinib ve GNF-2 uygulamasi sonras1 tripan mavisi
canlilik test sonuglar1 gosterilmektedir. Veriler kontrol v grubu %100 olacak sekilde normalize

edilmistir.

4.2 Abl Proteini Kinaz Bolgesinde Mutasyon Taramasi

Imatinib direnci -tezimizin genel bilgiler kisminda detaylandirildigi gibi- sikilikla
zaman i¢inde gelisen Ber-Abl ikincil mutasyonlariyla iligkilendirilmektedir. K562-Ir
hiicrelerinin gdsterdigi imatinib direncinin bu mutasyonlarin varligina bagli olup olmadigini
aragtirdik. KML hastalarinda yapilan aragtirmalarda ber-abl proteininin abl kinaz bdlgesinde
tespit edilen M244V, L248R, L248V, G250E, Q252H, Y253F, Y253H, E255K, E255V,
D276G, E279K, E292L, V299L, T315A, T315l, T315V, F317L, F317R, F317V, M343T,
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M351T, F3591, F359V, L384M, H396P, H396R, F486S ikincil mutasyonlari, tirozin kinaz
inhibitorlerine karsi direngten sorumlu tutulmaktadir (Sekil 23). Bu ikincil mutasyonlarin
olusturdugumuz imatinib direncli K562-Ir hiicrelerinde varliginin arastirmasi planlanmistir. Bu
baglamda RNA izolasyonu ve cDNA eldesinden sonra PCR metodu i¢in dizayn edilen
primerlerin optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Abl bolgesinin biiyiikliigii nedeniyle bolgenin
cogaltilmasi i¢in birbiriyle Ortlisen dort bolge ayrimlanmis ve her bolgeye 6zgli primerler
dizayn edilmistir. Primerler 6ncelikle HEK293T hiicre hattinda optimize edilmis daha sonra
K562 ve K562-Ir hiicreleri i¢in tekrarlanmistir (Sekil 24, Sekil 25). Elde edilen PCR firiinleri
Macrogen (Kore) firmasma {i¢ ayri zamanda gonderilerek sekans analizleri yaptirilip

karsilagtirilmistir (Sekil 26-30).

Activity of imatinib, bosutinib, dasatinib, nilotinib, ponatinib and DCC-2036
against clinically relevant mutated forms of BCR/ABL

IC50-fold increase (WT=1) |
Imatinib [Bosutinib|Dasatinib| Nilotinib |Ponatinib|DCC-2036
Parental 10.8 38.3 568.3 38.4 570.0 13.1
WT 1 1 1 1
M244V 3.2
L248R 5.2
L248v | 35 | 35 | | 28 | 34 |
G250E
Q252H [ 31 || 28 |
Y253F | 36 |
Y253H it 26 |
E255K
E255V
D276G
E279K
E292L
V299L
T315A
T3151
T315V
F317L
F317R
F317V
M343T
M351T
F359I
F359V
L384M
H396P
H396R
F486S

L248R + F3591

1

I—‘

Sensitive From: Redaelli S, Mologni L, Rostagno R, Piazza R, Magistroni V,

Ceccon M, Viltadi M, Flynn D, Gambacorti-Passerini C - Three novel

Moderately resistant 2,14 patient-derived BCR/ABL mutants show different sensitivity to second

Resistant and third generation tyrosine kinase inhibitors — Am J Hematol. 2012
Highly resistant Nov;87(11)E125-8

Sekil 23: TK1i direncine neden olan kinaz domeyni mutasyonlarinin listesi
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Sekil 24: HEK293T hiicre hatti1 Abl kinaz bolgesi PCR sonrasi jel goriintiisii. HEK293T hiicre hatti
cDNA’s1 Abl kinaz bolgesinin dort parca halinde ¢ogaltilmis dijital agaroz jel goriintiistidiir. M: Roche
DNA Molecular Weight Marker XIV (100 bp ladder) ;P1: 381b¢ ‘lik bolgeyi temsil etmektedir; P2: 364
be¢’lik bolgeyi temsil etmektedir; P3: 478 bg’lik bolgeyi temsil etmektedir; P4: 305 be’lik bolgeyi temsil

etmektedir.

HEK293T hiicre hattinda beklenen bantlar elde edildikten sonra, ayni primerler kullanilarak
optimize edilen PCR kosullarnt ile K562 ve KS562-Ir hiicrelerinde amplifikasyon
gerceklestirilmistir (Sekil 25).

PL P2 P3 P4 PL P2 P3 P4

—
— _—
—-— o—

A B.

Sekil 25: Atasal ve direngli hiicrelerde Abl kinaz bdlgesi PCR sonrasi jel goriintiisii. A. K562 kontrol
grubu cDNA’sinin Abl kinaz bdlgesinin dort parga halinde ¢ogaltilmig dijital agaroz jel goriintiisii. B.
K562 direngli grup ¢cDNA’simin Abl kinaz bdlgesinin dort parca halinde gogaltilmis dijital agaroz jel

goriintiisii
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4.2.1 Sekans Analizi ve Karsilastirma:

Macrogen firmasindan tarafimiza iletilen sekans verileri yorumlanmaya uygun
kalitededir (Sekil 26). Sekanslar internet tabanli “Multalin” ve “NCBI Blast” araglar ile
karsilastirilmistir. K562 ve K562-Ir hiicrelerinde Abl kinaz bolgesinin her dort pargasi ayr1 ayri
ana sekansla karsilastirmali olarak analiz edildiginde her iki grupta da herhangi baz degisikligi

gozlenmemistir (Sekil 27-30).

150 160 170 180 190 200 10 220
GIGGAAGAGTITCTT GAAAGAAGE TGO AGTCAT GAAAGAGATCAAACADCC T AACCTGGT GCAGE TCCT TG GGG

Sekil 26: Abl kinaz bdlgesinden bir kesit sekanslama 6rnegi.

85



1251 1300

dir AGTACGEGEGER GGIGTACGAG GGECGIGIGGR AGARATACAG CCIGACGGIG

K19 F1-PI1F AGTACGGGGL GGTGTACGAG GGECGTGTGGA AGAARTACAG CCTGACGGIG
K21 F8-1-P AGTACGGGGE GGTGTACGAG GGCGTIGTGGA AGRARTACAG CCTGACGGIG
Consensus AGTACGGEGGR GGIGTACGAG GGECGIGIGGA AGARBRTACAG CCIGRACGGIG
1301 1350

dir GCCGIGRAGR CCTTGRAAGGR GGEACRCCATG GAGGIGGALG AGTTCTITGRAL

K139 K1-P1F GCCGIGAAGR CCTTGRAGGLR GGACACCATG GAGGTGGAAG AGITCTTIGAL
K21 EKE8-1-P GCCGTGAAGR CCTTGRAGGR GGACACCATG GAGGTGGAAG AGTTCTTGAL
Consensus GCCGIGAAGL CCTTGAAGGA GGACACCATG GAGGIGGALG AGTICITGAR
1351 1400

dir AGRRGCTGCA GICATGAAMG AGATCAZACE CCCTRACCTG GIGCAGCTICC

K19 F1-PI1F AGRAGCTGCE GICATGRARAG AGATCARRACAK CCCTRACCTG GIGCAGCTCC
K21 K8-1-F AGRAGCTGCER GICATGRRAG AGATCRRACA CCCTRACCTG GIGCAGCTCC
Consensus AGRRGCTGCR GICATGRAAG AGATCARARACE CCCTRACCTIG GIGCAGCTCC
1401 1450

dir TIGGGGICIG CACCCGGGAG CCCCCGITCT ATATCATCAC TGAGTTICATG

K19 F1-PI1F TIGGGGICTG CACCCGGGAG CCCCCGTTCT ATATCATCAC TGAGTTCATG
K21 F8-1-P TIGGGGICTG CACCCGGGAG CCCCCGTTCT ATATCATCAC TGAGTTCATG
Consensus TIGGGEICTG CRACCCGGGAG CCCCCGITCT ATATCATCAC TGAGTITCATG
1451 1500

dir ACCTRACGGGR ACCTCCIGGR CTACCIGAGSE GAGIGCAACC GGCAGGAGGT

K13 K1-P1F ACCTACGGGR ACCTCCIGGLR CTACCTIGAGG GAGTGCAACC GGCAGGAGGET
K21 Eg8-1-P ACCTACGGGR ACCTCCTGGA CTACCTGAGG GAGTGCAACC GGCAGGAGGET
Consensus ACCTRACGGGL ACCTCCIGGEA CTACCIGAGE GAGIGCAACC GGECAGGAGGT
1501 1550

dir GARAACGCCGEIG GIGCTGCTIGT ACATGGCCAC TCAGATCTCG TCAGCCATGE

K19 F1-PIF GARCGCCGTG GIGCTGCTGT ACATGGCCAC TCAGRATC... ..........
K21 F8-1-F GARCGCCGTG GIGCTGCTGT ACATGGCCAC TCAGRTCA.. ..........
Consensus GRACGCCGIG GIGCTGCIGT RCATGGCCAC TCAGATC. .. .. evee.-.

Sekil 27: Abl kinaz bolgesinin P1 pargasinin kontrol grubu ve direncgli grupta sekans karsilastirmasi.
“Dir” olarak belirtilen dizi, gen bankasinda belirtilen abl kinaz bolgesi sekansidir. K1-P1F: K562 kontrol
grubu sekansi, K8-1-P: K562-Ir deney grubu sekansini belirtmektedir.
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dir

015 E2-P2F
021 E8-2-P
Consensus

dir

015 E2-P2F
021 E8-2-P
Consensus

dir

019 EZ2-P2F
021 E8-2-P
Consensus

dir

019 EZ2-P2F
021 E8-2-P
Consensus

dir

019 EZ2-P2F
021 E8-2-P
Consensus

dir

019 EZ2-P2F
021 E8-2-P
Consensus

1651

CAGGITGATG
CAGGITGATG
CAGGITGATG
CAGGTTGATG

1701

CCATCARLTG
CCATCARALTG
CCATCARALTG
CCATCRRATE

1751

ARGTCCGACGE
ARGTCCGACGE
ABGTCCGACGE
RAGTCCGRACE

1801

IGGCATGICC
TGGCATGTICC
TGECATGICC
TGGCATGTICC

1851

TAGLGARAGER
TAGRAGAAGGR
TAGAGAAGGER
TAGRGRARGER

1501

TATGRACTCR
TATGRACTCR
TATGRACTCR
TATGRACTCR

BACRAGGGGACR
ACAGGGGACE
ACAGGGGACE
LCRGGGGACR

GACTGCACCC
GACTGCACCC
GACTGCACCC
GRCTGCRCCC

TCTGGGCATT
TCTGGGCATT
TCTGGGCATT
TCTGGGCATT

CCTTACCCGGE
CCTTACCCGGE
CCTTACCCGGE
CCTTRCCCGE

CTRCCGCATGE
CTRCCGCATG
CTACCGCATGE
CTRCCGCATGE

TGCGAGCATE
TGCGAGCATG
TGCGAGCATE
TGCGRGCATE

CCTACRACAGC
CCTACRCAGC
CCTACRCAGC
CCTRCRCAGC

GAGAGCCTGE
GAGARGCCTGGE
GAGARGCCTGGE
GAGRGCCTGE

TGGAGTATTG
TGGAGTATTG
TGGAGTATTG
TGGAGTATTG

GAATTGACCT
GRATTGACCT
GAATTGACCT
GRATTGLCCT

GAGCGCCCAG
GAGCGCCCAG
GAGCGCCCAG
GRGCGCCCAG

TTGGCAGTGE
TTGGCAGTGE
TTGGCAGTGG
TTGGCAGTGE

CCATGCTGGA
CCATGCTGGEA
CCATGCTGGEA
CCATGCTGGER

CCTRCAACHR
CCTRCARCHR
CCTRCARCHR
CCTRCRARCOHRD

CTTTGGGADR
CTTTGGGADR
CTTTGGGADR
CTTTGGGALN

GICCCAGGIG
GTCCCAGGTIG
GTCCCAGGIG
GTCCCAGGTG

ARGGCTGECCC
ARGGCTGCCC
ARGGCTECCC
BRGGECTGECCC

AR .TCCCICT
AT .HCCCICT
ATTHCCCICT
Bt .nCCCTCT

1700
GCCAAGTTCC
GCCAAGTTCC
GCCAAGTTCC
GCCRAGTTCC

1750
GITCTCCATC
GITCTCCATIC
GITCTCCATIC
GITCTCCATC

1800
TTGCTACCTR
TTGCTACCTR
TTGCTACCTR
TTECTACCTR

1850
TATGAGCTGC
TATGAGCTGC
TATGAGCTGC
TATGRGCTGC

1300
LAGAGRAGETC
AGRAGRAGGETC
AGRAGRAGGETC
LGAGRLGETC

1350
GRACCGGCCCT

Sekil 28: Abl kinaz bolgesi P2 parcasinin kontrol ve direngli grupta sekans karsilastirmasi. “Dir” olarak

belirtilen dizi, gen bankasinda belirtilen abl kinaz bodlgesi sekansidir. K2-P2F: K562 kontrol grubu

sekansi, K8-2-P: K562-Ir deney grubu sekansini belirtmektedir.
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dir

C21 E3-P3F
C23 E8-3-P
Consensus

dir

C21 E3-P3F
C23 E8-3-P
Consensus

dir

C21 E3-F3F
C23 E8-3-P
Consensus

dir

C21 E3-F3F
C23 EK8-3-F
Consensus

dir

C21 E3-F3F
C23 EK8-3-F
Consensus

dir

C21 K3-P3F
C23 HB-3-F
Consensus

1401

TTGGGGICTG
TTGGGGICTG
TTGGGGICTG
TTGGGGTCTG

1451

ACCTACGGER
ACCTACGGGR
ACCTACGGGEA
ACCTACGGGEA

1501

GFRACGCCGIG
FAACGCCGIG
GRACGCCGTIG
GRACGCCGETIG

1551

AGTACCIGGER
AGTACCTIGGR
AGTACCTIGGR
AGTACCTGGA

1601

TGCCTGGTAG
TGCCIGGIAG
TGCCIGGIAG
TGCCTGGTAG

1651

CAGGTTIGATG
CAGGTTIGATG
CAGGTIIGATIG
CAGGTIIGATG

CRACCCGGGAG
CRACCCGGGAG
CRACCCGGGAG
CRCCCGGGRG

ACCTICCTGGA
ACCTICCTGGA
ACCTICCTGGA
ACCTICCTGGA

GIGCIGCTIGT
GIGCIGCTIGT
GIGCIGCTGT
GIGCIGCTGT

GRLGRAADOC
GRLGRAARLAC
GRLGRAARLAC
GRAGRARADC

GGGRGRAACCR
GGGRGRACCR
GGGLAGAACCR
GEEAGALCCR

LCAGGEGGRACE
LCAGGEGGRACE
LACAGGGGACR
LCLGGGGACR

CCCCCGITCT
CCCCCGITCT
CCCCCGITCT
CCCCCGITCT

CTRCCTGAGGE
CTRCCTGAGG
CTRACCTGAGG
CTRACCTGAGG

ACATGGCCAC
ACATGGCCAC
BCATGGCCAC
ACATGGCCAC

TTICATCCRCR
TTCATCCACR
TTCATCCACR
TTCATCCACHR

CITGGTGARG
CITGGIGARG
CITGGIGAAG
CTTGGTGAAG

CCTRCACRGC
CCTRCACRGC
CCTRACRACRAGC
CCTACACAGC

ATATCATCAC
ATATCATCAC
ATATCATCAC
ATATCATCRC

GAGTGCARCC
GAGTGCARCC
GAGTGCARCC
GAGTGCARCC

TCRAGATCICG
TCAGATCICG
TCAGATCICG
TCAGATCICG

GAGATCTIGC
GAGATCTIGC
GAGATCTIGC
GAGATCTTGC

GTRGCTGATT
GTAGCIGRTIT
GTAGCTGATT
GTAGCTGATT

CCRATGCTGGR
CCRATGCTGGR
CCATGCTIGGR
CCATGCTIGGR

1450
TGAGTTCATG
TGAGTTCATG
TGAGTTCATG
TGAGTTCATG

1500
GGECAGGAGET
GGCAGGAGET
GGECAGGAGET
GGECAGGAGET

1550
TCAGCCATGE
TCAGCCATGE
TCAGCCATGE
TCAGCCATGE

1600
TGCCCGRARAC
TGCCCGARAC
TGCCCGARAC
TGCCCGRARC

1650
TTGGCCTGRG
ITGGCCTIGAG
ITGGCCTGAG
ITGGCCTGAG

1700
GCCRAGTTCC
GCCRAGTTCC
GCCRAGTTCC
GCCRAGTTCC

Sekil 29: Abl kinaz bdlgesi P3 parcasinin kontrol ve direngli grupta sekans karsilastirmasi. “Dir” olarak

belirtilen dizi, gen bankasinda belirtilen abl kinaz bdlgesi sekansidir. K3-P3F: K562 kontrol grubu

sekansi, K8-3-P: K562-Ir deney grubu sekansini belirtmektedir
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1801 1850

dir TGGECATGICC CCITACCCGG GAATT.GLACC TGICCCRAGGT GIATGAGCIG

321 K4-P4F NGN.NIGICC CCITACCCGG GRATTTIGACC TGICCCAGGT GITATGAGCTIG
G23_K8-4-P THNG.NIGICC CCITACCCGG GRATT.GACC TGICCCAGGT GTATGAGCTG
Consensus tgg.nIGICC CCITACCCGGE GARATT.GACC TGICCCAGGT GTATGAGCTG
1851 1900

dir CTAGAGRLGE ACTACCGCAT GEAGCGCCCA GRAGGCTGCC CAGLAGRAGGET

521 K4-P4F CTAGAGRLGG ACTACCGCAT GGAGCGCCCR GRAGGCTIGCC CAGAGLAGGET
523 K8-4-P CTAGAGRLGG ACTACCGCAT GGAGCGCCCR GRAGGCTGCC CAGAGAAGGT
Consensus CTAGAGAAGE ACTACCGCAT GGAGCGECCCA GAAGGCTIGCC CAGAGAAGGET
1901 1950

dir CTATGARCTC ATGCGAGCAT GTTGGECAGTIG GRATCCCICT GACCGECCCT

G21 K4-P4F CTATGARACTC ATGCGAGCAT GITGGCAGTG GRATCCCTCT GACCGGCCCT
523 K8-4-FP CTATGAACTC ATGCGRGCAT GITGGECAGIG GRATCCCICT GRCCGGECCCT
Consensus CTATGAACTC ATGCGAGCAT GITGGCAGIG GAATCCCICT GACCGECCCT
1951 2000

dir CCTTIGCTGA AATCCACCAR GCCITIGARAR CRATGTITCCA GGRATCCAGT

G21 K4-P4F CCTTIGCTGA ARATCCRCCAR GCCTTTGAAR CRATGTITCCA GGRATCCAGT
G223 KB-4-P CCITTGCTGA RATCCACCAR GCCTITTGRAL CRATGTTCCL GGRAATCCAGT
Consensus CCITIGCIGA RATCCACCAR GCCITTIGAAA CRATGITCCR GGARTCCAGT
2001 2080

dir ATCTCAGACG AAGTGGARLR GGAGCTGGGEE ARACAAGGCE TCCGIGGGGEC

G21 K4-P4F ATCTCANACG AAGTGGARRRL GGAGCTGGGG ARACARGGCGE TCCGIGGGGC
G223 _KB-4-P ATCTCAGLACG RAGTGGRARLRL GGAGCTGGGG RRACRAGGCGE TCCGIGGGEGC
Consensus ATCTCAgQLACGE AAGTGGARLRE GGAGCTGGGE ARACRAGGCE TCCGIGGEGGEC
2051 2100

dir TGIGAGTACC TIGCTIGCAGE CCCCAGAGCT GCCCACCAAG ACGAGGACCT

G21 H4-P4F TGTGAGTACC TTRA.. ...+ sevrurnnrs sxrasanras srasasnnns
G23 FE-4-P TGTGAGTACC TTR....wvr sevrunnnrs sorasansas srasasnnss
Consensus TGETGEAGTACC TTa. ... v iv o ivenanmns saranennns samnmnnnns

Sekil 30: Abl kinaz bdlgesi P4 parcasinin kontrol ve direngli grupta sekans karsilastirmasi. “Dir” olarak
belirtilen dizi, gen bankasinda belirtilen abl kinaz bolgesi sekansidir. K4-P4F: K562 kontrol grubu
sekansi, K8-4-P: K562-Ir deney grubu sekansini belirtmektedir

4.3 K562 ile K562-Ir Hiicrelerinde Ber-Abl Gen Amplifikasyonu Acisindan Farkhilik

Bulunmamaktadir

TKI direng olusumunun bir diger mekanizmasi, Ber-ABL kimerik gen bdlgesinin

amplifikasyonudur. Bcr-Abl fiizyon geninin olasi amplifikasyonu, ortamda imatinib
molekiiliiniin baglanabileceginden ¢ok daha fazla Ber-Abl proteinin varligina neden olabilir.
Bu durumda imatinib hiicrelerde Bcer-Abl sinyalini bloklamakta yetersiz kalir ve hiicreler
cogalmaya devam ederler. Ber-Abl gen amplifikasyonuna bagli bir imatinibin direncinin gelisip

gelismediginin anlagilabilmesi i¢in FISH ve Q-PCR yontemleri kullanilmistir.
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4.3.1 FISH Bulgulan

Sekil 31°de 6rnek goriintiileri verilmis, ti¢ ylizer (300) K562 ve K562-Ir hiicresi, fiizyon
sayist (sar1), kirmizi sinyal (abl), yesil sinyal (bcr) ve amplifikasyon sekline gore
(dagilmig/dispers veya kiimelenmig/cluster) sayilmis ve niimerik olarak karsilagtirilmigtir. Bu
kriterler dogrultusunda K562 ve K562-Ir gruplar1 arasinda Ber-Abl amplifikasyonu agisindan
fark gériilmemistir. ki grupta da ¢ok sayida kiimelenmis fiizyon (cluster) bolgeleri mevcuttur.

Iki grupta da Ph(-) hiicrelere rastlandrysa da Ph(-) hiicre oram %7’yi gegmemektedir.

A. K562 B. K562-Ir

Sekil 31: FISH yontemi uygulanmisg atasal ve direngli hiicre fotograflarindan se¢ilmis 6rnekler. A. K562
hiicreleri B. K562-Ir hiicreleri

4.3.2 Q-PCR Bulgulan

K562 ve K562-Ir hiicrelerinden elde edilen cDNA’lar kullanilarak Ber-Abl probu ile
farkli zamanlarda ti¢ kez ti¢ tekrarli kantitatif PCR yapilmistir. Ber-Abl test probu; Abl, internal
kontrol probu olarak kullanilmistir. Deneyler i¢in kullandigimiz Roche Light Cycler kantitatif
kapiller PCR cihazi analiz program1 Ct degerlerini karsilagtirmig, AACt degerlerini Tablo 5°de
verildigi gibi hesaplamustir. Ug tekrarli {i¢ ayr1 deneyin ortalamasi alindiginda K562-Ir’nin
K562 hiicreleri karsisindaki orani 1,06’dir. Hesaplamalar dogrultusunda K562 ve K562-Ir

hiicreleri arasinda Ber-Abl gen ifadesi agisindan fark yoktur.
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Tablo 5: Farkli zamanlarda yapilmus tig-tekrarli kantitatif PCR AACt oranlari

Deney Setleri K562 K562-Ir
1. ti¢ tekrarli Q-PCR 1 0,65
2. u¢ tekrarli Q-PCR 1 1,55
3 li¢ tekrarli Q-PCR 1 0,99

Sonug olarak atasal K652 hiicreleriyle karsilastirildiginda, K562-Ir hiicrelerinde imatinib
molekiiliiniin baglanabileceginden daha fazla Ber-Abl protein varligina neden olabilecek gen
amplifikasyonu olmadig1 saptanmistir. Buna ek olarak Bcr-Abl ekspresyonu agisindan atasal

K652 ve K562-Ir hiicreleri arasinda bir fark olmadigi gosterilmistir.

4.4 K562-Ir Hiicrelerinde Imatinib Hiicre Icine Ahmiyor ve Atasal K562 Hiicrelerinde
Oldugu gibi Ber-Abl Sinyal ileti Yolagim Baskiliyor

Literatiirde anti-kanser ilaglarinin membran transport proteinleri ile disar1 atildigini,
bunun sonucu olarak ilag etkisinin azaldig1 ya da tamamen kayboldugunu gosteren galigmalar
mevcuttur. Genel bilgilerde de bahsedildigi gibi bu mekanizma KML’de TKI direncinin
gelisiminde de rol oynamaktadir. K-5621r hiicrelerinde izledigimiz ilag direncinin bu sebebe
bagli olup olmadiginin anlasilmasi ve kullandigimiz imatinibin ¢alisip ¢alismadiginin kontrolii
icin imatinibin etki ettigi (baskiladigi) yolaklarda yer alan proteinlerin fosforilasyonlarini
Western-blot yontemi ile inceledik. Sekil 32 A’da goriilebilecegi gibi, K562 hiicrelerinde Ber-
Abl ve onun fosforilledigi STAT-5 ve CrkL fosforillenmis formlarinda -aktif formlarinda-
bulunurken, 24 saat SuM imatinib verilmis K562 hiicrelerinde fosforillenmis Ber-Abl ve
Stat5’in bulunmadigi, fosforillenmis CrkL’nin fosforilasyonunun azaldigi goriilmektedir. Bu
bekledigimiz bir durumdur. Imatinib Ber-Abl kinaz bolgesine baglanmak igin ATP ile
yaristigindan Ber-Abl otofosforilasyonu engellenmekte, bunun sonuncunda aktiflesemeyen
onkoprotein yolaktaki diger molekiilleri de fosforilleyememektedir. K562 hiicreleri Ber-
Abl’den gelen yasam sinyallerine bagimli oldugundan, Bcr-Abl aktivitesinin baskilanmasi
hiicreleri 6liime gotiirmektedir.

Sekil 32 A incelendiginde benzer sekilde 10uM imatinib varlifinda yasamlarinm
stirdiiren K562-Ir hiicrelerinde de Bcer-Abl yolaginin baskilanmis oldugu acgik sekilde
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goriilmektedir. (CrkL proteini farkli molekiiller tarafindan da fosforillenebildigi i¢in halen p-
CrkL bandi vardir ancak oldukca azalmigtir.) Ancak Ber-Abl aktivitesinin baskilanmasina
ragmen K562-Ir hiicrelerinin saglikl bir sekilde ¢ogalmalarina devam etmektedirler. Bu durum
bize imatinibin hiicre igine girdigini ve islevsel oldugunu gostermektedir. Ancak atasal K562
hiicrelerinden farkli olarak K562-Ir hiicreleri i¢in Ber-Abl artik bir yasam sinyali olmaktan
ciktig1 goriilmektedir.

Sekil 32 B’de ise imatinibin baskiladigi PDGFR yolagi, atasal kontrol K562
hiicrelerinde aktif iken 10uM imatinib eklenmis ortamda tiretilen K562-Ir hiicrelerinde
baskilanmis durumdadir. PDGFR’mn  fosforilasyonunun baskilanmasi  alt-akisindaki
(downstream) SHP2, Akt ve MAP kinazin fosforillenmesini de etkilenmistir. Bu veriler yine
K562-Ir hiicrelerinde imatinibin hiicre i¢ine alindigini ve beklenen islevini yerine getirdigini
gostermektedir. K562-Ir hiicrelerinde izlenen TKI direncinin Ber-Abl’in bir yasam sinyali

olmaktan ¢ikmasi nedeniyle gelistigini desteklemektedir.

A. B.
K K562-Ir
K562 K562-Ir
K562 4syMi +10pMi p-PDGIR -
p-Ber-Abl
p-SHP2
p-STATS - p-Akt = S

p_CrkL - - ‘ p-MAPK
CIF4E | . I eIF4F. “

Sekil 32: Atasal ve direngli hiicrelerde Ber-Abl ve alt-akis proteinlerinin Western blot goriintiisii.
A. K562, 24 saat 5uM imatinibe maruz birakilmis K562 ve 10uM imatinibli ortamda ¢ogaltilan
K562-Ir hiicrelerinin Ber-Abl yolagi Western blot goriintiileri. B. K562 ve 10uM imatinibli
ortamda ¢ogaltilan K562-Ir hiicrelerinin p-PDGFR yolagi Western blot goriintiisii. elF4E
yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.
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4.5 K562-Ir Hiicrelerinde Apoptoz ile Iliskilendirilmis Bcl-2, Bim ve RIP1 protein

Diizeyleri Azalmistir

K562-Ir hiicrelerinin hiicre o6liimiine gosterdigi direncin programlanmis Olim
proteinleriyle iliskisini arastirmak i¢in Bcl-2, Bim ve RIP1 antikorlariyla Western blot
analizleri yapildi. Sekil 33°de de goriilebilecegi gibi K562’de her {i¢ proteinin de ifadesi
bulunurken; K562-Ir hiicrelerinde bu proteinlerin ifadeleri ¢ok azalmistir. Bel-2 mitokondri
membranini koruyan dolayisiyla apoptoza bagli 6liim yolagini baskilayarak hiicrenin sagkalimi
icin calisan anti-apoptotik bir molekiildiir. Bim ise Bcl-2 ailesine ait pro-apoptotik bir
proteindir. Oliim sinyali varliginda ya da yasam sinyalleri azliginda sitosolde aktive olan Bim,
Bcl-2’ye baglanarak bir diger Bcl-2 ailesi pro-apoptotik protein olan Bax’in serbestlesmesini
saglar ve sitokrom c salinimi tetiklenir. RIP (RIP1) proteini Toll-like reseptor ailesinin sinyal
iletiminde gorev alir ve kaspaz-8 araciligiyla ekstrinsik apoptotik yolakta islev goriir. Apoptoz
kaskadmin tetikleyicileri olan RIP ve Bim’in K562-Ir hiicrelerindeki azalmis ekspresyonu,
hiicre 6limiiniin olduk¢a az olmasi nedeniyle anlamlidir. Anti-apoptotik Bcl-2 ifadesinin ise
azalmig degil artmis olmasi beklenir ancak sag kalim ve apoptoz, pro-apoptotik ve anti-
apoptotik bir¢ok proteinin is boliimii dengesine baglidir. Daha detayli bilgi edinmek i¢in Bid,
Bax vb. diger apoptotik proteinlerin ifadesine de bakmak gereklidir.

eIF4E

N
v ¢ o’ o
P _ ¢ < +

Sekil 33: K562 veK562-Ir hiicrelerinin Bel-2, Bim ve RIP ifadelerinin Western blot goriintiileri.
elF4E ve B-aktin yiikleme kontroliidiir.

Bu sonuglarimiz daha oOnce sunmus oldugumuz annexinV/MitotrackerRed

sonuclarimizi destekler niteliktedir.
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4.6 Imatinib Baskisi Altinda Cogalan K562-Ir Hiicreleri Morfolojik Plastisite

Gosteriyorlar

K562-Ir hiicrelerinin imatinib baskis1 altindaki klonal segilimi sirasinda SuM imatinib
dozundan itibaren, hiicrelerde morfolojik farkliliklar gdzlenmeye baslandi. Hiicrelerin belirli
bir yiizdesinin yiizeye yapistigi ve mekik formu aldiklar1 izlendi. Ust faz siirekli atilip yeni
ortam ekleyerek sadece bu yapisan hiicreler iiretilmeye c¢alisildiginda hiicrelerin koloniler
olusturdugu ve flask ylizeyini kapladigi gézlendi. Ayrica, yapisan ve yiizen hiicrelerin karigik
oldugu bir flaskta, sadece ylizen hiicreler ortamla birlikte yeni bir flaska aktarildiginda yine
belirli bir yiizdede hiicrenin yere yapistigi gozlenmistir.

Sekil 34A’da K652 atasal hiicrelerinin 40X ve 10X biiylitiilmiis fotograflar1, Sekil 34
B’de ise K562-Ir hiicrelerinden farkli zamanlarda ¢ekilmis 10X, 20X ve 40X goriintiileri
izlenmektedir. Sekil 34B’de ornekleri gosterildigi sekilde, farkli morfolojilerdeki K562-Ir
hiicrelerinin yiizen ve yapisanlarinin birarada ¢ogaldig: flasklar oldugu gibi, yiizeyi tamamen

kaplayan veya koloniler seklinde ¢cogalan yiizeye tutunan hiicre gruplari da mevcuttur.
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A K562

B. K562-Ir

kroskop kullanilarak

i

inverted m

mve

kamerali

inin

(A)K562 ve (B)K562-Ir hiicreleri

Sekil 34

tileri

1$ gorin

cekilm
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4.6.1 Hiicrelerin K562 Kokenli Olduklarinin Gosterilmesi

K562-1Ir flasklarinda morfolojik farkliliklarin goriilmesinden sonra hiicrelerimizin K562
kokenli olduklarimi ispat etmek iizere Almanya DSMZ Leibniz Enstitiisiin’den DNA
profillemesi i¢in hizmet alim1 gergeklestirdik. Gonderdigimiz her iki drnek, 8 farkli yiliksek
polimorfik kisa tekrarli dizi lokuslar1 (STR lokuslari) agisindan analiz edilip karsilagtirilmistir.
Sekil 35’de firmanin tarafimiza gonderdigi sonug raporuna gore kullandigimiz her iki hiicre

hatt1 da tam eslesmeyle K562 kokenlidir.

# | sample parental/reference match/comment
1 | K562 K-562 (DSMZ ACC 010) full-matching STR profile, authentic*
2 | K562-Ir K-562 (DSMZ ACC 010) full-matching STR profile, authentic

K562.B03_13051612BA K562-1r.C03_13051612BC

125000 +
100000 +
e 75000 -+ ‘

ousar

DDDDDDD || e

Sekil 35: Atasal ve direngli hiicrelerin koken analizi

4.7 Direncli K562-Ir Hiicrelerinin Proliferasyon Hizi1 K562 Hiicrelerinden Dort Kat Daha

Yavastir

Hiicre kiiltiiri idamesi sirasinda K562-Ir hiicrelerinin K562 hiicrelerine gore daha yavas
cogaldiklar1 goriildii ve hiicre dongii ile proliferasyon hiz farklarinin arastirilmasina karara
verildi. Hiicre dongiileri arasindaki farklar1 incelemek icin hiicreleri senkronize etmek iizere
oncelikle 24 ve 36 saat starvasyon (aclik) uygulandi. Starvasyondan sonra yapilan 0. saat
Olctimlerinde senkronizasyonun ger¢eklesmedigi goriildiigiinden (Sekil 36), her iki hiicre grubu

icin de aglik siireleri yetersiz bulundu. Di1s kimyasal madde eklemeden sadece starvasyonla
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hiicreleri senkronize etmeyi basaramadigimizdan hiicre dongiisii deneyleri tekrar edilmemistir.
Hiicre kiiltiir pasajlarinda gozlendigi gibi K562-Ir hiicrelerinin daha yavas ¢ogalip
cogalmadiklarinin arastirilmasi igin proliferasyon hizlarinin 6l¢timiine karar verilmistir.

72 saat WST-8 6l¢iimii ile yapilan deneylerde K562-Ir hiicreleri imatinibin varliginda
veya yoklugunda (imatinibden bagimsiz olarak) K562 atasal hiicrelerden 4 kat daha yavas
cogaldigr goriildii (Sekil 37). Kanser popiilasyonundaki yavas ¢ogalan hiicreler literatiirde
kanser kok hiicreleriyle iligkilendirilmekte; solid timdrlerde metastaz, ilag direnci, relaps gibi
kotii prognoz gostergelerinin sorumlusu olarak gosterilmektedir. Hatta bu nedenle hizli cogalan
hiicrelere etkiyen giincel kanser tedavilerinin yeterince etkin olamadiklar tartisiimaktadir®89-
%1, Bu baglamda imatinib direngli hiicrelerimizin yavas iireme karakteri gostermesi atasal

hiicrelerden ¢ok farkli biyolojik ozelliklere sahip direncli bir klonun ortaya c¢iktigini

diistindiirmektedir

K562 Hiicre Dongiisii K562-Ir Hiicre Déngilisii
(24h aghk) (24h aghk)

uGO/G1 wGOfG1

m 5 faz wsfan

" G2M " G2M

K562 Hiicre Donglisi K562-Ir Hiicre Dongiisii
(36h aclik sonrasi) (36h aclik sonrasi)

=G1/GO HG1/GO

L 1Y s

wG2/M GHM

0% 20% A% Bl B0 1009

Sekil 36: K562 ve K562-Ir hiicrelerinde hiicre dongiisii deney bulgulari. 24 ve 36 saat icerisinde goriilen

faz farklar1 hiicrelerin G1 fazinda senkronize olmadigini gostermektedir.
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Proliferasyon

20000 / K562
/ —E—K562-Ir
15000
/ K562-Ir+10uM
10000 imatinib

5000

25000

Hiicre Sayisi

Oh 24h 48h 72h

Sekil 37: K562, imatinibsiz ortamda K562-Ir ve 10uM imatinib varhiginda ¢ogalan K562-Ir hiicrelerinin
72 saatlik proliferasyon grafigi.

4.8 K562-Ir Hiicreleri Doksorubisinle Indiiklenmis Senesense Direnclidir

Hiicre yaslanmasi olarak da nitelendirilen senesens, hiicrelerin geri-doniisimsiiz olarak
boliinmeyi durdurduklari, ancak hiicre dliimiine gitmeden G1 fazinda (biiylime fazi1) kaldiklari
hiicre olayidir. K562-Ir hiicrelerinde goézledigimiz yavas proliferasyon bize imatinibin
hiicrelerde senesensi tetikleyebilecegi ihtimalini diisiindiirdii. Bu olasilig1 arastirmak amaciyla
B-galaktosidaz 6l¢iim deneyi gerceklestirdik. Pozitif kontrol olarak literatiirde K562 hiicrelerini
senesense soktugu gosterilmis doksorubisin (doxorubicin, adriamycin) kullandik®>%, Sekil 38
A ve B’de goriilebilecegi gibi K562 ve 10uM imatinibli ortamda biiyiiyen K562-Ir flasklarinda
senesent hiicreye rastlanmamistir. Bu bize imatinibin hiicreleri senesens yoniinden
etkilemedigini gostermektedir. Bununla birlikte Sekil 38 B ve D’de doksorubisin ile muamele
edilmis pozitif kontrol flasklarinda K562 hiicreleri senesense girmisken K562-Ir hiicreleri
doksorubisinden etkilenmemistir. Doksorubisinin bilinen etki mekanizmasi iki sekildedir. (i)
DNA ile interkalasyon yolu ile etkilesip topoizomeraz enziminin ilerlemesini engelleyerek
DNA tamiri ve replikasyonuna engel olur. (i1) Okside kararsiz bir ara forma doniisiim ve geri-
dontisiimii sirasinda aciga cikan reaktif oksijen radikalleri membran hasari, DNA hasari,
oksidatif stres ve hiicre 6liimii ve/veya senesense yol acar®*®°, K562-Ir hiicrelerinin DNA-
hasarina bagli senesense direncli olmasi, hayatta kalma mekanizmalar1 yoniinden K562

hiicrelerinden {istiin oldugunu gostermektedir. Sekil 38 E, F, G, H aym flasklardan 40X
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bliylitme ile alinmig goriintiilerdir. Deneyler 50nM i¢in 2 kez, 100nM i¢in 1 kez tekrar

edilmistir. Sonuglarin benzer oldugu goézlenmistir.

A. K562 kontrol _ B. K562 +50nM oxorubic

, Tﬁ < (')—A";r‘\.&‘: . j

D. K562

N

F. K562 +50nM Doxorul

o

Sekil 38: Senesens deneyi yapilmis hiicrelerin ters bakishi (inverted) 1sik mikroskobu altindaki
goriintiileri. A,C, E ve G sirasiyla K562 ve K562-Ir kontrol kuyularinin 20X ve 40X alan goriintiileridir.
B, D, F ve H sirasiyla K562 ve K562-Ir kuyularinin 50nM doksorubisin 20X ve 40X alan goriintiileridir.
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4.9 K562-Ir hiicreleri Yari-kati Ortamda Tiimér Sferoidi Olusturmaktadir

K562-Ir hiicrelerinin solid doku hiicreleri gibi ylizeye yapisma yetenegi gdstermesi
hiicre biyolojilerinin atasal hiicrelerden farkli oldugunu gostermektedir. Lokosit kokenli K562
hiicrelerinin siv1 kiiltiir i¢inde siispansiyon halde ¢ogalmalari hiicrelerin dogas1 geregi beklenen
bir durumdur. Bunun yaninda, sivi ortamda hiicrelerin hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler
matriks baglant1 potansiyelleri hakkinda bilgi edinmek giigtiir. Sferoid kiiltiir sistemleri solid
tiimorlerin in vivo mikrogevre karakteristiklerini taklid edebilmektedir. K562 ve K562-Ir
hiicrelerinin {i¢-boyutlu ortamdaki davraniglarini gérmek amaciyla sferoid kiiltiir kosullar
saglanmistir. Hiicrelerinin {ig-boyutlu kiiltiir ortamindaki 15 giinliik izlemleri sonucu K562
hiicrelerinde bir degisim izlenmezken KS562-Ir hiicrelerinde diizgiin c¢eperli sferoid
olusumlarinin oldugu goézlenmistir. Sekil 39°de iki giinde bir gergeklestirilen ¢ekimlerden
goriintiiler izlenmektedir. Sekil 39 A’da K562 hiicreleri 15 giin boyunca tek tek cogalmalarini
stirdiiriirken Sekil 39 B’de K562-Ir hiicreleri 3. giinden itibaren 6bekler olusturmaya baslamis
ve bu Obekler 15 giin boyunca biiyiimesine devam etmistir. Cap Ol¢iimleri Sekil 40°de
verilmistir. Yari-kat1r besi ortaminda iiretilen K562-Ir hiicrelerinin normal K562 hiicrelerinin
aksine giderek biiyiiyen, diizglin g¢eperli sferoidler olusturmasi, farkli biyolojik siireglerin
egemen oldugu diisiincemizi desteklemektedir. Literatiirde sferoidlerin kanser kok hiicrelerince

zengin veya kanser kok hiicrelerinin Ozelliklerine benzer 6zellikler tasiyan hiicrelerden

olustugunu sdyleyen yayimlar mevcuttur®®®,  Bu verilerimiz ileriki bdliimde daha genis
tartisilacaktir.
A
K562
0. glin 3. giln 5.gun 7.gln
e =l P -
9. gun 11. giin 13. giin 15. glin
5= s

S0pm : « S0pm / 50pm 4 a 50pm
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B.

K562-Ir
0. glin
S0pm
9. glin
S0pm

3. gln

SOum

11. gin

S0pm

5. gun

e im

13. giin

SOpm

S0pm

7.gln

SOum

15. giin

S0pm

Sekil 39: A. K562 ve B. K562-Ir hiicrelerinin 3-boyutlu kiiltiir ortaminda 2 giinde 1 ¢ekilen se¢ilmis
goriintiileri

K562-Ir hiicreleri sferoid ¢cap
ortalamalar
450
400 -
350
300
3 250

%EHHHHH

5.gun 7.gun 9.gin 11.gin 13.gin 15.gun

o

Sekil 40: K562-Ir hiicrelerinin 3-boyutlu kiiltiir ortamindaki sferoid olusumlarinin ¢ap ortalamalari

grafigi. K562 hiicrelerinde sferoid olusumu gozlenmediginden grafikte yer verilmemistir.

4.10 K562-Ir Hiicrelerinde E-kaderin Gen Ifadesi Artmistir

Literatiirde sferoid oluspmunun E-kaderin ifadesi ile iliskilendirildigi yaymlar
E-kaderin, kokenli

molekiillerindendir. Solid tiimorlerde e-kaderin ifadesinin azalmasi timOr motalitesini ve

mevcuttur®®, kaderin siiperailesinin  epitelial yiizey baglanti
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metaztazi arttirtmaktadir'0-192, K562-Ir hiicrelerinin mekik-sekilli yapisan hiicre morfolojisi ve
diizgiin ¢eperli sferoidler olusturabilme kapasitesi bize sferoid olusumunda belirteg¢ olan e-
kaderin  ekspresyonunun olabilecegini  diisiindiirmiistiir.  Yapilan immiinfluoresans
deneylerinde K562-Ir hiicrelerinde e-kaderin ifadesinin K562 karsisinda olduk¢a yiiksek
oldugu gosterilmistir (Sekil 41)

K562 E-Cadherin DAPI Merge

Sekil 41: K562 ve K562-Ir hiicrelerinde e-kaderin immiinfluoresan goriintiileri

K562-Ir

411 Kb562-Ir Hiicrelerinin Yiizey Belirteclerinin Analizi Hematopoetik Hiicre

Ozelliklerini Kaybettiklerini Gostermektedir

CD (Cluster Differentiation) yiizey proteinleri hiicre tiplendirilmesinde kullanilan
belirteglerdir. Biz de bu belirteglerle K652-Ir hiicrelerinin kdken aldiklar1 eritroid seriye ne
kadar yakin ya da uzak olduklarimi ve bazi 6nemli kok hiicre belirteclerini barindirip
barindirmadigini anlamaya yonelik calismalar gergeklestirdik. K562-Ir hiicreleri atasal K562
hiicreleri ile karsilastirmali olarak CD3, CD10, CD13, CD15, CD19, CD22, CD24, CD33,
CD34, CD38, CD44, CD45, CD62E, CD65, CD90, CD105, CD106, CD117, CD123, CD146,
CD166, CD326, tra-1-60, tra-1-81, SSEA4 ylizey antikorlar1 kullanilmis ve akim sitometrisi ile
degerlendirilmistir. CD13, CD15, CD62E, CD64, tra-1-60, tra-1-81 yiizey proteinleri her iki

hiicre grubunda da pozitiflik gostermekle birlikte iki grup arasinda ekspresyon farki
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gozlenmemistir. CD3, CD10, CD19, CD22, CD24, CD33, CD90, CD105, CD106, CD117,
CD123, CD166 yiizey proteinleri her iki hiicre grubunda da negatif olarak gézlenmistir. Kok
hiicre belirtegleri olan CD34 ve CD38 her iki hiicre hattinda ekspresyonlari ¢ok diisiik ve esittir.
Kullanilan belirte¢lerin ac¢iklamalar1 Yontem boliimii 3.6.11°de verilmistir.
Sekil 42’de yalnizca iki hiicre grubu arasinda “fark gozlenen” yiizey belirteclerinin primer
kullanilmayan (background) sinyalle ¢akistirma (overlay) grafikleri gosterilmistir.
Akim sitometrisi analizine gore K562-Ir hiicrelerinde CD44 ve SSEA4 yiizey
proteinlerinde hafif artis gozlenirken, CD45, CD33, CD65, CDI146, CD326 yilizey

proteinlerinde azalma gozlenmistir.

CD326 (EpCAM) CD326 (EpCAM)
Ssea-4 Ssea-4
| D45 Y D45
CD33 CD33
APC-A APC-A
CD65 CD65
Al
Wl
FITC-A E‘ITC;A
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K562 K562-Ir

CD44 CD44

FITC-A FITC-A

CD146 CD146

FITC-A FIIC-A

Sekil 42: Atasal ve direncgli hiicrelerin yiizey belirtegleri akim sitometri sinyallerinin karsilastirma
grafikleri. Grafikler “Cyflogic” akim sitometri veri analiz programi ile elde edilmistir. Grafiklerin x
akslar1 o antikorun floresan siddetini gosterir. Gri alanlar, yalmz isaretli primerin kullanildig1 direkt
yontemde izotip kontrol, primer ve isaretli sekonder antikorun kullanildigi indirek yontemde yalniz
sekonder antikor konulmus kontrol tiiplerinden gelen sinyali gostermektedir. Primer antikorlardan gelen

sinyal negatif kontroller iizerine ¢akistirilmistir (overlay).

4.12 Mikrodizin (microarray) mRNA Ekspresyon Analizi Sonucu Fenotipik Plastisiteyi
Desteklemektedir

K562 ve K562-Ir hiicreleri arasinda gozlenen metabolik ve fenotipik farkliliklara yol
acan gen ekspresyon degisikliklerini belirleyebilmek amaciyla AROS firmasina (Danimarka)
tiim genom mRNA ekspresyon analizi yaptirildi. Atasal K562 hiicreleri ile ti¢ direngli K562-
Ir hiicre grubu (ylizen/slispanse K562-Ir hiicreler, flaska yapisarak tireyen mekik seklindeki
K562-Ir hiicreleri ve normal RPMI'ya alinip dort hafta imatinibsiz ortamda inkiibe edilen
K562-Ir hiicreleri) liger kez analiz edildi. Ayni flaskta yere yapisan ve ylizen hiicreler arasindaki
gen ekspresyonu farkliliklarim1 ve imatinibe bagli olan ekspresyon farkliliklarini saptamak

hedeflendi. Calisilan 6rneklerin kisaltmalar1 ve agiklamalar1 Tablo 6’da 6zetlenmistir.
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Tablo 6: Mikrodizinleme i¢in gonderilen gruplarin kisaltmalar1 ve agiklamalari

Grup Acgiklama

Kisaltmalari

K Atasal K562

Ir Imatinibsiz K562-1r

Ir+i 10uM imatinibli ortamda K562-Ir yiizen hiicreler

M 10uM imatinibli ortamda K562-Ir yapisan/mekik
hiicreler

4.12.1 Heatmap (Is1 haritas1) Analizi

Mikrodizinde 1s1 haritasi, karsilastirmasi yapilan 4 gruptaki her bir genden gelen sinyal
siddetlerinin kiyaslandig1 semadir. Sekil 43’de gosterilen 1s1 haritasi, karsilagtirmali sinyal
siddetinin -1, 0, +1 (Z score) araligina indirgenmis seklidir. Eksi bir (-1) degerdeki yesil renkli
bolgeler ekspresyonu diisiik genleri; art1 bir (+1) degerdeki kirmizi renkli bolgeler ekspresyonu
yiiksek genleri gsterir. Ustteki dendogram (gruplar aras1 dallanma) sinyal siddeti uzakliklarina
gore gruplarin birbiriyle iliskisini ifade eder. Dallanmalar yukaridan asagiya dogru
yorumlandiginda, iki ana grup hiicre oldugu ilk bakista goze carpmaktadir. Bunlar atasal K562
(K) ve direngli K562-Ir gruplanidir (Ir, Ir+i, M). Ikinci basamak dallanmalar incelendiginde
direngli hiicrelerin iki farkli gruba ayrildig1 goriilmektedir, bunlar ilag uygulanmis (Ir+1, M) ve
ila¢ uygulanmamis (Ir) direnc¢li gruplardir. Bu son dallanma imatinib varliginin neden oldugu
ekspresyon farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. Ucgiincii ve son basamak dallanma imatinibli
ortamda tiretilen K562-Ir hiicrelerinin ekspresyon paterni agisindan iki farkli gruba ayrildigini
isaret eder: yiizen (Ir+1) ve yapisan (M) hiicre gruplari. Bu dallanma paterni laboratuarimizda

direngli hiicrelerin klonal secilimle elde edildigini de gostermektedir.
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Color Key

-1 1
Row Z-Score K

Sekil 43: K, Ir, Ir+i ve M gruplarinin 1s1 haritasi (heatmap). K562 (K), imatinibsiz ortamda inkiibe edilen
K562-Ir (Ir), 10uM imatinibli ortamda ¢ogalan siispanse K562-Ir (Ir+i), 10uM imatinibli ortamda
yapisarak ¢ogalan mekik seklindeki K562-Ir hiicrelerinden (M) ii¢ tekrarli mikrodizinlemeden ¢ikan
verilerden elde edilmis heatmap analizi goriintiisiidiir. -1 degerdeki yesil bolgeler ekspresyonu diisiik

genleri, +1 degerdeki kirmiz1 bolgeler ekspresyonu yiiksek genleri gostermektedir.
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Asagida yakinlastirilmis 1s1 haritas1 goriintiisii verilmistir (Sekil 44). Her satir, tek bir

genin gruplar arasindaki ekspresyon diizeyini ifade eden sinyalleri karsilastirir.

IL:

|
:

Sekil 44: Rasgele yakinlagtirilmig 1s1 haritas1 goriintiisii. Her bir satir bir genin dort grup arasindaki

sinyal karsilagtirmasin1 gosterir. Gruplar soldan saga K562, imatinibsiz K562-1r, imatinibli K562-Ir,
K562-Ir “mekik” hiicreler

4.12.2 Gruplarin Gen ifadesi Agisindan Karsilastirmalar

Atasal K562 ile direncli iic grup hiicre gen ekspresyonlart agisindan karsilagtirilmas,
K562’ye gore daha az ve/veya daha fazla ifadesi olan genler listelenmistir. Gen listeleri
ekspresyon farki en az iki kat olacak sekilde siirlandirilmistir. Yazim kolayligi agisindan bu
listeler metin igerisinde zaman zaman FEG (Farkli1 Eksprese olan Genler — DEG- Differentially
Expressed Genes) listeleri olarak da gegecektir. K562 (K) ve imatinibli slispanse K562-Ir

hiicreleri (Ir+i) arasinda 1640 genin ekspresyonunun degistigi goriilmiistiir. K562 (K) ve
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imatinibsiz ortamda inkiibe edilen K562-Ir hiicreler (Ir) arasinda 1346 gen farkli eksprese
olmaktadir. Imatinibli (Ir+i) ve imatinibsiz (Ir) siispanse K562-Ir hiicreleri arasinda
ekspresyonu degismis 249 gen bulunmaktadir. Bu son karsilastirma bize direncli hiicrelerde
imatinibin uzaklastirilmasiyla ortaya ¢ikan FEG listesidir. K562 (K) ve yapisan/mekik K562-
Ir hiicrelerinin (M) FEG listesinde 1776 gen bulunmaktadir. Her ikisi de imatinibli ortamda
tireyen siispanse K562-Ir hiicreler (Ir+i) ve yapisan/mekik K562-Ir hiicreleri (M) arasinda
ekspresyonu farkli yalnizca 56 gen listelenmistir. Karsilagtirilan bu son gruptaki genlerin ¢ogu
ylizeye yapigsma ve adezyonla ilgili yiizey molekiilii genleridir. Bu bulgu bize yiizen ve yapisan
hiicrelerin adezyon o6zellikleri haricinde temel olarak ayni biyolojik o&zelliklere sahip
olduklarin1 gostermektedir. Yapilan karsilastirma gruplart Tablo 7°de verilmistir. Sekil 45°de
ise grup karsilastirmalarindan birinin (K ile Ir+i) FEG listesinden bir kesit, ekran goriintiisii
olarak gosterilmistir. Listeler biyoinformatik islemler sonrasi ekspresyon kat farkina gore,

ifadesi artan genlerden ifadesi azalan genlere dogru siralanmustir.

Tablo 7: Gen ifadesi karsilagtirma kategorileri

Karsilastirmalar Karsilastirma Kisaltmalari
K562 ile K562-Ir (ilagli) Kile Ir+i

K562 ile K562-Ir (ilags1z) Kilelr

K562 ile K562-Ir mekik Kile M

K562-Ir  (ilagll) ile K562-Ir | Ir+iile. Ir
(1lags1z)
K562-Ir ilaglh ile K562-Ir mekik Ir+i ile M
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B)s Ir+i-K ref_FCAdded - Microsoft Excel [E=qfo 8™

Ekle Sayfa Duzeni Formalier Veri Gozden Gegir Goranum v - °

R T GovdevanTipi 12 - |A" A"| = == w=||3-| | S Metni Kayar Genel - L B W e T ; =5

Va“pl_sljlr 3 KD A~~~ A EE= iE EE BirestrveOrtala~ | $ ~ % 9 || %8 % K;Efu Tahlo-%uk ﬁ ;il: :z( ;lz_n:’ _a‘ Swalavﬁlmz ﬂ

- 7 = H53]|| g, imiendime - Bigimiendir~ Stiteri~ || - - * || 27 uygula+  Sec~
Pano Yazi Tipt & Hizalama i Say ) Stifler Hacreler Diizenieme
l_ R2C4 ~Q f«| CD44 molecule (Indian blood group)

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

1D geneSymbol geneName logFC FoldChange PValue adjPVal B AveExpr t

2 T4Ue8_8f.CD44 |CD44 molecule (Indian blood group) | 544805 4365425798 169E-32 6.80E-29 6430015 12.185399 127.548
3 0iS9nXV4 S100A10 S$100 calcium binding protein A10 5.360559 410855463 143E-31 210E-28 6232406 11.9355092 1154854
4 ceSnuwk7 DPYSL2 dihydropyrimidinase-like 2 5118282 3473412596 590E-32 1.35E-28 63.15109 122661024 120.3555
5 EBRYtXTc PRSS2 protease, serine, 2 (trypsin 2) 4.839565 2863217241 2.01E-30 1.79E-27 59.82639 11.9739934 102.1478
6 ZeEuC6e\CPVL carboxypeptidase, vitellogenic-like 4794458 27.75080956 4.04E-30 3.17E-27 59.15479 10.8631081 98.87623
7 K4n_ueHF PRSS3 protease, serine, 3 4780989 2749293918 2.19E-29 9.78E-27 57.51801 11.8318266 91.39584
8 | OLN7F5VISNCA synuclein, alpha (non A4 component of amylc 4.729632 2653145733 267E-31 3.58E-28 6173953 11.8247194 112.1868
9 Ew_iK7ULAIF1 allograft inflammatory factor 1 4665929 2538542955 166E-28 533E-26 5553449 109587976 83.17515
10 ‘WpIDiS9n S100A10  S100 calcium binding protein A10 460652 2436131697 1.25E-29 661E-27 58.06638  11.632975 93.82751
11 |ugdnkXjy_ PTGS1 prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (pro: 4.497053 2258124241 4.43E-30 3.24E-27 59.06547 10.7194387 98.45035
12 IHLVWt1Y ABCC3 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/N 4.418281 21.38135413 168E-30 158E-27 599988 10.1430626 103.0079
13 rpw5Xp0CHBD hemoglobin, delta 4247244 18.99100505 3.47E-29 147E-26 57.06887 11.2621735 89.45734
14 9V4f7T95A HLA-A major histocompatibility complex, class|, A 4.18276 18.16084721 1.20E-29 6.61E-27 5809947 10.6454819 93.97655
15 \WnqlLjwgl CRYM crystallin, mu 4.15986 17.87486268 1.08E-29 6.61E-27 58.20427 10.2660039 94.45049
16 |3gr.1Sht0’RGS18 regulator of G-protein signaling 18 4136417 17.5867453 569E-30 3.98E-27 5882482 10.1751854 97.31336
17 | 3niviFfvk5 C1orf116 chromosome 1 open reading frame 116 4113347 17.30776371 525E-29 211E-26 5666485 10.8704028 87.75314
18 |QBhFJQF CD52 CD52 molecule 4.0753 16.85728538 1.42E-29 7.03E-27 57.93889 10.8589356 93.25566
19 KeO7d0S HLA-B major histocompatibility complex, class|, B 4.029344 16.32876938 1.23E-27 296E-25 5354694 10.1203234 75.75289
20 9GoohS1\CD7 CD7 molecule 4.003462 16.03843988 463E-29 191E-26 5678723 10.2676168 8826547
21 6V5R169(TMEM163  transmembrane protein 163 3.995463 1594976379 247E-29 107E-26 5740274 104268896 90.89381
22 |Icqie_JfSTMEG3 matemnally expressed 3 (non-protein coding) 3.982114 1580286056 9.70E-30 6.23E-27 58.30968 10.1372141 949299
23 EfftXrXutX TSPAN32  tetraspanin 32 3.947497 1542819427 6.52E-28 1.75E-25 54.18102 11.3423199 78.0386
24 cdfiqToegl CPVL carboxypeptidase, vitellogenic-like 3.917023 1510571752 1.44E-29 7.03E-27 5792334 10.2030809 93.18616
25 HCIVRKC SNCA synuclein, alpha (non A4 component of amylc 3.797591 13.90556633 5.69E-28 1.55E-25 54.31613 10.1758124 78.53533
26 0iM6uV.7(WDR72 WD repeat domain 72 3.793219 1386349274 7.37E-30 494E-27 5857439 10.12434 96.14622
27 fprgRN4JF NKD2 naked cuticle homolog 2 (Drosophila) 3.750227 13.45645548 227E-28 7.02E-26 55.22527 11.3403569 81.96956
28 uw_7gu7e VGF VGF nerve growth factor inducible 3676276 1278407565 691E-27 127E-24 5182596 11.4191118 6990779
20 aEYiRlrn1KIC1A kinacin familv moamhar 14 2 RRON3R 412 790N0RAG1 2 28F 27 A ORE 925 £2Q0242 10 0R120NA 72 R1227
W 4> M Ir+i-Kref_FCAdded < ¥J 1“ - ﬁ
Hazir 8 (0 1)26100,(-) 0=

Sekil 45: K ve Ir+i grubunun FEG listesinden bir kesitin ekran goriintiisii. Sar1 kolon gen sembollerini
gosterir. Yanindaki kolon genlerin kisaltmalarinin agiliminin yazili oldugu kolondur. Yesil kolon sinyal
farklariin —log2 diizeyinde gosterilen kat farklaridir. Pembe kolon “’adjacent’ p-value gostermektedir.

Liste, + kat farkindan — kat farkina dogru siralanmugtir.

4.12.3 Internet Tabanh Biyoinformatik Ara¢larin Kullanimiyla Mikrodizin Analizi

Direngli ve atasal K562 hiicre gruplarinda, FEG listelerinin WebGestalt, DAVID,
Panther ve GOrilla online fonksiyonel anotasyon araglarinda, iliskilendirme (enrichment)
analizleri yapilmistir. Sekil 46’da GOrilla platformunda K562 (K) ve imatinibli siispanse K562-
Ir (Ir+1) hiicre grubu arasindaki 1640 genin analiz sonuglarindan bir kesit ornek olarak

verilmistir.
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Process Function Component Back to GOrilla
| GO term ‘ Description ‘ P-value ‘ EDR g-value | Enrichment (N. B. n. b) ‘ Geng
[co:0032502 [developmental process [ 183E7 [ 135E3 [ 1.24 (1285,386.650,242) [ Show genes
[Go-0044767 [single-organism developmental process [ 191E7 [ 702E4 [ 1.25 (1285,364,650,230) [ show genes
[co:0048856 [anatomical structure development [ 2.69E7 [ 661E4 [ 1.39 (1285,255,525,145) [ Show genes
[co-0030154 [cell differentiation [ 27Es [ soE2 [ 1.37 (1285,149,650,103) [ Show genes
|Go:0046903 [secretion [ 32985 | 485E2 | 1.28 (1285,112,881,98) [+1 Show genes
[Go-0040011 [locomotion [ 524Es [ 643E2 [ 1.59 (1285,87,530,57) [+] Show genes
GO:0032940 secretion by cell 6.13E-5 6.46E-2 128 (1285,105,881,92) +] Show genes
GO:0006928 movement of cell or subcellular component 746E-5 6.87E-2 1.67 (1285,102.407.54) +] Show genes
GO:0034341 response to interferon-gamma §.74E-5 7.15E-2 10.80 (1285,7,85,5) +] Show genes
GO:0048771 tissue remodeling 8.75E-5 6.45E-2 3.89(1285.10.297.9) +] Show genes
GO:0048513 animal organ development 1.15E-4 7.69E-2 1.67 (1285,117.362,55) +] Show genes
GO:0048870 cell motility 143E-4 8.78E-2 1.75 (1285.75.422.43) [+1 Show genes
GO:0002009 morphogenesis of an epithelium 152E-4 8 61E-2 2.17 (128525474 20) +] Show genes
GO:0048729 tissue morphogenesis 1.56E-4 8.23E-2 1.89(1285,37,515,28) +] Show genes
GO:0006887 exocytosis 1.68E-4 8.26E-2 1.29(1285,87.881,77) +] Show genes
GO:0045055 regulated exocytosis 1.78E-4 8.18E-2 1.30(1285,82.881,73) +] Show genes
GO:0023056 positive regulation of signaling 2.05E-4 8.87E-2 1.36 (1285,129,652,89) +] Show genes
|GO:OOO?166 ‘cell surface receptor signaling pathway ‘ 2.13E-4 ‘ 8.72E-2 | 1.28 (1285.180.692,124) ‘ +] Show genes
|co:0032501 [multicellular organismal process [ 2154 |  s3éE2 | 1.32 (1285,248,499,127) [+1 Show genes
[G0:0009653 [anatomical structure morphogenesis [ 217E4 [ s01E2 [ 1.48 (1285,109,532,67) [ Show genes
[Go-0009967 [positive regulation of signal transduction [ 22E-4 [ 17E2 [ 137 (1285,119.652,83) [ Show genes
[co:0040012 [regulation of locomotion. [ 267E4 [ s9sE2 [ 1.60 (1285,74,520,48) [-Lshow genes
[co-0016477 [cell migration [ 29E-4 [ 93E-2 [ 1.73 (1285,72,422 41) [+] Show genes
GO:0007275 multicellular organism development 298E-4 9. 14E-2 1.53 (1285,58,650,45) +] Show genes
GO:0010647 positive regulation of cell communication 334E-4 9.84E-2 1.35(1285,130,652.89) +] Show genes
GO:0050877 neurological system process 349E-4 99E-2 1.30 (1285,53.952,51) +] Show genes
GO:0048869 cellular developmental process 3.71E-4 1.01E-1 1.26 (1285.211,650,135) +] Show genes

Sekil 46: GOrilla online sayfasinda K ve Ir+i arasinda FEG listesinde yer alan genlerin Biological

Process Gene Ontology Enrichment analizinden ekran goriintii kesiti.

Sekil 46°daki ekran goriintiisiinde en yiiksek iliski anlamlili§ina sahip biyolojik siireg
gruplandirmasinda gelisimsel siire¢ genleri, anatomik yap1 gelisimi genleri, hiicre farklilagmasi
genleri, hiicre hareketi/migrasyon genleri, doku yeniden diizenlenmesi genleri, epitel doku
diizenleme genleri, morfogenez genleri, migrasyon genleri vb. oldugu goriilmektedir. Bu analiz
sonuclarl, K562-Ir hiicreleri ile atasal K562 hiicreleri arasinda farklilagsma/6zgiillesme
acisindan bir ayrisma oldugu goriistimiizii desteklemektedir. K ile Ir+i FEG listesi dort ayri

cevrimi¢i aragta da incelendiginde Tablo 8’de goriildiigii gibi benzer sonuclar elde edilmistir

Tablo 8: K562 ve imatinibli ortamdaki K562-Ir arasinda (K ile Ir+i) farkli ifade olan 1640 genin dort
ayr1 ¢evrimigi platformda iliskilendirme analizi karsilastirmasi (en yiliksek anlamliliktaki ontolojiler

listelenmistir)

Webgestalt GOrilla PANTHER DAVID

Positive regulation of

hemopoiesis

Anatomical structure

development

Cell differentiation

Negative regulation of
myeloid leukocyte

differentiation
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Response to inorganics | Developmental

process

Cell death

Negative regulation of
growth

Regulation of adhesion | Cell differentiation

Anatomical structure

Positive regulation of

epithelial cell

proliferation

Regulation of immune | Tissue Cell adhesion

system morphogenesis

Morphogenesis of an

epithelium

Cell migration

Tissu remodeling

Cell motility

locomotion

K562 ve imatinibsiz ortamdaki K562-Ir arasinda (K ile Ir) farkli ifade olan 1346 genin
ontolojileri Tablo 9’de verilmistir. Gen ontolojilerinin Ir+i grubundan farkli olmadigi

goriilmektedir.

Tablo 9: K562 ve imatinibsiz ortamdaki K562-Ir arasinda (K ile Ir) farkli ifade olan 1346 genin dort

ayr1 ¢evrimigi platformda iliskilendirme analizi karsilastirmasi (en yiliksek anlamliliktaki ontolojiler

listelenmistir)
Webgestalt GOrilla PANTHER DAVID
Regulation of Anatomical structure Cell proliferation Neg. Regulation of cell
adhesion growth
Regulation of cell | Animal organ Cell adhesion Endothelial cell migration
death developement
Cell differentiation Cell recognition
Myeloid cell Cell cycle

differentiation

Developmental process

digestion

Brain development
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Imatinibli ortamdaki direngli hiicrelerde yiizen ve yapisan/mekik hiicreler arasinda (Ir+i
ile M) ekspresyonu farkli yalniz 56 gen vardir. Bu genlerin iliskilendirme (enrichment)
analizleri Tablo 10’da verilmistir. Yiizen ve yapisan hiicreler arasindaki farkliligin ekstraseliiler
matriks-hiicre iligkisi, hiicre migrasyonu, adhezyon ile iliskili genler oldugu goriilmektedir.
Mekik hiicrelerin morfolojisi ve davranist goz oniine alindiginda bu gen gruplarinda farklilik

gozlenmesi olagandir.

Tablo 10: Imatinibli ortamdaki yiizen ve yapisan hiicreler arasinda (Ir+i ile M) farkli ifade olan 56 genin

dort ayri1 ¢evrimici platformda iliskilendirme analizi karsilastirmasi (en yiiksek anlamliliktaki ontolojiler

listelenmistir)

Webgestalt GOirilla PANTHER DAVID

Cell migration Regulation of smooth | Biological adhesion | Extracellular matrix
muscle-cell-matrix
adhesion

Cell proliferation Response to steroid Cellular component | Cell adhesion
hormone organisation

Regulation of Regulation of Developement Regulation of cell growth

cellular component | locomotion

movement
Response to Regulation of cell Localization Serine-type endopeptidase
steroids motality activity

Tissue developpement Extracellular space

Cell migration
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Imatinibli ve imatinibsiz ortamlarda inkiibe edilen direncli hiicreler (Ir ile Ir+i) arasinda
ekspresyonu degismis 249 gen vardir. Bu genlerin iliskilendirme analizi Tablo 11°de
verilmistir.

Tablo 11: Imatinibli ve imatinibsiz ortamdaki direncli hiicreler arasinda (Ir ile Ir+i) farkli ifade olan 259

genin dort ayr1 ¢evrimigi platformda iligkilendirme analizi karsilagtirmasi (en yiiksek anlamliliktaki

ontolojiler listelenmistir)

Webgestalt GOrilla PANTHER DAVID
Blood vessel No GO terms with Biological adhesion | Typel interferon signaling
morphogenesis and enrichment p- pathway

value
Leukocyte migration Cellular component | Antigen processing and

organization signaling pathway

Response to Developmental Antigen processing and
transforming growth process presentation

factor beta

Integrin-mediated localization Interferon-gamma mediated
signaling pathway signaling pathway
Membrane raft locomotion Regulation of immune
organization response

Membrane Response to stimulus

invagination

Negative regulation

of hydrolase activity

GOrilla platformu bu gen listesi icin anlamh iligkilendirme yapamamistir. Diger
platformlardaki gen ontolojilerinin de birbirleriyle uyumlu olmadig1 goriilmektedir. 249 gen
iceren FEG lisetesi i¢in goriilen bu “uyumsuz” tablo, FEG listesi igindeki genlerin biyolojik
siireglerdeki iligkilerinin yakinligi-uzakligi ile ilgilidir. Ornegin yukarida verildigi gibi Ir+i ile
M FEQG listesinindeki genler sayica ¢ok daha az olmasina ragmen gen ontoloji analizlerinin
oldukca uyumlu olmasi, listedeki genlerin ¢ogunlugunun adhezyon molekiilleri ile iliskili

olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Atasal hiicreler ve imatinibli ortamda yere yapisan hiicreler arasinda (K ile M) FEG
listesi karsilagtirmast Ir+i ve M hiicre gruplarinin ayni hiicreler olmasi sebebiyle burada

verilmemistir.

4.12.4 Venn Diyagramlar

Dort grup aras1t FEG listelerinde ortak ve farkli olan genleri ayirt etmek i¢in Venn
diyagramlari kullanildi. Sekil 42°de direngli ti¢ hiicre grubunun K562 ile karsilastirildigi Venn

diyagrami verilmistir. Daire olarak gosterilen her bir kiime, K562 atasal hiicreleriyle bir direngli
hiicre grubunun karsilastirilmas: sonucunda, ekspresyonu farkli olan (artmig veya azalmis)
genleri icerir. Kesisim bolgeleri, karsilastirilan gruplarda ortak olarak ekspresyonu artmis veya
azalmis genleri temsil eder. Venn diyagraminin her bir bdlmesinde sayiyla belirtilen genlerin
listeleri ¢ikartilmig ve ayri ayri incelenmistir. Direngli hiicrelerin atasal hiicrelerden temel
farkini, ti¢ kiimenin kesisim bdlgesi temsil etmektedir. Bu kesisim kiimesinde, direngli ii¢ hiicre

grubunun (Ir, Ir+1, M) atasal K562 hiicrelerinden farkli eksprese ettigi 822 gen bulunmaktadir.

Irl-K

Sekil 47: M, Ir+i ve Ir hiicrelerinin atasal K562 hiicrelerinden farkli olarak eksprese ettigi genleri temsil

eden {i¢ kiimeli Venn diyagrami
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Tlgili 822 gen, dort farkli cevrimigi aracla “Biological Process” basligi altinda analiz
edildi. Gen ontoloji gruplandirmalari, direngli hiicre gruplarinin atasal K562 hiicrelerinden
farkli olarak, myeloid hiicre farklilasmasi, adezyon, proliferatif ozellikler, gelisim, hiicre
hareketi ve genel hiicre farklilagsmasi gibi siireglerde degisime ugradigim1 gostermektedir.

Hematopoezi de etkileyen genlerin de degisime ugramis olmasi dikkat ¢ekicidir (Tablo 12).

Tablo 12: Ug kiimeli Venn diyagramimin kesisim kiimesindeki genler i¢in dért ayr1 ¢evrimici aragla

yapilan Biological Process gen ontoloji karsilastirma tablosu (en yiiksek anlamliliktaki ontolojiler

listelenmistir)
Webgestalt GOirilla PANTHER DAVID
Regulation of cell Regulation of myeloid cell Biologcal adhesion | Cell-cell-adhesion
adhesion differentiation
Regulation of Regulation of developmental | Developmental Oxidation-reduction
hemopoiesis process process process
Response to Positive regulation of cell Localization Negative regulation of
inorganic substance | differentiation growth
Regulation of adhesion Locomotion Cadmium zinc/cupper
Anatomical structure Multicellular
developement organismal process

Direngli {i¢ hiicre grubunun (Ir, Ir+i, M) atasal hiicrelerden ekspresyon diizeyindeki
temel farklarin1 temsil eden kesisim bolgesi disinda kalan bolgeler; atasal hiicrelerle
karsilastirildiginda her bir karsilastirma grubunun birbirlerinden farklarini temsil eder. Bu
bolgeler kendi aralarinda degisik sekillerde karsilastirilip, yorumlanabilir. Ornegin yukaridaki
3’li Venn diagramindan (Sekil 47) “M ile K” FEG kiimesini ¢ikarttigimizda asagidaki
imatinibli ve imatinibsiz ortamlarda direngli hiicrelerin atasal hiicrelerden ekspresyon

farkliliklarint gosteren ikili Venn diagrami elde edilir (Sekil 48).
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Ir-K Irl-K

Sekil 48: Ir+i ve Ir hiicrelerinin atasal K562 hiicrelerinden farkli olarak eksprese ettigi genleri temsil

eden iki kiimeli Venn diyagrami

Kesisim kiimesindeki 886 gen, iki hiicre grubunun (Ir ile Ir+i) K562’den farkli eksprese
edilen ortak genlerini verir. Bu kiime imatinibden bagimsiz biyolojik farkliliklarini temsil eder.
Bu 886 gen igin dort farkli ¢evrimigi aragta yapilan gen antolojisi analiz sonucu Tablo 13’de
gosterilmistir.  Yine adezyon, farklilagma ve gelisim gen ontolojilerindeki oOrtiisme

izlenmektedir.

Tablo 13: ikili Venn diyagramimin (K ile Ir/ Kile Ir+i) kesisim kiimesindeki genlerin dért ayr1 cevrimigi

aragla yapilan Biological Process gen ontoloji karsilagtirma tablosu (en yiliksek anlamliliktaki ontolojiler

listelenmis
Webgestalt GOirilla PANTHER DAVID
Regulation of cell Regulation of myeloid cell | Biological Cadmium/zinc/metal
adhesion differentiation adhesion ion
Regulation of Regulation of Developmental Cell death regulation
hemopoiesis developmental process process
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Response to inorganic | Positive regulation of cell Multicellular Whnt signaling
substance differentiation organismal
process
Regulation of adhesion Locomotion
Anatomical structure Localisation
developement

Kesigsim kiimesi disinda kalan bolgeler ise direncli hiicrelerde imatinibe bagli olarak
degisen gen ekspresyonun, atasal hiicrelerden farkini gdsterir. Imatinib varliginda 494 genin,
imatinib ortamdan uzaklastirildiginda 250 genin —toplamda 744 genin- ifadesi degisime
ugramaktadir. Bu genler karsilastirilan hiicrelerdeki kalic1 biyolojik farkliliklardan degil,
imatinib varhigi/yoklugunun yol agtig1 gegici ekspresyon degisikliklerini temsil etmektedir.
Tablo 14’de imatinibin varhgi/yoklugunda degisen genlerin toplami igin dort ayri ¢evrimigi

aracta karsilastirmali analizi gosterilmektedir.

Tablo 14: ikili Venn diyagraminim (K ile Ir/ Kile Ir+i) kesisim kiimesi disinda kalan genlerin dért ayri
¢evrimici aragla yapilan Biological Process gen ontoloji karsilastirma tablosu (en en yiiksek

anlamliliktaki ontolojiler listelenmistir)

Webgestalt GOrilla PANTHER DAVID
Positive regulation of Amide biosynthetic Metabolic RNA processing
molecular function process process

Positive regulation of Protein targeting to ER Sensory Translation

catalytic activity

perception of
chemical

stimulus

Regulation of hydrolase

Protein localization to

Protein targeting to

activity endoplasmic reticulum membrane
Cell death Intracellular protein Cytoplasmic
transport translation

Regulation of apoptotic

process

Protein targeting

Cell-cell adhesion
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Co-translational protein
targeting

mRNA catabolic process

Tablo 14’de imatinibin etkiledigi genlerin fonksiyonlarina baktigimizda ¢ogunlukla protein
translasyonu ve tasmimi ile ilgili oldugu gormekteyiz. Kesisim kiimesindeki gibi, hiicre

farklilagsmasi ve gelisim ile ilgili gen gruplarini etkilenmemesi dikkat ¢ekicidir.

4.13 Mikrodizin Analizi Sonuglari Rasgele Se¢ilmis Genlerde Yapilan Q-PCR Analizi ile
Dogruland:

Mikrodizin verilerinin dogrulanmasi i¢in K ve Ir+i karsilastirma listesinin ilk ve son
sirasinda yer alan (en ¢ok ve en az ifadesi olan) genlerden rasgele secilenler, K562 ve K562-Ir
hiicrelerinde kantitatif PCR ile ekspresyon diizeyleri 6lgiildii. Mikrodizin verisine gore en ¢ok
eksprese olan genlerden PBX1, BTG2, S100A10, BMP6, IGFBP5 ve EMP1’in K562-Ir
hiicrelerinde arttigi dogrulandi. Benzer sekilde mikrodizin verisine gore ifadesi en azalmis
genlerden PIM1 ve SRGN ekspresyonlarinin K562-Ir hiicrelerinde azaldig1 dogrulandi. Yine
rastgele secilmis olan VCX, PTGS1, DPYSL2, HOXA10 ve HOOKI1 genlerine ait primerler
optimize edilemediginden Q-PCR ile degerlendirilememistir. Mikrodizin verisine gore ifadesi
en ¢ok artan gen CD44’diir. Q-PCR sonucglar1 CD44’lin atasal ve direngli hiicrelerde
ekspresyonunun esit oldugunu goéstermistir; ancak protein diizeyinde, hem Western blot hem
de immunfluoresan blotlama yontemleriyle CD44’iin yiiksek diizeydeki ifadesi gosterilmistir
(Sekil 50, Sekil 51). Q-PCR’da alinan sonucun CD44’{in ¢ok varyantli bir gen olmasindan
kaynaklandigini diigiinmekteyiz. ALDH1A2 ekspresyonu ise mikrodizin verisinde K562-Ir’de
azalmis olarak goriiliirken Q-PCR sonuglarina gore artmis ¢ikmistir. Rastgele segilen genler
arasinda, Q-PCR sonucu mikrodizin verileriyle ortiismeyen tek gendir. Bunlar ve mikrodizin
sonuglarinda ¢ikan diger bazi genlerin diren¢ olusumdaki olasi rollerini i¢in orta vadede

calismalar planlanmaktadir. Kantitatif PCR sonuglar1 Sekil 49°da 6zetlenmistir.
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GEN MICROARRAY | REAL-TIME

PBX1
BTG2
S100A10
BMP6
IGFBP5
EMP1
CD44
PTGS1
DPYSL2
HOXA10
HOOK1
PIM1
SRGN
ALDH1A2
VCX
EPCAM

paa| ||| (wdw s

EEEEED IRDDIDD D D

(Protein diizeyinde
dogrulandi)

Sekil 49: Mikrodizileme sonuglarindan rasgele segilmis genlerin Q-PCR dogrulama sonuglari. EpCAM
ekspresyonunun azaldigt Q-PCR ‘la degil, akim sitometrisi yoOntemiyle protein diizeyinde
dogrulanmistir. Hem Western blot hem de immunfluoresan yontemiyle K562-Ir deki yiiksek CD44
ifadesi protein diizeyinde gosterilmistir. (Q-PCR sonuglarina gore CD44 ekspresyonu K562 ve K562-Ir
arasinda esit goziikkmektedir(*) ancak bu durumun ¢ok varyanth bir gen olmasindan kaynaklandigini

diisiinmekteyiz.)

4.14 K562-Ir Hiicrelerinde CD44 Proteini Yiiksek Diizeyde ifade Edilmektedir

Mikrodizin sonu¢larimizin FEG listelerinde direngli hiicrelerde ifadesi en ¢ok artmis
gen CD44’tiir. Literatiir arastirmalarimizda bir membran proteini olan CD44’iin ekstraseliiler
matriksle olan iligkisi ve bir sinyal iletim platformu olarak anilmasina ek olarak, bir kanser kok
hiicre belirteci olduguna yonelik fazla sayida yaymla karsilastik!®®1%, CD44’tin normal
hematopoetik kok hiicrelerde degil, 16semik kok hiicrelerin yerlesiminde rol oynadigy;
baskilanmasiin 16semik kok hiicrelerin ortadan kalkmalariyla (eliminasyon) sonuglandigini

gdsteren ¢aligmalar bulunmaktadir’®10, K562-Ir hiicrelerinin fenotipik plastisitesi gdz oniine
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alindiginda bu tiir belirteglerin pozitifligini vurgulamak énem kazanmaktadir. Akim sitometrisi
ile yaptigimiz deneylerimizde K562-Ir hiicrelerinde CD44’{in artmis ifadesini gosterildi. Akim
sitometrisinde kullanilan antikor Western-blot yonteminde tekrar kullanildi. Sekil 50’de
gorildiigi gibi K562-Ir hiicrelerinde CD44 ifadesi oldukc¢a artmistir. Ek olarak Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji AD. Prof.Dr.Giilperi Oktem’in laboratuarinda
yapilan CD44 immiinfluoresan boyama sonuglart da (Sekil 51 A) K562-Ir hiicrelerinde
CD44’lin artmis oldugu gosterilmektedir. Sekil 51 B’de immiinfloresan sinyal siddetinin

niimerik analizi verilmistir.

i\

a’
S )
¢ ¥

CD44 “

B-actin ‘g

Sekil 50: CD44 Western blot goriintiisii. B-actin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir

A
CD44 DAPI Merge
K562
K562-Ir
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Sekil 51: K562 ve K562-Ir hiicreleri arasindaki CD44 ekspresyon farki. A. K562 ve K562-Ir
hiicrelerinde CD44 immiinfluoresan boyama goriintiileri B. K562 ve K562-Ir hiicreleri arasinda CD44
immiinfluoresan sinyal siddetinin dijital analiz (CTCF analizi) grafigi.

4.15 K562-Ir Hiicrelerinde Caveolin-1 Proteini Yiiksek Diizeyde ifade Edilmektedir

Bir kok hiicre belirteci olarak kabul CD44 diizeyinin yiiksekligini saptadiktan sonra bir
diger kok hiicre belirteci olarak kabul edilen ve mikrodizin analizlerinde ifadesi yliksek ¢ikan
caveolin-1’i de protein diizeyinde inceledik. Caveolin-1 proteininin kanser kok hiicrelerinde
yiiksek ifadesi, ilag direncindeki ve hiicre trans-diferansiyasyonundaki rolleri ile ilgili
caligmalar bulunmaktadir' 1, Sekil 52°de gosterildigi gibi Western-blot sonuglari, atasal
K562 hiicreleriyle karsilastirildiginda direngli K562-Ir hiicrelerinde caveolin-1 proteininin daha

yiiksek diizeyde ifade edildigini gostermektedir.

Ylaﬁ;l’ %jagsl:xx

Caveolin-1
(25kDa)

(yukleme kontrolu)

Sekil 52: Caveolin-1 ekspresyonunun karsilastirmali Western blot gériintiisi.
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4.15 miRNA Mikrodizin Analizi Sonuclar

miRNA’lar (mikroRNA’lar) genetik ifadenin Onemli diizenleyicileridir. K562-Ir
hiicrelerinin gosterdigi fenotipik plastisite ve ilag direncinin miRNA ifade degisiklikleriyle
iligkili olup olmadigini arastirmak amactyla, K562 ve K562-Ir hiicrelerinden izole edilen RNA
ornekleri ATLAS Biolab (Almanya) firmasina gonderilerek miRNA tam genom analizi
yaptirildi. Analiz sonucunda literatiirde ilag¢ direnciyle iliskilendirilen mIR-127, mIR-134, mIR-
487, mIR-379, mIR-337 mikroRNA’larinin; farklilasmay1 baskiladigi bildirilen mIR-433
miroRNA’sinin; hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz direnciyle iligkili mIR-149, mIR-134, mIR-494
ve mIR-654 mikroRNAlarinin primer KS562-Ir hiicrelerinde ekspresyonlarinin arttigi
goriilmiistiir. Sekil 53°de ifadesi artan ve azalan ilk yliz miRNA geni i¢in yapilimis 1s1 haritasi

verilmistir. Belirtilen miRNA ile ilgili daha detayli calismalar orta vadede planlanmistir.

-1,
Sa-MiA-127303p,

K1
K2
12
1

Sekil 53: K562 ve K562-Ir 6rneklerinin miRNA mikrodizin iki tekrarli 1s1 haritasi (heatmap). (ilk 100

gen i¢in) kirmizi renkli bolgeler artan genler yesil renkli bolgeler azalan genleri belirtmektedir.
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4.16 K562-Ir Hiicrelerini Farkhlastirma Deneyleri

Mikrodizin analizinde direngli hiicrelerinin, atasal hiicrelerden farkli olan hiicre ve doku
gelisim genlerinin ekspresyon degisiklikleri, bu hiicrelerin baska hiicre serilerine farklilasma
potansiyellerinin olabilecegini diislindiirdii. Bunu arasgtirmak amaciyla atasal K562 ile
imatinibsiz ve 10uM imatinibli ortamlarda ¢ogaltilan K562-Ir hiicreleri, adiposit ve osteosit
dontisiimii i¢in gereken ortamlara farkli siireler i¢cin alinmislardir. Farklilastirma deneyleri
bircok kez tekrar edilmesine ragmen KS562-Ir hiicrelerinde izlenen adiposit veya osteosit
spesifik bulgular anlamlilik gostermedi.

Adiposit farklilagtirma deneylerinde deney kontrolii olarak adiposit dokuya kolayca
doniistiigi bilinen 3T3L1 fare embriyonik fibroblast hiicrelerini kullanildi. 15 giiniin sonunda
Sekil 54°de gosterildigi gibi hiicreler biiyiik yuvarlak sekil almis ve i¢lerinde kirmizi boyanmis
yag damlaciklari goriintiilenmistir. Ayni deney K562, imatinibsiz K562-Ir ve 10uM imatinibli
K562-Ir hiicrelerinde yapilmistir (Sekil 54). Normal ortamda biiyiitiilen K562 kontrol flaskinda
beklenmedik sekilde yag damlalar1 gézlenmis olmasi deneyimizi sekteye ugratmistir (Sekil 55
b). Adiposit farklilastirma ortaminda bekletilen K562-Ir hiicrelerinde ise kalinti oldugunu
diisiindiigiimiiz kirmizi lokuslar gozlense de belirgin yag damlaciklarina rastlanamamistir

(Sekil 55 a).

Adiposit deney sonuglar

Deney OX

Kontrol 20X o ‘Deney 20X

Sekil 54: 3T3L1 hiicrelerinin adiposit farklilastirmasi kontrol deneyi

123



K562 K562-Ir K562-Ir+10uM imatinib

Kontrol Kontrol ol

Sekil 55: Atasal ve direngli hiicrelerde adiposit farklilastirma deneyi a. K562 hiicreleri deney grubu, b.
kontrol grubu fotograflaridir. Ozellikle K562 kontrol gruplarinda yag damlalari gozlenmis olmasi deney
sonuclarinin degerlendirmesine engel olmustur.
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Osteogenez farklilastirma deneylerinin sonuglarint degerlendirmek i¢in Alizarin Red
boyamasi yapildi. Alizarin red boyama ile yalniz kalsiyum depolayan hiicrelerin boyanmasi
gerekirken, kontrol ve deney gruplarinin hepsi boyanmistir (Sekil 56) Bu nedenle osteogenik
farklilasmay1 dogrulamak i¢in baska bir yontem kullanildi. Osteosit hiicrelerine 6zgii anti-
osteokalsin ve anti-osteopontin antikorlar1 kullanilarak bu belirteclerin varligi arastirildi. Akim
sitometrisi sonuglarina gore K562 ve K562-Ir arasinda osteokalsin ve ostepontin ekspresyonu
acisindan da fark goriilmemistir. Sekil 56°da osteosit farklilastirma protokoliinden sonra
uygulanan Alizarin kirmizis1 boyamasi sonrasinda c¢ekilen kontrol ve deney gruplarindan
fotograflar1 verilmistir. Gortldigii gibi tiim hiicreler kirmizi boyanmistir. Sekil 57°de ise 15
giin ve 30 giin uygulanan farklilastirma deneyleri sonrasi anti-osteopontin ve anti-osteokalsinle
isaretlenen hiicrelerin akim sitometrisi sonuglari verilmistir. Gri alanlar background sinyaldir.

Ug grup arasinda fark goriilmemistir.
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Sekil 56: Atasal ve direngli hiicrelerde osteost farklilagtirma deneyleri Alizarin red boyama
sonuglart. Tlk sira indiiksiyon yapilmus hiicrelerin, ikinci sira kontrol grubu hiicrelerinin
fotograflandir.
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Sekil 57: Atasal ve direngli hiicrelerde osteost farklilagtirma deneyleri akim sitometri sonuglari. A. 15. ve
30. giinlerdeki osteopontin antikoru akim sitometrisi sonuglari. B. 15. ve 30. giinlerdeki osteokalsin antikoru

akim sitometrisi sonuglari. K562-1r w/0: imatinibsiz ortamda inkiibe edilen K562-Ir hiicreleri.
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S.TARTISMA

KML patogenezinin temelinde, hematopoetik kok hiicresinde gergeklesen
t(9;22)(q34;q11) translokasyonu ve bunun sonucu olusan BCR-ABL kimerik geni yer alir.
Hastalik, Ber-Abl onko-proteininin sorumlu oldugu kontrolsiiz bir myeloproliferasyon ile
karakterizedir. Tiim 16semilerin %15 kadarmi olusturur ve yillik insidans1 100.000/1-2 “dir®*,
Tedavi edilmeyen olgularda zaman igerisinde progresyon gozlenir. Ek somatik mutasyonlarla
hiicreler farklilasma yeteneklerini giderek kaybederler. Hastalik ilerledikce, baslangicta
gozlenen 16semik hiicre/normal hiicre orani, 16semik hiicrelerin lehine artar. Hastaligin ilerleme
mekanizmasi olduk¢a karmasiktir ve hastaligin davranist her hasta i¢in farkli seyretmektedir.
Tedavi goren bazi hastalar, kronik fazda 20 yila kadar yasayabilmekteyken; bazi hastalarda
KML tablosu tedaviye ragmen birkag ay iginde ilerleyebilmektedir. Genel olarak bakildiginda
hastalar arasindaki bu heterojen tablo, BCR-ABL+ klonun translokasyondan dnce veya sonra
edindigi genetik anomalilere, gen ifadesi paternleri arasindaki kisisel farkliliklara, DNA hasart,
epigenetik degisimler gibi yasla birlikte gelisen hematopoezi etkileyebilecek bircok faktore
baglidir. Bugiin altin standart olarak kabul edilen tedavi yontemi, 2000’11 yillarda kesfedilen
basta imatinib olmak fiizere tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanimidir. Her ne kadar imatinib
Bcr-Abl onkoproteinini inhibe etmesiyle hedefli tedavi yontemlerinde ¢i8ir agmis olsa da bazi
hastalarda goriilen ilag direnci bugilin 6nemli bir sorundur. Bu nedenle diren¢ mekanizmalarinin

ve onlarin altinda yatan sebeplerin daha iyi anlasilmas1 6nemlidir.

5.1 BULGU TARTISMASI

Ber-Abl, KML hiicreleri i¢in yasam sinyalidir. Kanser tedavisinde sitotoksik ajanlarin
kullanildig1 kemoterapi yaklagimlarindan farkli olarak KML tedavisinde tirozin kinaz
inhibitorlerinin basarisi, KML hiicreleri i¢in yasam sinyali olan Bcr-Abl proteinini islevsiz
kilarak, hiicre dliimiinii tetiklemesinde yatmaktadir. KML’de TKI tedavisine yanitsizlik, ilag
direnci olarak adlandirilir. imatinib baskis1 altinda klonal segilimle olusturdugumuz K562-Ir
hiicre hatti, ilk basta imatinib tedavisine yanit veren ancak zaman i¢inde direng gelistiren
hastalar1 (sekonder direng/ edinsel direng) modellemektedir. Imatinib yaninda klinikte
kullanilan diger ilaglara yanitini incelemek iizere yaptigimiz deneyler bize bu hiicrelerin

dasatinib, nilotinib, bosutinib ve ponatinibin klinik dozlarmma (Cmax) da diren¢li oldugunu
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gosterdi. Yiiksek doz (10uM) uygulamalarinda K562-Ir hiicreleri imatinibe oldugu gibi
dasatinib ve nilotinibe de yanitsizlik gostermistir. Ponatinib ve bosutinibin 10uM dozu
hiicrelerin ¢ogunlugunu oldiirmiistiir ancak bu dozlar klinikte kullanilan dozlarin sirasiyla
yaklasik 80 ve 30 katidir. TK1’lerin hastalarda gdzlenen yan etkileri gdz dniine alindiginda bu
direngli hiicreleri 61diirebilen dozlarin klinikte kullanilabilirligi bulunmamaktadir. Sonug olarak
TKI deneylerinde aldigimiz sonuglar bize K562-Ir hiicrelerinin yalniz imatinibe degil ikinci

nesil TKi’lere de direngli oldugunu gdstermektedir.

KML’de en ¢ok vurgulanan 2 ana ila¢ direnci mekanizmasi, TKi’lerin proteine
baglanmasini engelleyen Ber-Abl kinaz domeyni mutasyonlar1 ve TK1 etkinligini diisiiren Ber-
Abl gen amplifikasyonlaridir. Direngli ve atasal K562 hiicrelerinin BCR-ABL gen bdlgesi igin
yaptigimiz sekans analizi karsilagtirmalarinda herhangi bir baz degisimine raslamadik ve
benzer sekilde BCR-ABL gen amplifikasyonu a¢isindan direncli ve duyarli hiicreler arasinda

bir fark olmadigin1 gosterdik.

Direng olusumu ile ilgili olarak literatiirde lizerinde durulan bir diger mekanizma da
ilaglarin hiicre icinde etkili olabilecekleri terapdtik konsantrasyonlara ulasamamalaridir. Bu
duruma neden olabilecek iki ana yol bulunmaktadir: 1) Ilaglarin membran transport proteinleri
ile disar1 atilmasi, boylelikle ilaglarin etkisinin azalmasi veya tamamen kaybolmasi; 2) Ilacin
plazma proteinlerine baglanarak hiicre icine girisinin engellenmesi*?. Her iki mekanizma
imatinibin hiicre ici etkinligini diisiirmektedir. K562-Ir hiicrelerinde izlenen TKI direncinin bu
yollarla imatinib etkinliinin azalip azalmadig: test edildi. Bunun i¢in imatinibin Abl kinaz
domeynine baglanmasiyla baskilanan yolaklarda yer alan proteinlerin fosforilasyonlari,
western-blot yontemi ile incelendi. Imatinibe maruz birakilan atasal K562 hiicrelerinde
beklendigi gibi Ber-Abl ve yolagin asagisinda kalan diger proteinlerin fosforilasyonlarinin
azaldigim goriildii. Imatinib Ber-Abl kinaz bdlgesine baglanmak igin ATP ile yaristigindan
Ber-Abl otofosforilasyonunu engeller. Aktiflesemeyen onkoprotein sonug olarak yolaktaki
diger molekiilleri de fosforilleyemez. K562 hiicreleri Ber-Abl’den gelen yasam sinyallerine
bagimli oldugundan, Ber-Abl aktivitesinin baskilanmas: hiicreleri dliime gotiirmektedir. Ote
yandan direnc¢li K562-Ir hiicrelerinde de Ber-Abl yolaginin baskilanmis oldugu agik bir sekilde
goriilmektedir. Bu bulgu bize hiicre kiiltiir ortamindaki imatinibin, serum proteinlerine
baglanmasi ya da membran tasima proteinleriyle hiicre digina atilmasit sonucu hiicre ici
etkinliginin degismedigini gdstermektedir. Imatinibin hiicre icinde gosterilmis olan etkinligine

ragmen hiicreler saglikli bir sekilde cogalmalarina devam etmiglerdir. Bu durum imatinibin
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hiicre igine girdigini ve islevsel oldugunu ancak Ber-Abl kinaz aktivitesinin K562-Ir hiicreleri
icin arttk yasam sinyali olmadigina isaret etmektedir. Mikrodizin analizlerinde, MDR
(multidrug resistance) genlerinden ABC ailesine ait genlerin ekspresyonunun direngli
hiicrelerde arttig1 goriilmistiir. Ortamda herhangi bir kimyasal stres faktoriiniin varliginda
hiicrelerin, membran transportunda gorevli ABC genlerinin ekspresyonlarini arttirmalari
olagandir. Stres faktorii olan imatinibin ortamda bulunmadig1 FEG listesinde (K ile Ir), ABC
gen ifadelerinin beklenildigi gibi goreceli azaldig1 izlenmistir (6rnegin K ile Ir+i FEG listesinde
ABCBL ekspresyonu 10 kat artmisken; K ile Ir FEG listesinde bu ifade artis1 4’e diismiistiir).
Ancak Bcr-Abl alt-akis (downstream) protein fosforilasyon verilerimiz, ilag direncinin ABC

gen ifade artisiyla iliskili olmadigini gostermistir.

Tiim bu bulgular K562-Ir hiicrelerinin, Ber-Abl-bagimsiz/TK1 direngli bir in vitro KML

modeli oldugunu desteklemektedir.

Tez calismalarimiz sirasindaki en 6nemli gozlemimiz K562-Ir hiicrelerinde gelisen
morfolojik degisimdir. K562 hiicreleri hematopoetik kdkenli olup yuvarlak sekilli, ortama asili
(siispanse) hiicrelerdir. imatinib baskis1 altindaki klonal secilim siirecinde ise kiiltiir kaplarinda
yiizen hiicrelerle birlikte yere yapisan ig-sekilli hiicreler izlenmeye baslanmistir. ilk olarak bu
hiicrelerin K562 kokenli olup olmadiklarmin kontrol edilmesi amaciyla bagimsiz bir
laboratuvara, kor ¢alisma yapilmast i¢in igaretsiz/on bilgisiz 6rnekler gondererek DNA profilli
ve buna dayanarak hiicre tanimlanmasinin yapilmasini istedik. Monolayer halinde yapisarak
ireyen hiicrelerin, K562 hiicrelerinden koken aldiklar1 bagimsiz bir laboratuvar tarafindan
dogruland:. Kiiltiir kabinda yiizen hiicreler sik araliklarla uzaklastirildiginda yapisan hiicrelerin
koloniler olusturdugu, flask yilizeyini tamamen kapladig1 izlendi. Uzaklastirilan yiizen hiicreler
yeni bir flaska aktarildiginda ise hiicrelerin belirli bir yilizdesinin yine flask tabanina yapistigi
gbzlendi. Ayrica imatinib ortamdan ¢ekildiginde hiicreler yiizeyden kalkip tekrar yuvarlak
morfolojilerine geri donmektedir. Tiim bu gdzlemler bir arada degerlendirildiginde direngli
hiicrelerin morfoloji degistirme kapasitesine sahip oldugu ve bu kapasitenin statik degil

dinamik bir olgu oldugu sonucuna varildi.

K562-Ir hiicrelerinin yavag prolifere olmalart dikkat ¢ekmistir. K562-Ir hiicrelerinde
gozledigimiz yavas proliferasyon bize imatinibin hiicreleri senesense sokabilecegi olasiligini
diisindiirmiistiir. Senesens hiicre yaslanmasi olarak da nitelendirilen, hiicrelerin geri-

doniisiimsiiz olarak boliinmeyi durdurduklart ancak hiicre 6liimiine gitmeden G0/G1 fazinda
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(biiyiime fazi) kaldiklar1 hiicresel siirectir. Imatinibin hiicreleri senesense sokmasi durumunda
ortamda bdliinmeyen hiicre popiilasyonu, toplamda yavas proliferasyon gozlemine neden
olabilir. Bu olasilig1 test etmek amaciyla yaptigimiz deneylerde, atasal ve direngli hiicre
flasklarinda (imatinib varhginda veya yoklugunda) senesent hiicreye rastlanmamustir. Ote
yandan pozitif kontrol flasklarinda doksorubisinle K562 hiicreleri senesense girerken, direngli
hiicreler doksorubisinden etkilenmemistir. Doksorubisinin bilinen etki mekanizmast iki
sekildedir: 1) DNA ile interkalasyon yolu ile etkilesip topoizomeraz enziminin ilerlemesini
engelleyerek DNA tamiri ve replikasyonuna engel olur 2) Okside kararsiz bir ara forma
dontisim ve geri-doniisiimii sirasinda agiga cikan reaktif oksijen radikallerin yol agtigi
membran hasari, DNA hasari, oksidatif stres sonucu hiicre 6liimii ve/veya senesense neden
olur®>%, Senesens deneyleri, K562-Ir hiicrelerinin konvansiyonel bir terapdtik olan
doksorubisine de direnc¢li olduklarinit gostermistir. Bulgularimiz K562-Ir hiicrelerinin DNA
tamir mekanizmalari ve/veya DNA hasar toleransinin kdken aldiklarit K562 hiicrelerinden farkl
olduklarimi desteklemektedir. Literatiirde imatinib-diren¢li K562 alt-klonlarinin DNA hasarina

direngli oldugunu dogrulayan ¢aligmalar vardir!!®,

Proliferasyon hizim1 Olgen deneylerimiz bize K562-Ir hiicrelerinin, imatinibden
bagimsiz olarak, koken aldiklari atasal hiicrelerden dort kat daha yavas cogaldiklarini
gostermistir. Proliferasyondaki bu yavaglik ilgi cekicidir. Kanser popiilasyonundaki yavas
cogalan hiicreler literatiirde kanser kok hiicreleriyle iliskilendirilmekte, solid tiimorlerde
metastaz, ilag direnci, relaps gibi kotii prognozun sorumlusu olarak gosterilmektedir. Son
yillarda hiicrelerdeki tiimor baglatma potansiyelini, kanser kok hiicresi-benzeri 6zelliklerini ve
ilaclarin tiimdr hiicreleri tizerindeki etkilerini inceleyebilmek i¢in in vivo kosullara daha yakin
olan ti¢-boyutlu kiiltlir ortamlar1 kullanilmaktadir. Direngli hiicrelerin yavas proliferasyonu ve
adheziv karakteri, ii¢-boyutlu kiiltiir ortaminda atasal hiicrelerden farkli davranis
sergileyebileceklerini diisiindiirmiistiir. Ger¢ekten de hiicre davranisi yari-kati besi ortaminda
izlendiginde direngli hiicreler, atasal hiicrelerin aksine, diizgiin ¢eperli tiimor sferoidleri
meydana getirmistir. Yari-kat1 kiltlir ortamlar1 solid tiimdrlerin in-vivo mikrogevre
karakteristiklerini taklit edebilmektedir. Literatiirde sferoid olusturma, ortamda tiimor-baslatici
(tumor-initiating) hiicreler olarak da anilan kanser kok hiicrelerin veya kanser kok hiicresi-
benzeri 6zellik gosteren hiicrelerin varligina isaret etmektedir®. Direncli K562-Ir hiicreleri
belirgin sferoid olustururken, atasal K562 hiicrelerinde sferoid olusumu izlenmemistir. Burada

ilging olan bir nokta da sferoid olusturmayan atasal K562 hiicrelerinin nude farelerde subkutan
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timor olusturabildigidir. Direngli hiicrelerin sferoid olusturmasi, membran protein profilinin
atasal K562 hiicrelerinden farkli olmasini gerektirir. Literatiirde sferoid olusumunun E-kaderin
ifadesi ile iliskilendirildigi ¢ok sayida yaym mevcuttur!®192 E-kaderin, kaderin siiperailesinin
epitel kokenli ylizey baglant1 molekiillerindendir. Solid tiimorlerin metastazinda 6zellikle EMT
ve MET mekanizmalarinda E-kaderinin énemli rolii bulunmaktadir®” 11"~ mmiinfluoresans
deney sonuglarimiz sferoid olusumunu destekleyecek sekilde E-kaderin ifadesinin direngli
hiicrelerinde yiiksek oldugunu gostermektedir. K562 hiicreleri, epitel kokenli olmamalari

nedeniyle e-kaderin ifade etmezler (Bkz.https://www.proteinatlas.org/ENSG00000039068-

CDH1/cell). Myeloid kokenli olan K562 hiicrelerinden tiireyen K562-Ir hiicrelerinin epitel
belirteclerinden birini sentezliyor olmasi, stres kosullar1 (yasam sinyalini baskilayan imatinib
varligl) altinda populasyon igerisinde bir grup hiicrenin epigenetik degisiklikler gec¢irmis

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Direngli hiicreleri tanimlayabilmek amaciyla, hiicre tiplendirmesinde kullanilan Cluster
Differentiation (CD) ylizey belirtegleri i¢in antikorlar kullanilarak akim sitometrisi ¢aligmalari
yapildi. Direncli hiicrelerde goriilen ig-sekilli degisken morfolojinin mezenkimal kok
hiicrelerle benzer 6zellikler tagiyabilecegini diisiinerek, oncelikle pliiripotensi ve mezenkimal
kok hiicre belirtecleri incelendi. Pluripotensi belirteclerinden Tra-1-60 ve Tra-1-81 ylizey
proteinleri hem atasal hem de direngli hiicre gruplarinda pozitif bulundu ve iki grup arasinda
ekspresyon farki gozlenmedi. Tra-1-60 ve tra-1-81 farklilagsmamis insan embriyonik kok hiicre,
embryonik karsinoma, embriyonik germ hiicrelerinde ifade edilmektedir. Erken embriyonik
donemde ve pliiripotent hiicrelerde sentezlenen bir diger molekiil SSEA-4 ise atasal K562

hiicrelerinde negatif iken K562-Ir hiicrelerinde diisiik diizeyde pozitiflik gézlendi.

Mezenkimal kok hiicre belirteglerinin incelenmesine yonelik kullandigimiz antikor
paneli (Human Mesenchymal Stem Cell Marker Antibody Panel R&D #SC017) CD19, CD44,
CD45 CD90, CD105, CD106, CD146, CD166 ve Stro-1’den olusmaktadir. CD19 ve CD45’in
ikisi de hematolojik belirtegler oldugundan negatif kontroldiir. Kullanilan paneldeki
mezenkimal kok hiicre belirtecleri saglikli solid dokularda tammlanmistir'?2l, Bu nedenle
hematopoetik kanserlerde bu belirteclerin 6zelliklerinin degiskenlik gosterebilecegi gbz 6niinde
tutulmalidir. Atasal K562 hiicrelerinin hematolojik kokenli oldugunu gosteren en Onemli
belirte¢ olan CD45’in (leukocyte common antigen, LCA) ekspresyonu, direngli hiicrelerde
onemli 6lciide azalmistir. Bu bulgu bize direngli hiicrelerin hematolojik morfoloji/biyolojiden

uzaklastigimi gostermektedir. CD44 ekspresyonu ise atasal K562 hiicrelerinde izlenmezken,
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direngli hiicrelerde eksprese edilmektedir. Onemli mezenkimal ve kanser kok hiicre
belirteclerinden biri olarak kabul CD44 ile ilgili bulgularimiz ileride tartigilacaktir. Ayrica
K562 ve myeloid hiicrelerde eksprese oldugu bilinen CD146 belirtecinin direngli hiicrelerde
azaldig1 izlenmistir. Bu bulgularin mezenkimal kok hiicre (MKH) ozelliklerinin temsili
acisindan yorumlanmasi zordur. Oncellikle literatirde MKH belirtecleri konusunda tam bir
konsensus bulunmamaktadir. Hematolojik yiizey belirteglerini inceledigimizde ise (CD3,
CD10, CD13, CD15, CD19, CD22, CD24, CD33, CD34, CD38, CD62E, CD65, CD117,
CD123), monositler, aktive T-hiicreleri, myeloid progenitérler ve mast hiicrelerinde ifade
edilen CD33 ile myeloid hiicrelerinde ifade edilen E-selektin ligandi CD65 ekspresyonu atasal
hiicrelerde yliksek iken; direngli hiicrelerde azalmistir. Bu bulgular da direngli hiicrelerin koken
aldiklar1 hematopoetik seri 6zelliklerinden uzaklastigini desteklemektir. Hematopoetik kok

hiicre belirteci olan CD34 ise her iki grubunda ¢ok diisiik diizeyde eksprese edilmektedir.

Akim sitometrisi ile arastirilan bir diger ylizey molekiilii CD326’nin (EpCAM-
Epithelial Cell Adhesion Molecule) ekspresyon diizeyi direngli hiicrelerde olduk¢a azalmistir.
EpCAM proteini 6zellikle epitel kokenli hiicrelerin hiicre-hiicre baglantilarinda rol oynayan bir
molekiil olmasina ragmen K562 hiicrelerinde de bulunabilecegini gosteren ¢alismalar vardir'?2,
Frenke ve Rickelt ¢aligmalarinda K562 hiicrelerinin herhangi bir tetiklemeye gerek duymadan
epitel ylizey belirte¢ molekiillerini sentezleyebildigi soylemektedir. Direncli hiicrelerde izlenen
morfolojik degisiklikler ve sferoid olusturma, EpCAM, CD44 ve E-kaderin gibi yiizey

molekiillerinde gbzlenen degisiklikler ile birlikte yorumlandiginda, direngli hiicrelerin koken

aldiklar1 atasal hiicrelerden biyolojik 6zellikler a¢isindan uzaklilastig1 desteklenmektedir.

K562-Ir hiicrelerinin fenotipik ozellikleri ve ilag direncinin, miRNA ifade
bozukluklariyla iliskili olup olmadigini anlamak tizere yaptigimiz miRNA tam genom analizi
sonuclarina gore; literatiirde ilag direnciyle iligkilendirilen mIR-127, mIR-134, mIR-487, mIR-
379, mIR-337 mikroRNA’larmin, farklilasma baskilayict mIR-433 miroRNA’sinin, hiicre
cogalmast ve apoptoz direnciyle iligkili mIR-149, mIR-134, mIR-494, mIR-654
mikroRNAlariin direngli hiicrelerde ekspresyonunun arttigr goriilmiistiir. K562-Ir hiicrelerinin
ila¢ direncinde rol oynayabilecek bu miRNA’larin ortaya g¢ikarilmasi 6nemlidir. Ancak
bilindigi gibi bir miRNA molekiiliiniin yilize yakin hedef molekiilii olabilmektedir. Projemiz

kapsaminda bahsi gecen miRNA’larin dogrulanmasi ve ¢alisilmasi miimkiin olmamustir.
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K562-Ir hiicrelerinde gostermis oldugumuz farkliliklara yol agan gen ekspresyon
degisikliklerini tanimlamak ig¢in yapilan tiim-genom mRNA ekspresyon analizinde 6nemli
bulgular elde edildi. Imatinib varligmin ya da yoklugunun yiizen (siispanse) direngli hiicreler
arasinda ne kadar fark yarattigini, yiizen ve yere yapisan (ig/mekik sekilli) direngli hiicreler
arasinda fark olup olmadigini ve tiim bu direngli K562-Ir gruplarinin atasal K562 hiicrelerinden
farklarini inceledik. Sekil 43°te gosterilen 1s1 semast incelendiginde ii¢ grup direngli hiicrenin
(M, Ir+i, Ir) gen ekspresyon profillerinin birbirlerine yakinken atasal grubun (K) gen
ekspresyon profilinin diger gruplardan ¢ok farkli oldugu goriilmektedir®.Ug direngli grup
arasinda birbirine en yakin profile sahip iki grup Ir+i ve M gruplaridir. Bu bulgu yiizen direngli
hiicrelerin yere mekik hiicrelerden temel olarak farkli olmadigimi gostermektedir. Ote yandan
Ir grubu gen profili, hem Ir+i ve M grubundan hem de K grubundan farklidir. Dort hafta
boyunca imatinibli ortam yerine normal RPMI ortaminda inkiibe edilen direngli hiicrelerin gen
ekspresyon profilinin, atasal hiicrelerin gen ekspresyon profiline geri donmedigi goriillmektedir.
Bununla beraber imatinibin ¢ekilmesi sonucu Ir grubu, ir+i ve M gruplarindan da farkli bir
ekspresyon profiline sahip oldugu gozlendi. Bu gézlemin, imatinib yoklugunda dahi kisa/orta
vadede geri donmeyen transkripsiyonel degisikliklere bagli oldugunu diisiinmekteyiz. Is1
haritasindan da goriilebilecegi gibi bu durumun tek veya birkag protein yolagi aktivasyonu veya
inhibisyonu ile aciklanmasi ¢ok giigtiir. Nitekim atasal hiicreler ve direngli hiicreler arasinda
ifadesi degismis olan 1500’{in iizerinde gen vardir. Bu genlerin islevlerini anlamlandirmak i¢in
ti¢ direngli hiicre grubunun gen ifade analizleri atasal hiicrelerinki ile karsilastirildi ve dort farkl
cevrimici ara¢ kullanarak gen ontoloji analizleri yapildi. Kullandigimiz ¢evrimici “enrichment”
araglar1 (Webgestalt, GOrilla, Panther ve DAVID) her biri kendi i¢inde algoritmasi olan ve
giincellenen programlardir. Ayni analizin ayr1 web sitelerinde elde ettigimiz sonuclar
birbirinden farkli olmakla birlikte, her aragta ortak ontolojiler ortaya ¢ikmistir. Anotasyon
araglarinda direncli hiicrelerde ekspresyonu degisen gen gruplarinin ortak ontolojileri gelisim,
farklilasma, doku yeniden diizenlenme (tissue remodelling), adezyon, proliferasyon ve
migrasyon genleri ile iligkilidir. Yere yapisan ve yiizen hiicreler arasindaki gen ifadesi farkinin
yalniz 56 gen ile sinirli olmasi ve bu genlerin ¢ogunun hiicre adezyonu ile iliskili olmas1 bu iki

hiicre grubunun temelde ayni1 olduklar1 ve birbirlerine rahatca doniisebildikleri goriisiimiizii

*: Atasal K562 hiicreleri “K” grubu,
Mekik/ig sekilli imatinibli direngli hiicreler “M” grubu,
Yiizen imatinibli direngli hiicreler “Ir+i” grubu,
Yiizen imatinibsiz direncli hiicreler “Ir”” grubu olarak adlandirilmistr.
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Mikrodizin analizine gore ifadesi en ¢ok artmis olan gen CD44’tiir. CD44, ilk olarak
1982 yilinda lenfosit yuvalanma (homing) reseptorii olarak tanimlanmistir. Hematopoetik
hiicrelerden bagka pek c¢ok hiicre tiplerinde de ifade edilen CD44, hiyaliironan reseptorii olan
bir transmembran glikoproteindir. Ekstraseliiler ve sitoplazmik domeynleri bir¢ok protein ile
etkilesim halindedir. Alternatif splicing (kirpilma) ile ortaya ¢ikan ve farkli hiicrelerde farkli
ekspresyonlari olan bir¢ok varyant izoformu bulunur. CD44-hiyaliironan iliskisi hematopoetik
kok hiicrelerin adhezyon ve nis yuvalanmasinda 6nemlidir. Ayrica CD44’lin 6zellikle meme ve
kolorektal kanserlerde tiimdrogenezi tetikledigi, metastatik yolaklarda etkin oldugu
belirtilmektedir. Bununla birlikte bir¢ok yayinda CD44, erigkin kok hiicre yiizey belirteci olarak
kabul edildigi gibi, kanser kok hiicresi ylizey belirteci olarak da anilmaktadir. Baz1 yayinlarda
CD44*/CD24745s%k  hijcreler, meme kanseri kanser kok hiicresi olarak tanimlanmistir.
Hematopoezde progenitor hiicrelerin kemik iligi niglerine yerlesiminde ve bdlgesel sitokin
salmmmint  kontrol ederek hiicre c¢ogalmast ve farklilagmasinda CD44’tin  Gnemi
vurgulanmaktadir. Hematolojik malinitelerde ise CD44’iin 6zellikle 16semi baglatici hiicrelerin
(L1C-leukemia initiating cells) periferal kana mobilizasyonunda rol oynayarak neoplazilerin
olusumu ve gelisimine katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir!04-106108.110123-126 ‘B njarla birlikte

CD44’iin KML biyolojisindeki rolii tam olarak bilinmemektedir.

5.2 LITERATUR TARTISMASI

Kanser kok hiicresi (KKH) alt-popiilasyonunun varligi bugiin bir¢cok kanser tiiriinde
gosterilmistir. Ancak kanser kok hiicresi icin evrensel fenotipik belirtecler konusunda heniiz
anlasmaya varilamamistir’’. Bilindigi gibi kanser kok hiicresi islevsel olarak ilk kez AML’de,
bagisiklig1 baskilanmis farelere transplante edilen l6semik hiicrelerin yalnizca bir kisminin
hastalik yapici 6zellikte oldugunun gosterilmesiyle ortaya konmustur. KML, AML ve T-hiicresi
ALL’ye 6zgii kanser kok hiicre belirteci CD34 pozitifligi olarak kabul edilmektedir'?’. CD34
molekiiliiniin normal hematopoetik kok hiicreler i¢in de belirte¢ oldugunu sdylemek gerekir.
Ph*linCD34"CD38" hiicreler KML’de kanser kok hiicresi (I6semik kok hiicre/KML kok
hiicresi) olarak anilmaktadir’’. KKH’leri hedefleyecek tedavilerin uygulanabilmesi icin

arastirmalarin cogu belirte¢c bulmaya ya da belirli belirtegler ile ayristirilmis hiicreler iizerinde
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yapilan caligmalara yogunlasmaktadir. Ancak KKH kavrami fenotipik 6zelliklerden c¢ok

islevsel ozellikler ile tanimlanir.

KML’de Ph*CD34" l6semik kok hiicre (LKH) kompartimaninin TKI’lere yanitsiz

kaldig1 son yillarda dikkat cekmisgtirt?®

. LKH’lerin neden ve nasil onkogen-bagimsiz (Bcr-abl-
bagimsiz) olduklari heniiz bilinmemektedir ve hedefli tedavi stratejilerini sekteye ugrattigindan
en 6nemli arastirma konularindandir'?®. K562-Ir hiicreleri de LKH’lere benzer sekilde
onkogen-bagimsizdir ancak CD34 pozitifligi izlenmemektdir. KKH’lerin ve LKH’lerin sessiz
(quiescent) / duragan (dormant) olduklar1 bilinmektedir. Bu olgu hiicrelerin hiicre dongiisiiniin
GO fazinda -bdliinmeden- uzun siire kalabilmeleri anlamina gelir. K562-Ir hiicreleri (6zellikle
yere yapisarak ¢cogalan mekik hiicreler) atasal hiicrelerden oldukga yavas prolifere olmaktadir.
Hiicreler quiescent veya dormant degildir ancak GO/G1 faz degisimilerinde yavaglamaya
yonelik onemli bir fark oldugu goriilmektedir. Solid tiimorlerde kanser kok hiicre belirteci
olarak kabul edilen, hiicre-ECM yiizey baglanti molekiili CD44 ekspresyonu K562-Ir
hiicrelerinde olduk¢a fazladir. Hiicrelerin kolaylikla ¢ok diizgiin ¢eperli giderek biiyiiyen
sferoidler meydana getirmis olmasi CD44 gibi ylizey molekiillerinin 6nemli 6l¢iide degistigini
gostermistir. Veriler bir arada degerlendirildiginde direngli K562-Ir hiicreleri kanser kok

hiicrelerinin biyolojik 6zelliklerini gostermekte ancak literatiirde tanimlanan KML l6semik kok

hiicre prototipine fenotipik belirtecler agisindan uymamaktadir.

Literatiirde fenotipik plastisiteyle ilgili gozlemlerimizi destekleyen iki farkli calisma
bulunmustur. Puissant A. ve arkadaglarinin 2012 yilinda Journal of Molecular Cell Biology
dergisinde yayimladiklar1 “Imatinib triggers mesenchymal-like conversion of CML cells
associated with increased aggressiveness” isimli makalede c¢aligmalarimizi destekleyecek
bulgulara yer verilmistir. Makalede, diisiik dozlardan yiiksek dozlara (10uM) dogru imatinib
varliginda klonal segilimle elde edilen K562 hiicrelerinde yere yapigsma gozlediklerinden, flask
yiizeyinin %80 doluluga ulastigindan (confluency), ayni durumun hasta drneklerinde de gegerli
oldugundan bahsetmislerdir. Yere yapisan hiicrelerin farede tiimdr olusturma kapasitelerinin
daha fazla oldugunu, hiicrelerin CD44Yisk/CD24%sk 5ze]likle oldugunu ve imatinibin bu

hiicre grubuna ¢ogalma avantaj1 sagladigini vurgulamislardir!®

. Daha o6nce bahsettigimiz gibi
direngli hiicrelerimizde CD44 ekspresyon yiiksekligi bircok yontemle gosterilmistir. CD24
yiizey molekiiliiniin ekspresyon diisiikliigli ise mikrodizin analizi sonuglarinda goriilmiistir.
Benzer sekilde Chorzalska A. ve arkadaslarinin 2016 yilinda Stem Cells and Development

dergisinde yayimladiklar1 “Long-Term Exposure to Imatinib Mesylate Downregulates Hippo
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Pathway and Activates YAP in a Model of Chronic Myelogenous Leukemia” makalesinde de,
K562 hiicrelerinin uzun siire giderek artan dozlarda imatinibe maruz birakilmasiyla elde edilen
direngli hiicrelerde yere yapisma gozlediklerinden ve flask yiizeyinin %70 doluluga
(confluency) ulasabildiginden s6z etmislerdir. Direngli hiicrelerde adhezyon molekiilleri CD44
ve VLA-4’1lin gen ifadesinin arttigini1 fakat CXCR4, NOTCHI1 ve 6zellikle CD24 gen ifadesinin
azaldigini, pluripotensi belirte¢lerinden SOX2’nin artarken NANOG ve DNMT3{in azaldigini,
hematopoetik kok hiicre belirteclerinden SALL4 gen ifadesinin artarken CITED2 ve TALI1
genlerinin ifadesinde azalma oldugunu belirtmislerdir. Uzun siire imatinib maruziyetinin kok
hiicre veya kanser kok hiicresi fenotipi edinmeyle sonuglandigmi iddia etmektedirlert®,
Chorzalska ve ekibinin bulgularint kendi bulgularimizla karsilastirdigimizda, kiltiir
kaplarindaki gézlemlerimiz ayni1 olsa da belirtilen genler i¢in ifadelerin farkli oldugunu gordiik.
K562-Ir hiicrelerimizdeki CD44 artis1 (upregulation) CD24 azalisinin (downregulation)
yaninda bu bulgulara ters olarak DNMT3 ve CITED2 genlerinin ifadesi atasal hiicreyle oranla
artmustir, diger bahsi gegen gen ifadeleri ise iki grupta esittir. Ayrica direngli hiicrelerimizin
mezenkimal kdk hiicre-benzeri morfolojisi ve kok hiicre belirtegleri varligindan yola ¢ikarak
yaptigimiz uzun siireli osteojenik ve adipojenik farklilagtirma deneylerinde atasal hiicrelere
kiyasla fark géremedik. Her iki makalenin ¢iktilarinda bulgularimizla o6rtiisen noktalar olsa da,
iki aragtirma grubu da hiicre fenotip degisikligini molekiiler bir yolaga baglamaya g¢aligmis,
hiicreleri belirli belirteclerle tiplendirmeye yonelik calismalar yapmistir. Ancak gorildiigi
tizere deneysel gozlemlerin ayni oldugu hiicre gruplarmin molekiiler igerigi birebir
ortismemektedir. Bu indirgeyici yaklasimdan daha genis agili bir perspektife yonelmek bize

KML biyolojisinde yeni 6nermelere kapi aralayabilir.

K562-Ir hiicrelerindeki elde ettigimiz bulgular Ber-Abl-bagimsizliginin énemli bir
diren¢ mekanizmasi oldugunu desteklemektedir. Bu popiilasyonun ortaya ¢ikis mekanizmasi
ile ilgili degisik modeller ileri siiriilebilir. Ilk akla gelen mekanizma, KML hiicre popiilasyon
icerisinde zaten var olan, belli sayidaki Ber-Abl-bagimsiz hiicrelerin se¢ilimidir. Klinikte Ber-
Abl kinaz domeyn mutasyonu ve/veya onkogen amplifikasyonu olmamasina ragmen TKIi
tedavisine cevap vermeyen bir KML hasta grubu vardir (primer direng). Mevcut Ber-Abl-
bagimsiz hiicrelerin segiliminin karsiligi TKI’lere primer direng gdsteren bu hasta grubu
ierisinde gosterilebilir. Bu dogal secilim ortami 6ngoriilenden daha karmasik olabilir. Ornegin
16semik hiicreler, normal hematopoetik kok hiicrenin BCR-ABL translokasyonundan daha 6nce

edindigi bir dizi degisiklik nedeniyle tanimlananin disinda bir genotip/fenotipe sahip olabilirler.
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Translokasyon Oncesi olusmus veya zaten var olan genetik/epigenetik farkliliklar, Ber-Abl
onkoproteininin de katilimiyla hiicrelere proliferatif bir avantaj saglamig ancak hiicre i¢in
yasam sinyali olacak kadar onem kazanmamis olabilir. Boyle bir durumda Bcer-Abl’den
bagimsiz olan hiicreler TKI direnci tablosuna yol agacaktir. KML’nin koken hiicresinin
hematopoietik kok hiicre (HKH) oldugu genel kabul gorse de, bazi calismalarda KML
hastalariin periferik kan ve kemik iligindeki endotel hiicrelerinde BCR-ABL flizyonunun
gosterilmis olmasi, t(9;22) translokasyonunun hemanjioblastlarda gerceklesebilecegini de
diisiindiirmektedir®’. Hemanjioblastlar HKH-6nciilii hiicrelerdir ve hematopoietik hiicre
hatlarinin yani sira endotel hiicrelerinin de dnciistidiir. HKH-0nciilii olan bir basamakta t(9;22)
translokasyonunun gerceklesmis olmasi, hiicrenin farkli transkripsiyonel alt yapisina bagl
olarak, onkogen-bagimliligi (oncogene-addiction) ile sonuglanmayabilir. KML hiicre
biyolojisini yalniz Ber-Abl odakli olmaktan ¢ikarip farkli 6zellikteki hiicresel aglarin etkili
olabilecegini degerlendirmek KML’deki ila¢ direnci probleminin asilmasi i¢in yenilik¢i bakis

acilarinin 6niinii agabilir.

Genel bilgilerde de anlatildig1 gibi evrimsel perspekstif agisindan adaptif esneklik,
mevcut veya olusan genetik varyasyonlar sayesinde genotipe ¢oklu ¢evresel degisimlere karsi
uyum avantaji getirmektedir. Niste olusan yeni kosullara uyum hizi, yeni ortama uygun
optimum fenotipe erigme esnekligine sahip olma derecesine gore degismektedir. Bu evrimsel
mantik hiicresel diizeyde de gergerliligini korur. Ornegin ortamda enerji kaynagi olarak
glikozun bulunmadigi durumlarda laktoz ya da farkli enerji kaynaklarini da kullanabilen,
metobolizmasini buna gore degistirebilen bakteriler, yeni ortam kosullarinda secilecektir.
Benzer sekilde uygun olmayan nis kosullarinda spor olusturabilen bakterilerin, tliriinii devam
ettirebilme sans1 daha yiiksektir. Bu verilen 6rneklerde izlenen fenotipik esneklik genotipte var
olan ancak kullanilmayan 6zelliklerin kullanima sokulmalariyla gerceklesir. Diger bir ifadeyle
transkriptomal regiilasyonla gerekli genlerin acilarak ifade olmalari,  transkriptomu
degistirmeleriyle miimkiindiir. Bu genel kabul goren paradigmaya ek olarak son 20 yilda
Ozellikle bakteri ve mayalarda gosterilmis olan “adaptif mutasyon” kavrami da ortaya
konmustur®2 %%, Adaptif mutasyon bakterilerin tiiriin devami adma, DNA hasarna karsi
gosterdiklert SOS yanitina benzer sekilde hizlandirilmis mutasyon hizi sonucu yeni kosullara
uyum saglayabilecek bir mutasyon ortaya ¢ikarabilme siirecini kapsar. Bu siirecte pek ¢ok
bakteri Olecektir ancak evrimsel silirecler organizma degil tiiriin yararina calistigindan,

populasyondaki bir hiicrede ortaya g¢ikacak faydali bir mutasyon, tiirii kurtarabilecektir.

137



Okaryotik ve 6zellikle memeli hiicreler bu acidan daha sanshidir. Benzer bir adaptasyon
hedefine siireci DNA dizisini degistirecek mekanizmalara gerek duymadan epigenetik zemini
degistirerek ulasabilirler. Waddington’in hiicre farklilasmasinin basamaklarini sematize ettigi
“vadi” modelinin zemini temelde gen ifadeleri biitiiniidiir (Bkz. Sekil 9). Ancak bu zeminin
duragan degil hareketli bir yapi oldugu, transkripsiyonel altyapinin degisken (instabil)

olabilecegi de diisiiniilmelidir.

Yukarida bakteriler i¢in anlatilan uyum siireci imatinib direngliligine uyarlandiginda
farkli bir diren¢ modeli karsimiza ¢ikmaktadir. Imatinib duyarlilig1 her hiicrede ayni degildir:
kimi hiicre hemen Oliirken, bir digeri oncelikle hiicre dongiistinii durdurur, kimisi ilact hiicre
disina pompalamaya calisir vb. Bu olgu ile bakteriyal enfeksiyonda antibiyotik kullanimi
arasinda bir analoji kurulabilir. Bakteriler antibiyotige duyarli dahi olsa, bu duyarliligin
dereceleri olacagindan antibiyotigin ilk dozlar1 tiim bakterileri ortadan kaldirmayacaktir. O
nedenle ilacin verilen doz ve siire boyunca kullanim1 ¢ok dnemlidir. Benzer sekilde imatinib-
duyarli hiicrelerde de duyarlilik dereceleri farklidir. Bu farklilik her hiicreye 6zgii biyolojik
degiskenlerden kaynaklanabilecegi gibi, TKi tedavisinde imatinibin her hiicreye ayni
konsantrasyonda ulasmamasindan da kaynaklanabilir. Nitekim ilacin plazma konsantrasyonlari
hastalarda giinliik hatta saatlik olarak degiskenlik gosterebilir. Imatinib tedavisinde klinik yanit
kisa siire i¢inde gozlenirken, sitogenetik ve molekiiler yanitta Ph+ hiicrelerin aylar icerisinde
kademeli olarak azaldig izlenir. Iste bu siirecte bir veya birkag hiicre transkriptomal instabilite
sonucu epigenetik zeminini degistirebilir ve kazanilan esneklik ile de Ber-Abl bagimsiz bir
fenotip edinebilirse, imatinib baskisi bu hiicrelerin sec¢ilimi ile sonuglanacaktir. Ber-Abl yasam
sinyali bagimliligindan kurtulmanin temel unsuru farkli yasam sinyalleri edinmekten gecer.
Ekstraselliiler matriks ile iliskide adheran bir fenotip ve komsu hiicrelerden siiregen sinyal
alabilmek bunun bir yoludur. Stres altinda transkripsiyonel olarak instabil duruma gecebilen
hiicrelerin fenotip degistirerek ortama adapte olmasi durumunu “Adaptif Fenotipik Kayma-
AFK” olarak adlandirdik (Sekil 58). Bu sekilde fenotipik kayma gdsteren hiicreler imatinib
baskist silirdiikce kemik iligi nisinde sessiz (dormant) halde saklanabilir, baski ortadan
kalktiginda ya da ek mutasyonlarin birikimiyle tekrar agresif formlarina donebilirler. Solid
timorlerde mikrogevrede bulunan endotel, fibroblast ve MKH gibi hiicrelerin de tiimordeki
genetik anomalileri tasidiginin gosterilmesi, bu hiicrelerin de tiimdrden tiiremis olabilecegini

diisiindiirmektedir'®® 138118 Benzer sekilde KML hiicrelerinin de stromal myofibroblastlara
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doniisebildiginin  NOD/SCID farelerde gosterilmis  olmast  bulgu ve hipotezimizi

desteklemektedir'®®.
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Sekil 58: KML ila¢ direncinde “adaptif fenotipik kayma” modeli. Ph+ 16semik hiicreler imatinible
karsilastiginda, ikinci basamakta goriildiigii sekilde, her bir hiicrenin Ber-Abl inhibisyonuna yaniti
farklidir. Burada renksiz olarak belirtilmis olanlar en duyarli hiicreler olup imatinib varliginda kisa siire
icerisinde o6len hiicrelerdir. Ayni popiilasyon igerisindeki diger hiicrelerin imatinib cevabi (Bcr-Abl-
bagimliligi) degisken olup farkli renklerle gosterilmistir. Hiicreler imatinib duyarlilik derecelerine bagh
olarak zaman igerisinde 6lmektedir. Imatinib varliginin tetikledigi hiicre i¢i yolaklar, baz1 hiicrelerde
edinilmis transkripsiyonel instabilite yoluyla yeni sinyal ileti aglarinin olusmasina neden olur. Bunun
sonucunda hiicreler yine de 6lebilir ya da Ber-Abl odakli yasam dongiisiinden ¢ikarak hayatta kalmaya
devam ederler. Adaptif fenotipik plastisite gdsteren bu hiicre grubu segici kosullar altinda yagamin
stirdiirebildiginden populasyonun genelini ele gegirebilir veya bulundugu nis igerisinde farkli fenotipte
hiicreler olarak saklanabilirler.

Sekil 58’de sundugumuz adaptif fenotipik kayma modeli, yalniz yeni bir terapdtik
diren¢ mekanizmasi sunmakla kalmay1p, sadece KML degil pek ¢ok solid kanserde yillar sonra

niikse neden olan dormant hiicreleri de aciklayacaktir.

139



6. SONUC VE ONERILER

Calismalarimiz sonucunda, 16semik popiilasyondaki bazi hiicrelerin imatinib yanitinin

transkripsiyonel instabilite ile sonuglanmasiyla fenotipik adaptasyon gosteren, Ber-Abl-

bagimsiz, agresif bir popiilasyonun ortaya ¢iktigini ileri siiren yeni bir TKI diren¢ modeli

sunulmustur. Ortaya koydugumuz “adaptif fenotipik kayma” modelinin KML biyolojisinde ilag

direnci ve niiks problemlerinin daha iyi anlagilmasia ve yeni tedavi yaklasimlarinin ortaya

¢ikmasina katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Tez ¢alismamin devaminda kisa-orta vadede asagida listelenen ¢alisma basliklarinin

yapilmasi planlanmaktadir:

1)

2)

3)

4)

5)

Direngli hiicrelerimizin hayvan modeli iizerinde tiimorojenite ve yuvalanma (homing)
potansiyelleri inceleyecegimiz 2165727 numarali TUBITAK 1002 projemiz kabul edilmis
olup ¢ok yakin zamanda ¢alismalara baslanacaktir.

Direngli hiicrelerin epigenetik zemindeki degisikliklerinin arastirilmasi

Myeloid hiicrelerinde sekonder mutasyon olmayan direncli hasta drneklerinin fenotipik
esneklik acisindan c¢aligilmasi

mRNA mikrodizin ¢alismalarinda farkli eksprese olan genlerin arasindan literatiirde az
calisilmis, islevi bilinmeyen genlerin fenotipik esneklikteki rollerinin arastirilmasi
Mikrodizin sonucunda elde ettigimiz mikroRNA gen ekspresyon profillerinin detayli

olarak caligilmasi
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Kisisel Bilgiler

iletisim Bilgileri

Kimlik Numarasi
Dogum Tarihi
iletisim Adresi
Telefon

E-posta

Web Adresi

Egitim Bilgileri

Deneyim / isyeri Bilgileri

Yabanci Dil Bilgileri

SEDA BAYKAL KOSE

20039230100
18/02/1984

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU TIBBI
(232) 412 46 25

(538) 499 31 30

seda.baykal@deu.edu.tr

seda.baykal@yahoo.com

01 Eylil 2010 - 01 Subat 2018 (7 yil 6 ay)

Doktora, Doktora, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU, TIBBI BiYOLOJi VE GENETIK (DR)

Tez Bashgr Kronik Myeloid Losemi Hicre Hattinda Tirozin Kinaz Inhibitorlerine
Karsi Direng Mekanizmalarinin Arastirilmasi

Tez Konusu: Kronik Myeloid Losemide Ilag Direnci Mekanizmalarinin Aydinlatiimasi
Tarih: 16 Haziran 2011

Tez Danismani: ZEYNEP YUCE

01 Eyliil 2007 - 01 Eylil 2010 (3 yil 1 ay)

Yiiksek Lisans, Tezli Program, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU, TIBBi BiYOLOJi VE GENETIK (YL) (TEZLI)

Tez Bashg:: Ber-abl Pozitif Hiicrelerde Tirozin Kinaz Inhibitorlerinin Otofajik Hiicre
Olimii Uzerindeki Etkileri

Tez Konusu: Kronik Myeloid Losemide Otofajik Yolaklarin Incelenmesi

Tarih: 10 Eyldl 2010

Tez Danismani: ZEYNEP YUCE

22 Haziran 2003 - 22 Haziran 2007 (4 vil 1 ay)
Lisans, Anadal/Normal Ogrenim, EGE UNIVERSITESI, TURKIYE
FEN FAKULTESI, BiYOLOJi BOLUMU

01 Nisan 2017 - 01 Kasim 2017 (8 ay) (Tam Zamanl)
ARGE PERSONEL, UNIVERSITE PARIS SUD

01 Ocak 2009 - 01 Haziran 2017 (8 yil 6 ay) (Tam Zamanlh)
ARASTIRMA GOREVLISI, ARASTIRMA GOREVLISI, DIGER (Dokuz Eyliil Universitesi)

INGILIZCE (Okuma: lyi, Yazma: Iyi, Konusma: lyi)

FRANSIZCA (Okuma: Iyi, Yazma: Iyi, Konusma: iyi)
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Ar-Ge Yetkinlik

Bildiriler

Projeler

S. BAYKAL KOSE, Z. YUCE, H. EFE, O. GONUL GEYIK & H. ATES, Bcr-abl Pozitif
Hiicrelerde Izlenen Imatinib Direncinde Otofajik Hiicre Olim  Yolag
Baskilanmaktadir, Poster Sunumu, 43. Hematoloji Kongresi, 01 Kasim 2017, 05
Kasim 2017.

S. BAYKAL KOSE, M. VOLDOIRE & C. DESTERKE, The Cell Surface Nadh Oxidase
Enox2 Is Highly Expressed In Chronic Myeloid Leukemia (cml): A Redox Protein As
A Secreted Surrogate Biomarker And Druggable Target, Poster Sunumu, American
Society Of Hematology 58th Congress, 04 Aralik 2016, 04 Aralik 2016.

S. BAYKAL KOSE, H. ATES, A. S. YAVUZ, O. U. SEZERMAN, E. A(;IKGOZ, G. OKTEM &
Z. YUCE, Leukemic Cell Plasticiy As A Resistance Mechanism Towards Tyrosine
Kinase Inhibitors., Poster Sunumu, 41th Febs Congress, 03 Eylul 2016, 08 Eylil
2016.

S. BAYKAL KOSE, ARYL HYDROCARBON RECEPTOR (AHR) PATHWAY DIRECTLY
CONTROLS HEMATOPOIETIC PROLIFERATION iN CHRONIC MYELOID LEUKEMIA
(CML) AND ITS INHIBITION ALLOWS MASSIVE EXPANSION OF LEUKEMIC
PROGENITORS AND STEM CELLS , Poster Sunumu, AMERICAN SOCIETY OF
HEMATOLOGY

57TH CONGRESS, 07 Aralik 2015, 07 Aralik 2015.

S. BAYKAL KOSE, TIROZIN KINAZ INHIBITORLERINE DIRENCLI K562-IR ALT
KLONUNUN TANIMLANMASI, Poster Sunumu, |. HEMATOLOJIK GENETIK
SEMPOZYUMU, 02 Arallk 2013, 02 Aralk 2013, 1, 1, 38 - 38

S. BAYKAL KOSE, NOROBLASTOMA HUCRE HATTINDA KEMOTOROPATIK
AJANLARA YANITTA KANONIKAL VE NON-KANONIKAL WNT YOLAGI GENLERININ
ROLUNUN ARASTIRILMASI, Poster Sunumu, XIIl. ULUSAL TIBBi BiYOLOJi VE
GENETIK KONGRESI, 28 Ekim 2013, 28 Ekim 2013.

S. BAYKAL KOSE, TAF7NIN CITA iLE ETKILESIMININ APOPTOTIK YOLAKTAKI
ETKISININ ARASTIRILMASI, Poster Sunumu, XILULUSAL TIBBI BiYOLOJi VE
GENETIK KONGRESI, 28 Ekim 2013, 28 Ekim 2013, 30, 6, 76 - 76.

S. BAYKAL KOSE, IMATINIB DIRENCLI K562 ALT KLONUNDA YENI NESIL TiROZIN
KINAZ INHIBITORLERININ ETKILERININ ARASTIRILMASI, Poster Sunumu, XII.
ULUSAL TIBBI BiYOLOJi VE GENETIK KONGRESI, 28 Ekim 2011, 28 Ekim 2011, 30,
6, 105 - 105.

S. BAYKAL KOSE, TIROZIN KINAZ iNHIBITORLERINE DUYARLI KRONiK MYELOID
LOSEMIi HUCRE HATTI K562'DEN DIRENCLI ALT KLONLARIN OLUSTURULMASI VE
KARAKTERIZASYONU, Poster Sunumu, 36. ULUSAL HEMATOLOJi KONGRESI, 02
Kasim 2010, 02 Kasim 2010.

BAP, ARASTIRMACI, Tirozin Kinaz Inhibitorlerine Karsi Birincil (primer) Direncte
Rolt Olan Mikrornalarin In-vitro Hicre Kiltir Modelinde Tanimlanmasi, Yurttilen
Kurulus: KURULUS GUNCELLENMESI GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: DIGER
(Yurt ici) , 01 Nisan 2014, 01 Ekim 2016.

DIGER, ARASTIRMACI, THE ROLE OF IFI16 GENE ON CHRONIC MYELOID
LEUKEMIA, Yiiriitilen Kurulus: KURULUS GUNCELLENMES| GEREKIYOR, Destek
Alinan Kurulus: DIGER (Yurt ici) , 10 Nisan 2015, 04 Kasim 2015.
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Yayilimlar

TUBITAK Burs ve Destekleri

Proje Bilgileri

BiDEB Destekleri

Panelistlik/izleyicilik/Raportorliik Sayis
Panelistlik/Dig Danismanlik Sayisi
izleyicilik/Danismanlik Sayisi

Raportorlik Sayisi

BAP, ARASTIRMACI, KRONIK MYELOID LOSEMi HUCRE HATLARINDA TIiROZIN
KINAZ INHIBITORLERINE KARSI DIRENC MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI,
Yiiriitiilen Kurulus: KURULUS GUNCELLENMESI GEREKIYOR, Destek Alinan
Kurulus: DIGER (Yurt ici) , 05 Eylil 2012, 05 Mart 2015.

1001 - ARASTIRMA, BURSIYER, PROGRAMLANMIS HUCRE OLUMU SURECINDE
CIITA PROTEINININ TAF7 VE HIV-TAT MOLEKULLERIYLE ETKILESIMLERININ
KARAKTERIZASYONU,  Yiiriitilen  Kurulus:  KURULUS  GUNCELLENMESI
GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: , 15 Nisan 2010, 15 Nisan 2012.

DIGER, BURSIYER, PROGRAMLANMIS HUCRE OLUMU SURECINDE CITA
PROTEINININ  TAF7 VE HIV-TAT MOLEKULLERIYLE ~ETKILESIMLERININ
KARAKTERIZASYONU,  Yiiriitilen  Kurulus:  KURULUS ~ GUNCELLENMESI
GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: DIGER (Yurt ici) , 01 Aralik 2009, 01 Aralik
2011.

BAP, ARASTIRMACI, BCR-ABL POZITIF HUCRELERDE TIiROZIN KINAZ
INHIBITORLERININ OTOFAJIK HUCRE OLUMU UZERINDEKI ETKILERI, Yiiriitiilen
Kurulus: KURULUS GUNCELLENMESI GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: DIGER
(Yurt ici) , 12 Aralik 2009, 12 Eylil 2011.

1002 - HIZLI DESTEK, BURSIYER, TAF7 PROTEINININ TUBULIN
POLIMERIZASYONUNDAKI ROLUNUN ELEKTRON MIiKROSKOPISI VE IN-VITRO
POLIMERIZASYON DENEYi ILE ARASTIRILMASI, Yiiriitilen Kurulus: KURULUS
GUNCELLENMESI GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: , 01 Kasim 2008, 01 Kasim
2000.

6. ORFEUS DOKTORA EGITiMi KONGRESI , DUZENLENEN CALISTAY, Uluslararasi,
27 Nisan 2011 - 30 Nisan 2011.

108T609, Taf7 Proteininin Tubulin Polimerizasyonundaki Rolin{n Elektron
Mikroskopisi Ve In-Vitro Polimerizasyon Deneyi lle Arastiriimasi, 1002 - Hizli
Destek, Burslu, Sonuclandi, KBAG - Ki?mya Bi?yoloji? Arastirma Destek Grubu,
ARDEB, 02.06.2008, 01.03.2009 - Still continues, 01.11.2008 - 01.11.2009.
1097937, Programlanmis Hcre Olimi Surecinde CIITA Proteininin TAF7 ve HIV-
Tat Molekadilleriyle Etkilesimlerinin Karakterizasyonu, 1001 - Arastirma, Burslu,
Sonuglandi, KBAG - Ki?mya Bi?yoloji? Arastirma Destek Grubu, ARDEB,
15.09.2009, 20.04.2010 - Still continues, 15.04.2010 - 15.04.2012.

SEDA BAYKAL KOSE, Arastirma Burs ve Destekleri Mudurltgu, 2214-A Yurt Disi
Arastirma Burs Programi (Doktora 6grencileri icin), Basvurusu Reddedildi, 2014 -
1,25.09.2014 - 25.03.2015.

SEDA BAYKAL KOSE, Arastirma Burs ve Destekleri Miidiirligii, 2214-A Yurt Disi
Arastirma Burs Programi (Doktora 6grencileri icin), Tirkiye'ye Dondd, 2014 - 2,
01.03.2015 - 01.09.2015.

ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB O Toplam O
ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB O Toplam O
ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB O Toplam O
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