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OZET

Bu calismada, Dihidroartemisin’in (DHA) insan kronik lenfositik 16semi (KLL) hiicre serileri
Uzerindeki apoptoza etkilerini hiicre canliligi, apoptoz, mRNA ve protein ifadelenme diizeyleri
aragtirllarak belirlemeyi amagladik. Bu amagla PGA-1, Cll, MEC-1 insan KLL hicre serileri
kullanildi. Bu hiicrelere oncelikle DHA ve KLL tedavisinde etkili bir piirin analogu olan
Fludurabin (FLU) ayr ayn ve birlikte olarak 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulandi. Bu sureler
sonunda, XTT ydntemiyle belirlenen hiicrelerin canlilik oranlarinin doza ve zamana bagli olarak
azaldigi goriildi. Buradan elde edilen canlilik oranlarindan, ilaglarin KLL hticrelerinin
cogalmasinda %50 azalmaya neden olan inhibitor konsantrasyonlari yani IC50 degerleri belirlendi.
Hiicrelere DHA ve FLU ayr1 ayr1 ve birlikte IC50 konsantrasyonlarmin 24 saat boyunca
uygulanmasindan sonra apoptoza etkilerini belirlemek i¢in hiicreler, Annexin V-FITC ve Pl ile
boyanarak Akim Sitometri ile analizleri yapildi. Sonuglarimiz DHA'nin tek bagina ve FLU ile
birlikte kullamilmasinin doza bagh olarak PGA-1, Cll ve MEC-1 hiicrelerinde apoptotik cevaba
neden oldugunu gosterdi. DHA'nin tek basina uygulanmasinin, FLU'un tek bagina veya DHA ve
FLU'nun birlikte uygulanmasina gore daha etkili oldugu goriildi. Apoptozun molekiler
mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak igin kantitatif Real Time PCR ve Akim Sitometrik yontemler
kullanilarak TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3 mRNA ve protein ifade diizeyleri analiz edildi.
Tum hucre serilerinde DHA nin tek basina ve FLU ile birlikte uygulanmasindan sonra Kaspaz-3'lin
ifadelenmesinde artis oldu. DHA nin tek basina ve FLU ile birlikte uygulanmasindan sonra goriilen
apoptotik etkide Bcl-2 protein ailesi Uyelerinin rol oynadigi ve genel olarak Bax'in ifadelenmesinde
artig oldugu bulundu. Buradan yola ¢ikarak PGA-1, CIl ve MEC-1 hiicrelerinde gorulen apoptotik
cevapta intrinsik apoptotik yolagin aktif oldugu belirlendi. Elde edilen bu bulgulara gére DHA,
kronik lenfositik 16semi igin potansiyel kansere karst bir ilag olabilir ve bu yiizden, gelecekte
yapilacak in vivo ve in vitro ¢aligmalarla DHA’nin molekiiler etkilerinin tam olarak belirlenmesi
KLL’nin tedavisi i¢in yeni molekiiler hedeflerin tanimlanmasina olanak saglayacaktir.

Bilim Kodu : 1039.2
Anahtar Kelimeler : Dihidroartemisinin, Kronik Lenfositik Lésemi, Apoptoz
Sayfa Adedi 136

Danigsman . Prof.Dr.E.Umit BAGRIACIK
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ABSTRACT

In this study, we aimed to determine the effects of dihydroartemisinin (DHA) on human chronic
lymphocytic leukemia (CLL) cell lines by investigating the cell viability, apoptosis, mMRNA and
protein expression levels. PGA-1, CIl and MEC-1 human CLL cell lines were used for this
purpose. At first, the cells were treated separately and combined by DHA and Fludurabine (FLU), a
purine analogue used in the treatment of CLL, during 24, 48 and 72 hours. At the end of these
durations, it was seen that the cell viabilities determined by XTT method were decreased in a time
and dose dependent manner. IC50 values, the concentrations of drugs to cause 50% reduction in
proliferation of CLL cells, were determined from these cell viabilites. Following separate and
combined treatment of IC50 concentrations of DHA and FLU to the cells during 24 hours, the cells
were analyzed by flow cytometry to determine the effects on apopotis staining with AnnexinV-
FITC and PI. Our results showed that treatment with DHA alone and in combination with FLU
resulted in an apoptotic response in a dose dependent manner in PGA-1, Cll ve MEC-1 cells. It was
seen that DHA treatment alone was more effective than FLU treatment alone or combined
treatment with DHA and FLU. mRNA and protein expression levels of TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax
and Caspase-3 were analyzed to find out the molecular mechanisms of apoptosis by using
guantitative Real-Time PCR and Flow Cytometric methods. Caspase-3 expression was increased in
all cell lines after DHA treatment alone and in combination with FLU. It was found that members
of Bcl-2 protein family were act on the apoptotic activity after DHA treatment alone and in
combination with FLU, and Bax expression was generally increased. Starting from this point of
view, it was determined that intrinsic pathway of apoptosis was active in the apoptotic response of
PGA-1, Cll ve MEC-1 cells. According to the obtained these findings, DHA might be a potential
anti-cancer therapeutic for chronic chronic lymphocytic leukemia and therefore, determination of
the exact molecular effects of DHA with future in vivo and in vitro studies would allow us to
identify new molecular targets for the treatment of the CLL.
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1. GIRIS

Kronik Lenfositik Losemi (KLL), bati diinyas1 iilkelerinde en sik goriilen 16semi tipidir.
KLL’li hastalarin tedavisinin karmasikligi; yeni biyolojik ajanlarin ortaya ¢ikmasi,
belirleyici molekiiler belirteglerin tanimlanmasi ve minimal kalinti hastaligini (MRD)
degerlendirmek icin daha hassas ve ileri tekniklerin girisinin bir sonucu olarak son birkag
yildir 6nemli 6lglide artmistir. Ortalama tani yasi, 67 ile 72 yas arasinda degismektedir.
Erkek hastalar kadin hastalara gore daha ¢ok (1,7:1) etkilenmektedir [1, 2].

KLL, olgun B lenfositlerin malign donisiimiinden olusan bir kanserdir. Tani igin periferik
kandaki monoklonal B-lenfosit sayismin mm®*te 5000’in iizerinde olmasi ve bu
lenfositlerin akim sitometrik olarak KLL i¢in 6zgiil immiinofenotipik 6zellik tasimasi
gerekmektedir. Karakteristik immiinofenotip, CD5+, CD19+, CD20+ (disiik), CD23+, slg
(ylizey immunoglobulin, diisiik), CD79b+(diistik), FMC7-negatifligidir [1, 3, 4].

KLL’nin klinik gidisat1 heterojendir ve yillarca tedavi gerektirmeyen hastalardan, tanidan
hemen sonra tedavisi gercken hastalara kadar degismektedir. Semptomatik hastalarda
degisik diizeylerde anemi veya trombositopeni goriilebilmekte ve bazi hastalarda
lenfadenopati ve hepatosplenomegali de gorulebilmektedir [2, 5]. Bu heterojeniteyi
tanimlamak ig¢in Rai ve Binet, evreleme sistemi gelistirmislerdir [6, 7]. Buna gore
Immunglobulin Degisken Bélge Agir Zinciri (IgVH) mutasyonu olmamasi, Zeta Zinciri
Iliskili Protein 70 (ZAP70) ve CD38’in ifadelenmesi, 11q12 ve 17p delesyonu olumsuz
prognostik belirteclerdir [8].

Apoptotik programdan kagma, kanserin ayirici edici 6zelliklerinden biridir ve tedavilere
direncte 6nemli bir mekanizmay1 yansitmaktadir. KLL de apoptoz mekanizmasinin
bozukluguyla karakterizedir. KLL, kan hicrelerinin proliferasyonu ve apoptoza
ugrayabilmeleri arasindaki bir dengesizlik ile iligkilidir. Bu ylzden KLL’de apoptozu

hedef alan terapétik stratejilerin gelistirilmesi, ¢cok 6énemli bir konudur [9].

Bircok kemoterapotik ajan, bcl-2 ailesi mitokondriye bagli apoptotik yolagin protein
aktivasyonuyla hedef hicreleri 6ldirmektedir. Sitoplazmik proteinlerin bu ailesi, apoptozu
baskilayan (Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL gibi) veya apoptozu arttiran (Bax, Bak, Bad, Bid, Bim ve

Puma gibi) iiyelerin varligiyla karakterizedir. KLL’de B lenfositlerin artmis sag kaliminin,
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ozellikle apoptozu baskilayan proteinlerin ifadelenmesinde artisin ve apoptozu
arttiranlarininkinin ifadelenmesinde azalmanin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Anti-
apoptotik ve pro-apoptotik proteinlerin arasindaki dengesizligin, KLL’de apoptoza direng
mekanizmalarindan biri ve bundan dolayr KLL B hiicrelerinin uzun Omiirlii olmasini

belirleyen 6nemli bir faktdr oldugu gorilmektedir [10].

Dihidroartemisinin (DHA), artemisinin bir metabolitidir ve etkili bir anti-malaryal ajandir.
Son yillarda yapilan ¢alismalar, DHA’ nin bir¢ok farkli tiimér hiicresinde apoptotik hiicre
Olumiinti indtikledigini gostermistir [11-16]. Bununla birlikte, DHA’nin KLL hiicreleri

Uzerine anti-kanser etkisinin olup olmadigi da heniiz bilinmemektedir.

Translasyonel Olarak Kontrol Edilen Timor-iligkili Protein TCTP (gen semboli TPT1,
p21, p23, Q23, fortilin veya histamin salgilama faktorii, HRF olarak da adlandirilir),
temelde tum Okaryotik organizmalarda mevcut olan, filogenetik olarak yiiksek dizeyde
korunmus bir proteindir. TCTP birgok doku ve hiicre tipinde ifade edilir. Birgok temel
hiicre biyolojik ve hastalik siireclerine katilmaktadir [17].

TCTP’nin anti-apoptotik aktivitesi bulunmaktadir ve birgok kanserde asir1 ifade
edilmektedir. Bunun Mcl-1 ve/veya Bcl-XL ile iliskiye girmesiyle ilgisi oldugu
diistinilmektedir. TCTP, anti-apoptotik protein Mcl-1’i stabilize etmektedir ve Bcl-XL
(BCL2L1 olarak da bilinmektedir) ile etkilesmektedir. Bu yiizden 6nerilen modellerden
birisi, TCTP’nin Mcl-1 ve Bcl-XL’i aktive ederek Bax’1 inhibe etmesidir. TCTP’nin asir1
ifadesi apoptozu engellerken, TCTP diizeyinin azaltilmasi kanser hiicre dizilerinde malign

fenotipi tersine gevirmistir [18-20].

TCTP’nin, DHA’nin molekuler bir hedefi oldugu bildirilmektedir. DHA’nin; TCTP’ye
baglandigi, TCTP’nin ubikuitinlenmesini arttirdig1, proteozom-bagli bir sekilde TCTP nin
yart Omriinii kisalttigit ve bir¢cok hiicrede TCTP’nin hiicresel diizeylerini azalttigi
bildirilmektedir. DHA’nin yeni bir insan TCTP inhibitorii oldugu 6ne siiriilmektedir [21,
22].

Bu c¢alismada, Dihidroartemisin’in insan kronik lenfositik l6semi hicre serilerinde
apoptoza etkilerini imminomolekiler olarak belirlemeyi amaglamaktayiz. Bu amag

cercevesinde Dihidroartemisin, hali hazirda KLL hastalariin tedavisinde kullanilan en



etkin kemoterapoétiklerden biri olan Fludarabin ile karsilastirilacak ve sinerjistik etkilerine
de bakilacaktir.

Elde edecegimiz sonuglarla, Dihidroartemisin’in KLL’nin klinik tedavisinde olasi
potansiyel bir anti-kanser ajan olarak kullanilmasina dair yapilacak ileriki ¢aligmalar ve

etkili tedavilerin gelistirilmesi i¢in bir temel olusturmasi hedeflenmektedir.






2. GENEL BILGILER

2.1. B Lenfositler ve Gelisim Siireci

Kandaki lenfositlerin % 5-15’ini B lenfositler olusturmaktadir. Bu hiicreler dalak, lenf
bezleri, tonsiller ve mukoza ile iligkili lenfoid dokuda da bulunmaktadir. B hcreleri,
humoral immiin yanitta rol almakta ve antijenle karsilastiktan sonra yiiksek miktarda
spesifik antikor tireten plazma hiicrelerine doniismektedir [23]. Antikor Uretimine ek olarak
B hucreleri, antijen sunumu ve dizenleyici sitokin dretimi gibi normal immdin sistem
fonksiyonu icin kritik olan ¢esitli baska rolleri de gerceklestirmektedir. Ayrica her bir
fonksiyonun kapsami ve dogasi; ilgili B hiicre alt grubu, anatomik igerik ve indiikleyen
uyarinin dogasina bagli olarak degismektedir [24]. B hiicre gelisimi, segilimi ve
fonksiyonundaki bozukluklar; otoimmdinite, maligniteler, immiin yetmezlikler ve alerjiye
neden olmaktadir [23, 25].

Hematopoetik kok hiicreler, ortak lenfoid onciillere farklilasmaktadir. Ortak lenfoid
onciillerden T veya B lenfosit yoniine gelisim bazi hiicre yilizey molekiillerinden alinan
sinyaller ve bunlar aracilifiyla spesifik transkripsiyon diizenleyicilerinin indiiklenmesiyle
ortaya c¢ikmaktadir. Hematopoetik kok hiicreden ortak lenfoid onciil olusumunda
transkripsiyon faktorlerinden Ikaros ve PU.1 o6nemlidir. lkaros ve PU.1l, temel
sinyalizasyon reseptorlerinin (FIt3, c-Kit ve IL-7R alfa) ifadelenmesini dizenleyerek
lenfoid Onciillerin gelisimini kontrol etmede paralel yolaklarda rol oynamaktadir [26-29].
Tiim 6karyotik hiicrelerde oldugu gibi, B hiicre soyunun olusmasi, transkripsiyon faktorleri
ve ¢apraz diizenlemeye baghidir [30]. Dolayisiyla kazanilan B hiicre kimligi, hem bir B
hiicre transkripsiyonel programin baslamasina hem de diger immiin hiicre potansiyellerinin
kaybima yol agmaktadir [31]. B lenfosit soyu gelisiminin ana 6zellikleri; immunoglobulin
(Ig) agir ve hafif zincir lokuslarindaki gen rearanjmaninin baslamasi ve Pax5 basta olmak
tizere cesitli temel transkripsiyon faktorlerinin ifadelenmesine baghidir [32, 33]. Bir kez
ortak lenfoid progenitorler, B lenfosit yoniinde gelistiginde transkripsiyon faktorii E2A,
EBF ve Pax5’1 aktif hale getirmek i¢in kromatin isaretlerini degistirmekte ve bdoylece B
hiicreye spesifik genlerin bir kaskati aktiflesmektedir [32, 34]. Yakin zamanda yapilan
caligmalar, B hiicre gelisiminde mikroRNA’larin (MiR) 6zellikle de Mir-150’nin

dizenleyici yonlerini vurgulamistir [35, 36].



B hiicre gelisimi, antijenden bagimsiz ve antijen varligma bagimli olarak iki kisma
ayrilabilmektedir [37]. Organizmada B hucreleri, ilk olarak embriyonik donemde ortaya
cikmakta ve yolk kesesinde gelismektedir. Daha sonra karaciger ve sonra da kemik iliginde
yapilmaktadir [38]. Lenfoid kok hiicrelerden 6nce progenitér B hiicreler (pro-B) ve daha
sonra prekirsor B hucreler (pre-B) olusmaktadir. Stromal hiicreler ve gelisen B hiicre
oOnciilleri arasinda hiicre adezyon molekiilleri ve bunlarin ligandlar1 araciligiyla etkilesim
olmaktadir. Bu hiicreler biliylime faktorleri iireterek lenfosit farklilasmasi ve gogalmasini
uyarmaktadir. Onciil bir hiicrenin lenfoid seriye ydnelmesinde kilit faktdr antijen reseptor
genlerinin yeniden dlzenlenmesidir. Transkripsiyon faktorleri, B hucre 06ncullerinin
olusmasini yonlendirmektedir [39, 40]. Onctl B hicreler kemik iligindeki stromal
hiicrelerin yardimiyla immatiir B hiicre evresine ge¢mektedir. Immatiir B hiicrelerinin
matlir B hiicrelerine doniismesi ise dalak gibi periferal lenfoid organlarda
gerceklesmektedir. Bu asamada antijen bagimli kisim ortaya ¢ikmaktadir. B hiicreler,
spesifik reseptorleriyle bir antijeni tanidiklar1 zaman ¢ogalmaya baglamakta ve plazma
veya hafiza hiicrelerine farklilasmaktadir [37]. Fetal karaciger kokenli kok hiicrelerden B1-
B hiicreler olarak adlandirilan ve daha ¢ok kemirgenlerde tanimlanmis olan B hiicre tipi
gelismektedir. Dolagimda bulunan B hiicrelerinin biiyiik kismini olusturan hiicreler ise

kemik iligi kokenli kok hiicrelerdir (follikuler B hiicreleri) (Sekil 2.1) [40, 41].

Kisa omiirli
Plazma Hiicresi

Sekil 2.1. B hiicre gelisimi [42]



2.2. B Hucrelerinin Gelisim Asamalar:

2.2.1. Pro-B evresi

B-hiicre gelisiminin kemik iligine bagh erken evreleri, V(variable — degisken), D (diversity
— gesitlilik) ve J (joining — birlestirici) immunoglobulin gen segmentlerinin fonksiyonel
rearanjman siireci boyunca yapilandirilmaktadir. Agir zincirin (H —heavy chain); VH, DH
ve JH rearanjmanlariyla birlikte hafif zincir (L —light chain) gen segmentlerinin VL-JL
rearanjmanlari, 5 x 10*®’den fazla farkli antijeni tanima kabiliyeti olan antikorlar1 ifade

eden bir B hicre repertuvari olusturmaktadir [25].

Pro-B evresi, ortak lenfoid onclilden sonra ilk ortaya ¢ikan evredir. Pro-B hicreleri,
Imminglobulin = (Ig) dretmemektedir, fakat diger immatur hicrelerden ylzey
molekdllerinin CD19 ve CDI10’un pozitif olmasiyla ayrilmaktadir [43]. Transkripsiyon
faktorleri E2A, EBF ve FOXO1, gen rearanjmanmin meydana gelebilmesi i¢in V(D)J
rekombinazin RAG1 ve RAG2 bilesenleri gibi c¢esitli kilit proteinlerin ifadelenmesini
induklemektedir. RAG1(rekombinasyonu aktive eden gen 1)-RAG2 protein kompleksi,
gen segmentleri arasinda ¢ift-zincirli DNA kiriklar1 ve rekombinasyon sinyal dizileri
olarak da bilinen spesifik taninma boélgeleri meydana getirmektedir. Boylelikle E2A ve
EBF, Ig agir zincir lokusunda rekombinasyonun baslamasina izin vermektedir. E2A ve
EBF yoklugunda, B gelisiminde belirlenebilen en erken basamak olan D-Ju birlesmesi
gerceklesmemektedir. E2A ve EBF tarafindan indiiklenen bir bagka kilit protein,
transkripsiyon faktori Pax-5’dir. Pax-5, B hicre aktivator protein (BASP) olarak bilinen
proteinin bir izoformudur. Pax-5’in hedefleri; B hiicre ko-reseptor bileseni CD19 igin ve
hem pre-B hicre reseptéri hem de B hiicre reseptdriiniin bir sinyalizasyon bileseni olan
Iga icin genlerdir. Pax-5 yoklugunda B hiicre gelisimi gozlenmemektedir. Ayrica Pax-5;
pro-B hiicresinin daha ileri gelisimi i¢in ve olgun B hiicre antijen reseptérinden
sinyalizasyon icin gerekli olan bir sinyalizasyon molekilii olan B hiicre baglayici proteinin
(BLNK) ifadelenmesini de indiiklemektedir [43-45].

Ig genlerindeki ilk rekombinasyon agir zincir lokuslarinda meydana gelmektedir. Bu
rekombinasyon D ve J gen segmentlerini bir araya getirmektedir. Bu evre erken pro B

evresi olarak da adlandirilmaktadir. D-J rekombinasyonundan sonra secilen V segmenti,



DJ segmenti ile birlesmektedir. Bu evre ise ge¢ pro-B evresi olarak da adlandirilmaktadir
[45].

IgH zincirindeki V-DJ rekombinasyonu, yalnizca adanmis B lenfosit prekiirsérlerinde
meydana gelmektedir ve Ig ifadelenmesinde kritik bir olaydir. Terminal deoksinikleotidil
transferaz (TdT) enzimi, en belirgin olarak bu asamada ifade olur. Tdt, V(D)J
rekombinasyonu siiresince lenfosit antijen reseptorlerinin gesitliligini meydana getirmede
baslica rol oynayan bir DNA polimerazdir. TdT, rearanje olmus gen segmentlerinin
arasindaki baglantilarda nontemplate niikleotitleri (N-nukleotitler) eklemektedir. Gelisim
strecinde ifadelenmesi azalarak hafif zincirin V-J rearanjmani tamamlanmadan Once
durmaktadir. Bu sebeple niikleotid eklenip cikarilmasiyla olusan bileske cesitliligi agir
zincirde daha belirgindir [43, 46, 47].

Agir zincir C bolgesi eksonlari, uzak ugtaki J segmentleri ve ve J-C intronunu kapsayan
DNA ile VDJ kompleksinden ayr1 kalmaktadir. Rearanje olmus Ig agir zincir geni, rearanje
olmus VDJ kompleksini ve Cp eksonlarimi igeren bir primer transkript yapmak icin
kopyalanmaktadir. Cu niikleer RNA, ardisik iki poliadenilasyon bélgesinden birinin asagi
yonunde kesilmektedir ve poli-A kuyruklari denilen bir¢ok adenin niikleotiti, 3" uca
eklenmektedir. Bu niikleer RNA, intronlarin ¢ikartilip eksonlarin birlestigi bir RNA
islenme siireci olan ug birlestirmeye (splicing) ugramaktadir. Yaklasik olarak tiim pro-B
hiicrelerinin yarisi, en az bir kromozomda Ig H lokusunda verimli rearanjmanlar
yapmaktadir ve bodylece p agir zincir proteinini sentezlemeye devam edebilmektedir.
Yalnizca iiretken rearanjmanlar yapan hiicreler sag kalmakta ve daha ileri diizeyde

farklilasmaktadir [43].

2.2.2. Pre-B evresi

Bir kere fonksiyonel bir Ig p rearanjmani yapildiginda, bir hiicrenin pro-B hicre olarak
adlandirilmas1 bitmekte ve pre-B evresine farklilagmaktadir. p, yedek (surrogate) hafif
zincirler (A5 ve V pre-B) ve sinyal iletim proteinleri Iga (CD79a) ve IgB (CD79b); pre-B
hiicre reseptori  (pre-BHR) olarak bilinen B soyunun pre-antijen reseptorini
olusturmaktadir (Sekil 2.2). Pre-BHR kompleksinin olugsmasi, B hiicre gelisimi agisindan
onemli bir kontrol noktasidir. Pre-BHR kompleksi, hiicrenin sag kalimi ve proliferasyonu

icin sinyalleri iletmektedir [48, 49].



lgoe

Sekil 2.2. Pre-B hiicre reseptori [43]

Bruton tirozin kinaz (Btk) denilen bir kinaz, pre-BHR ’nin agag1 yoniinde aktive olmakta ve
pre-B hiicre evresinde ve sonrasinda sag kalim, proliferasyon ve olgunlagsmaya aracilik
eden bu reseptdrden gelen sinyallerin dagitimi i¢in gereklidir. Insanlarda BTK genindeki
mutasyonlar, B hiicre olgunlasmasinda bir bozuklukla karakterize X'’e bagl

agammaglobulinemi denilen hastaliga neden olmaktadir [50-52].

Pre-BHR kompleksinin herhangi bir bileseninin eksikligi, in vivo kosullarda B hiicre
gelisimini durdurmaktadir. Bu evrede hiicreler, boyutlar1 ve hizli proliferasyonlarindan
dolay1 biiyiik pre-B hiicreler olarak adlandirilmaktadir. Pre-BHR sinyalizasyonunun bir
baska onemli roli, ikinci IgH allelinde Vy ile DJy rekombinasyonunu inhibe etmek ve
allelik diglamayi olusturmaktir. Allelik dislama, B hiicre farkliligmasindaki bir ara basamak
ve hiicre yiizeyinde ifade edilen tek bir Ozgiillikte BHR’nin saglanmasi i¢in bir
mekanizmadir  [53-55]. RAG proteinlerinin  ifadelenmesi, daha baska IgH
rekombinasyonunu Onlemek icin buyiuk pre-B hiicrelerde durmaktadir. Proliferasyon
evresinden sonra hucreler, kiiglk pre-B hiicre evresinde G1 fazinda tutulmaktadir. Yedek
hafif zincirin ifadelenmesi bu evrede durmaktadir. RAG proteinleri, fonksiyonel hafif
zincir genlerini tretmek icin A allellerini takiben « allellerinde immiinoglobulin hafif zincir

gen rearanjmanini baglatmak i¢in yeniden ifadelenmektedir [53].
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Bir « proteinin yapimini, A rearanjmani Onlemektedir ve A rearanjmani, yalnizca «
rearanjmant verimli degilse ya da self-reaktif « hafif zinciri g¢ikarilmissa meydana
gelmektedir. Sonug olarak tek bir B hiicre klonu, iki hafif zincir tipinden yalnizca bir
tanesini ifade edebilmektedir; bu olaya hafif zincir izotip dislamas: denilmektedir. Agir
zincir lokusunda oldugu gibi k¥ veya A’nin ifadelenmesi, allelik olarak dislanmaktadir ve
herhangi bir zamanda iki parental kromozomdan yalnizca birinden baslamaktadir [43, 56].

Agir ve hafif zincirlerin basarili bir sekilde bir araya gelmesi, hiicre yiizeyinde tam bir IgM
molekiiliinii olusturacaktir. Fonksiyonel BHR nin bagaril1 bir sekilde ifadelenmesi, B hiicre

gelisimindeki bir bagka 6nemli kontrol noktasidir [53].

2.2.3. immatiir B hicreleri

Olusan IgM molekiilleri, Iga ve IgP ile iliskili olarak antijenler icin spesifik reseptorler
olarak fonksiyon gordukleri hiicre yizeyinde ifade edilmektedir. IgM ifade eden B hiicresi,
Immatiir B hiicresi olarak adlandirilmaktadir. iImmatiir B hiicreleri antijenlere yamt olarak
cogalmamakta ve farklilasmamaktadir [43]. Eger kemik iliginde ylksek aviditeyle
antijenleri tanirlarsa, B hiicrelerde reseptorlin dizeltilmesi (receptor editing) ya da hiicre
olimii olmaktadir. Otoreaktif olmayan bir BHR ifade eden immatlr B hiicreler, kemik
iliginden ayrilmakta ve diger periferal lenfoid organlara go¢ etmeden Once dalakta

olgunlagmalarini tamamlamaktadir [57, 58].

2.2.4. Matir B hcreleri

Matlr B hicreleri, BHRlerin es antijen-baglanma bdlgerine sahip ve her ikisi de Iga ve
IgP sinyalizasyon alt birimleriyle iliskili, fakat membrana bagli agir zincir izoformlari

acisindan farklilik gésteren IgM ve IgD tiplerini ifade eden B lenfositlerdir [59].

B hiicreleri, iki soya ayrilabilmektdir: B-1 ve B-2. Kesin kokenlerinden bagimsiz olarak
her soyun olusumlarindaki farkliliklari, antijen reseptor ¢esitliligi ve anatomik olarak
bulunduklar1 yerlerin farkliliklarini yansitan hiimoral immiinite de farkli ama Ortiisen
rolleri bulunmaktadir [24]. Fetal karaciger kokenli kok hiicrelerden gelisen bir¢ok B
hiicresi, B1 soyuna farklilagsmaktadir. T hiicre bagimsiz immiin yanitlardan sorumludur.

Bircok murin B-1 hiicresi, CD5 molekiluni ifade etmektedir. Eriskinlerde ¢ok sayida B-1
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hicresi, periton ve mukozal bdgelerde kendini yenileyen bir popilasyon olarak
bulunmaktadir. Dogumdan sonra kemik iligi prekiirsorlerinden meydana gelen B
lenfositler, B2 soyuna neden olmaktadir. B lenfositlerin baglica 2 alt grubu B2 B hiicre
prekulrsorlerinden kaynaklanmaktadir. Folikiiler B hiicreleri; resirkiile olan lenfositlerdir.
Marjinal zon B (MZB) hiicreleri ise kemirgenlerin dalaginda bol miktarda bulunmaktadir,
bununla birlikte insanlarda lenf nodlarinda da bulunabilmektedir [43, 60].

Marjinal zon B hiicreleri, tercihen bakterilerin hiicre duvar bilesenleri gibi kan yoluyla
gecen antijenlere baglanan BHR’lerini tagimaktadir. Patojenle iliskili molekiiler paternlerin
(PAMP’lar) taninmasiyla indiikklenen Toll-benzeri reseptor (TLR) sinyalleriyle MZB
hiicreleri, hizl1 bir sekilde IgM salgilayan plazma hiicrelerine doniismekte ve dalaga ulasan
patojenlere karsi ilk savunma hattin1 olusturmaktadir. B hiicre folikiillerinde bulunan B
hicrelerin (“folikiler B hicreleri”) aktivasyonu, sekonder lenfoid organlarin B hiicre
folikiillerine antijenlerin taginmasini gerektirmektedir. Antijenin taninmasi ve aktivasyonu
izerine folikiiler B hiicreleri, CD40L ve sitokinler seklinde yardimer T hiicreler tarafindan
saglanan ek aktivasyon sinyallerini almak ic¢in yardimci T hiicrelerine MHC 1I ile
antijenlerini sunmaktadir. Bu B-T etkilesimleri, aktif hale gelmis folikiiler B hiicrelerin
germinal merkezleri (GM) olusturan hizli bir sekilde boliinen blastlara farklilasmasini

arttirmaktadir [61].

GM’ler, ikincil lenfoid organlarda farkli bolgelerdedir ve baslica boliinen B hiicreleri,
folikiler Tfh hicreleri, folikller dendritik hiicreler (FDH’ler) ve koyu bdlge stroma
hiicrelerinden olusmaktadir. Germinal merkez i¢inde, hizlica prolifere olan B hiicrelerin
yogun bir sekilde bulundugu “koyu boélge” bulunmaktadir. “Sentroblastlar” olarak da
adlandiran bu prolifere olan germinal merkez B hiicrelerinin iki katina ¢ikma siiresi, 6 ile
12 saat arasindadir, boylece bir hiicre bir haftada 5000 kadar yeni B hiicresi
Uretebilmektedir. “Sentrositler” denilen germinal merkezde prolifere olan bu yeni B
hicreleri, “agik bolge”de farklilasma ve seleksiyon siireglerine ugrayan daha kiigiik
hicrelerdir [62-64].

Ikincil lenfoid dokularda antijenle indiiklenmis B hiicre aktivasyonu ve farklilasmasina,
GM reaksiyonuna sebep olan gen ifadelenmesindeki dinamik degisiklikler aracilik
etmektedir. GM reaksiyonu; klonal genisleme, izotip doniisiimii olarak da bilinen IgH

lokusunda smif doniisimU rekombinasyonu, VH genlerinin somatik hipermutasyonu
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(SHM) ve affinite olgunlagsmasi araciligiyla bir BHR’nin 0zgln antijenik epitopu igin
affinite artisinin secilimi ile karakterizedir. Se¢ilimi basar1 ile gecen hiicreler, yliksek
afiniteli antikor lireten, uzun Omiirlii olan plazma hiicrelerine veya hafiza hiicrelerine

farklilagsarak dolasima gegmekte ve tiim lenfoid sisteme yayilmaktadir [42].

Smif dontsimi rekombinasyonu ve somatik hipermutasyona, aktivasyonla indiklenen
sitidin deaminaz (AID) olarak belirtilen bir enzimin aracilik ettigi gosterilmistir.
Beklendigi gibi B hiicre AID ifadelenmesi, germinal merkezlerde indiiklenmektedir [65].
Bu sebeple AID eksikligi olan hastalar, hafiza B hiicreleri ve uzun émiirlii plazma hiicreleri
gelistiremediklerinden dolay1r hiper IgM sendromu ve primer immiin yetmezlik

gecirmektedir [66].

2.3. Apoptoz

Hicre 6lum tiplerinden bir olan apoptoz kelimesi, eski Yunanca’da “bir ¢igcekten petallerin
diismesi” yada “sonbaharda agagtan yapraklarin dokiilmesi” anlammi tasimaktadir.
Apoptoz terimi ilk defa 1972’de John Kerr tarafindan tanimlanmistir ve bir hiicreden
“apoptotik cisimler”in olmusmasinin morfolojik 6zelligini ifade etmektedir [67]. Apoptoz,
normal olarak gelisim ve yaslanma boyunca ve dokulardaki hiicre popiilasyonlarini
korumak icin homeostatik bir mekanizma olarak meydana gelmektedir. Ayrica apoptoz,
immiin reaksiyonlar gibi bir savunma mekanizmasinda ya da hiicreler hastalik veya zararli

ajanlar ile hasara ugradigi zaman meydana gelmektedir [68].

Apoptoz; sitoplazma, ¢ekirdek ve hiicre zarmi ilgilendiren farkli bir grup biyokimyasal ve
fiziki degisiklerle 1ilisikidir. Apoptozun baglarinda, hiicreler yuvarlanmakta, komsu
hicrelerle baglantilarini kaybetmekte ve buzilmektedir. Sitoplazmada, endoplazmik
retikulum sisternalar, vezikiiller ve vakuolleri olusturmak i¢in genislemektedir. Cekirdekte,
kromatin yogunlagmakta ve yogun kompakt kiitlelere kiimelesmektedir ve endontkleazlar
tarafindan interniikleozomal olarak parcgalara ayrilmaktadir. Apoptotik hiicrelerin DNA’s1,
agaroz jel elektroforezinde merdiven basamagina benzer tipik “DNA Ladder” olugumuyla
analiz edilebilmektedir. Cekirdek de hiicre gibi biiziiserek kivrimli hale gelmekte ve olusan
apoptotik cisimlerin kapsaminda olan ¢esitli pargalara ayrilmaktadir [69]. Apoptoz
sirasinda apoptotik hiicrelerin membranlarinda da degisimler olmaktadir. En belirgin

degisim normalde hiicre zarmmin sitoplazmik yizeyinde yer alan negatif yuklu
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fosfotidilserin birimlerinin hiicre zarinin dig yiizeyine ¢ikmasidir. Bunun sonucunda
kollektin (C1q) adi verilen gesitli proteinler apoptotik hiicre zarina baglanmaktadir. Ayrica
normalde hiicre zarinda gizlenmis olan N-asetil glikozamin ve N, N-diasetilsitabroz
molekiilleri apoptozda agiga ¢ikmakta ve makrofajlar tarafindan taninmaktadir [70]. Hiicre
zarmin aktif ve kivrik olmasi ve son olarak yiizeyde ¢ikinti halini almasiyla zarda htcre
baglantilar1 bozunmaktadir. Hiicreler, c¢esitli boyutlarda apoptotik cisimler olarak
tanimlanan “paketlenmis”™ hiicresel icerikleri kapsayan bir¢ok zar kiiresinin uzaklagsmasina
neden olan gosterigli bir yolla parcalanmaktadir. Apoptotik cisimler, fagositik hiicreler

tarafindan taninmakta ve fagosite edilmekte, fakat enflamasyon olmamaktadir (Sekil 2.3)
[69].
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Sekil 2.3. Apoptoz

Intrinsik ve ekstrinsik olmak tizere iki apoptoz yolagi, memeli sistemlerinde tanimlanmistir
[71-73]. Her iki yolakta sinyalizasyon, 6len hiicreyi par¢alamak ve ortadan kaldirmak i¢in
proteolitik bir kaskatta rol oynayan kaspazlar denilen bir sistein proteaz ailesinin
aktivasyonuna neden olmaktadir (Sekil 2.4) [74].
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Sekil 2.4. Intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklari

2.3.1. intrinsik apoptoz yolag:

Intrinsik yolak, mitokondriyal apoptoz yolagi olarak da ifade edilmektedir, ¢Unki
mitokondriyal intermembran alandan pro-apoptotik faktorlerin salinimini gerektirmektedir,
burada kilit rol oynayan sitokrom c’dir [72]. Intrinsik yolak, gelisimsel olarak kontrol
edilen ve genotoksik ajan aracili apoptozda etkin hale gelmekte ve Bcl-2 ailesi tarafindan
dizenlenmektedir. Bcl-2 ailesi, {i¢ alt aileden olusmaktadir: pro-apoptotik yalnizca BH3
bolgesi iceren Uyeler (Bim, Bid, Puma, Noxa, Hrk, Bmf ve Bad), pro-apoptotik efektor
molekdller (Bax ve Bak) ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri (Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1 ve
Bcl-B). Saglikli hiicrelerde Bax/Bak etkisi, anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri tarafindan
durdurulmaktadir. Bir apoptotik uyarana yanit olarak (gelisimsel belirti, biiyiime veya sag
kalim faktoriiniin eksikligi veya genotoksik ajan) yalmizca BH3 bolgesi iceren iiyeler,
transkripsiyonel veya posttranskripsiyonel olarak yukart dogru regile edilmektedir. Aktif
hale gelen yalnizca BH3 bolgesi igeren proteinler, Bak ve Bax iizerine etki etmekte veya
anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerini antagonize etmektedir [73]. Bax, bir timor baskilayici
gen olan p53 tarafindan diizenlenmektedir. Bir kez aktif hale geldiginde Bax ve Bak
oligomerize olmakta ve bu da mitokondriyal dig membran permeabilizasyonuna (MOMP)

neden olmaktadir. MOMP, intrinsik apoptoz olayini tanimlamakta ve geri doniis noktasinin



15

olmadigimi disiindiirmektedir. Permeabilizasyon; sitokrom c, ikinci mitokondri kokenli
kaspaz aktivatori SMAC ve Omi gibi intermembran proteinlerinin salinimina imkan
vermektedir [75]. Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktor-1) ile birlikte sitokrom c,
dATP/ATP-bagimli bir yolla bir apoptozom denilen bir kompleks olusturmaktadir.
Apoptozomun bilesiminin biyokimyasal analiziyle birlikte X-1s1n1 yapisi, Apaf-1’in ADP
ile bir kompleks halinde bir otoinhibitér formda bulundugunu gostermistir. Apaf-1’e
sitokrom c’nin baglanmasi, dATP (ATP) ile ADP’nin yerini degistirmektedir. dATP
(ATP)’ye bagl Apaf-1, sitokrom c ile birlikte bir heptamerik kompleks olusturmaktadir.
Bu komplekse monomerik prokaspaz 9 da katilmakta ve bir dimer olusturmaya yardim
etmektedir. Sonra bu, aktif heterotetramerik bir kompleks olusturmak i¢in otokatalitik
kesime ugramaktadir. Daha sonra aktif hale gelmis gelmis kaspaz 9 kesilmekte ve kaspaz
3’0 aktif hale getirmektedir. [72, 73, 76, 77]. Aktif kaspaz-3’de apoptozun gergeklesmesi
icin 1300°den fazla substratin kesilmesine neden olmaktadir. Ornegin, ICAD (kaspazla
aktive olan DNaz inhibitotii), apoptotik DNA fragmentasyonu i¢in CAD’in (kaspazla
aktive olan DNaz) serbestlesmesi amaciyla, PtdSer maruziyeti icin ATP11A/11C ve XKR8
ve apoptotik membran ¢ikintilari igin ROCK1 kesime ugramaktadir (Sekil 2.5) [73].

Pro-apoptotik
Anti-apoptotik bazlanolar effekicrler
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Sekil 2.5. Bcl-2 ailesi tyeleri [78]
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2.3.2. Ekstrinsik apoptoz yolagi

Ekstrinsik yolak, hiicrenin disinda hiicre dist ¢evredeki kosullar bir hicrenin 6lmesi
gerektigine karar verdiginde meydana gelmektedir. Tetikleyen uyaran ve katilan
bilesenlerin dogasina gore apoptoz yolaklar1 iki tip olabilmektedir, birine reseptor
sistemleri katilmakta ve digeri sitotoksik stres ile tetiklenmektedir [79]. Transmembran
reseptor aracili etkilesimler, tiimor nekroz faktori (TNF) reseptér gen slperailesinin
uyeleri olan 6lum reseptorlerini icermektedir. TNF reseptor ailesinin Uyeleri, sisteinden
zengin ayni hiicre dis1 bolgeleri paylagsmaktadir ve “6lim domaini” denilen yaklasik 80
amino asitlik bir sitoplazmik bolgeye sahiptir. Bu 6lum domaini, hiicre yuzeyinden hiicre
ici sinyalizasyon yolaklarina o6liim sinyalini iletmede kritik bir rol oynamaktadir. Bu
zamana kadar en iyi tanimlanan ligandlar ve bunlara uygun olim reseptorleri; FasL/FasR,
TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5’dir [80]. Oliim reseptor yolagi,
FasL (CD95L olarak da bilinmekte) ve TRAIL (APO-2L olarak da bilinmekte) gibi bir
olim ligandinin sirasiyla spesifik bir transmembran 6lum reseptéri Fas (APO-1/CD95
olarak da bilinmekte) ve oOliim reseptorii 4 ve/veya 5’e¢ (DR4, DRS) baglanmasiyla
tetiklenmektedir. Sitozolik Fas ile iligkili 6liim domaini adaptor proteininin (FADD,
MORT1 olarak da bilinmekte) ligand baglanmis 6liim reseptorlerine baglanmasindan sonra
baslatic1 prokaspaz-8 ve/veya -10, 6lumu indukleyen sinyal kompleksi (death-inducing
signaling complex: DISC) olusumunu tamamlamak i¢in FADD’a baglanmaktadir. Bir kere
kaspaz-8 FADD ile etkilestiginde, yiiksek kaspaz-8 lokal konsantasyonu, otoproteolitik
yikim ve aktivasyona neden olmaktadir. DISC, kaspaz-8’e homolog bir inhibitor olan c-
FLIP (Cellular FLICE-inhibitory protein) tarafindan regiile edilmektedir [81-83]. Aktif
hale gelen baslatict kaspazlar, efektér kaspazlar-3, -6 ve -7°yi kesmekte ve
aktiflestirmektedir. Efektor kaspazlar bir kere aktif hale geldiginde, sonunda hiicre
Oliimiine neden olan genis bir hiicresel hedef spektrumunun proteolitik par¢alanmasindan
sorumludur [84, 85]. Ek olarak kaspaz-8 ve -10, sitozolik BH3 ile etkilesen domaine sahip
6lum agonisti (Bid) proteinini de kesmektedir [86]. Olusan C-terminal fragman t(c)Bid,
mitokondriye baglanmakta, mitokondriyal sitokrom-c’nin ve diger pro-apoptotik

mitokondriyal proteinlerin sitoplazmaya ¢ikisini indiiklemektedir [87-89].
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Apoptozun ekstrinsik yolaklardan birisi de sfingolipid aracili regiilasyonudur.
Sfingolipidlerin, plazma membranindaki ilk apoptotik olaylarda oOnemli rolleri
bulunmaktadir. Sfingomiyelinazin aktivasyonuyla sfingomiyelinden meydana gelen
seramidin 6zellikle TNFa ve Fas ligand aracilifiyla ¢esitli apoptotik uyarilart indiikledigi
gosterilmistir. Seramid ve Kkataboliti sfingozin, hiicre proliferasyonunun negatif
diizenleyicileri olarak rol oynamakta ve Bid yapimini artirarak apoptozu tetiklemektedir
[90, 91].

Ayrica granzim B ile indiiklenmis hiicre oliimii de, karakteristik olarak sitotoksik T
lenfositler (STL’ler) ve dogal oldiiriicii (Natural Killer: NK) hticreler tarafindan patojenle
enfekte ve tiimor hiicreleri gibi zararli hedef hiicreleri yok etmek igin kullanilan baglica
mekanizma olarak incelenmistir. Granzim B ve perforin, STL’ler ve NK hiicrelerinin salgi
graniillerinde depolanan serin proteazlardir. Hedef hilicrenin taninmasindan sonra granzim
B, immdinolojik sinapsa perforin gibi diger graniil proteinlerle birlikte salinmaktadir.
Perforinler, hedef hiicrenin membraninda delikler agmaktadir. Granzim B’de kaspazlarin

aktivasyonundan sonra DNA fragmantasyonu sonucu apoptoza sebep olmaktadir [79].

2.4. KLL

2.4.1. Sikhk

Kronik Lenfositik Losemi (KLL), Bat1 Diinyasi’nda en yaygin goriilen erigkin 10semidir;
tim 16semilerin neredeyse %25’ini ve tiim kanserlerin de %1.3’linli olusturmaktadir.
Insidansi, Asyal1 kisilerde énemli 6l¢iide daha azken, Polonya ve Alman Yahudileri’nde
daha fazladir [2]. Kronik lenfositik 16semi, agirlikli olarak yash bireyleri etkilemektedir,
hastalarin %70’inden fazlas1 65 yas Ustlidiir; tanida ortalama yas 72’dir. Erkekler ve
beyazlar, kadinlar ve diger irklara gore daha fazla etkilenmektedir (kadin-erkek orani; 1,5-

2,1 arasindadir) [92, 93].

2.4.2. Tam

Kronik lenfositik 16semi (KLL); kan, kemik iligi ve sekonder lenfoid dokularda kiigiik,
olgun neoplastik lenfositlerin birikimiyle karakterize olan ve lenfositoz, kemik iliginde

hiicre infiltrasyonu, lenfadenopati ve splenomegali ile sonuclanan CD5*B hiicrelerinin bir
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malignitesidir.  Etiyolojisi hala bilinmemektedir. Genetik faktorlerin, KLL’nin
gelismesinde onemli rolt olabilmektedir [5, 94]. KLL tanis1 igin, periferik kanda en az 5 x
10° B lenfosit/L (5000/ul) olmasi ve dolasimdaki B lenfositlerin klonalitesinin, akim
sitometriyle dogrulanmasi gerekmektedir. KLL de B hicrelerin monoklonal popilasyonu;
CD5, CD19, CD20 ve CD23’l ifade etmekte ve yuzey IgM, IgD, CD20 ve CD79b’in
dizeyleri, normal B hiicrelerde bulunanlarla karsilastirildiginda tipik olarak disiiktiir.
Lésemi hiicrelerinin her bir klonu, kappa ya da lambda immunoglobulin hafif zincirlerden
birini ifade etmektedir. Bu belirteclerin ifadelenmesinin yogunluguna dair varyasyonlar
olabilmekte ve bu durum, KLL igin klinik ¢alismalarda bir hastanin dahil edilmesine engel
olmamaktadir [94].

2.4.3. Klinik seyir ve prognostik faktorler

KLL’li hastalarmin ¢ogunlugu asemptomatik olup, uzun yillar boyunca herhangi bir
tedaviye ihtiya¢ duymayabilmektedir. Bununla birlikte bazi hastalarda, daha agresif bir
klinik seyir ve daha kisa sag kalim goriilmektedir [95]. Sessiz hastaligi olan yash
hastalarda sag kalim, ¢ogunlukla KLL dis1 nedenlere baglidir. Oysa ileri evre ya da hizla
ilerleme bulgular1 var olan gen¢ hastalarda beklenen sagkalim siiresi kiiratif tedavi
yaklagimi olmamas1 nedeniyle oldukca kisadir. Tan1 aninda ortanca yagam siiresi 1 y1l ile
10 yildan uzun siire arasinda degiskenlik gostermekle birlikte, olgularin biiyiik
cogunlugunda bu siire 7.5 ile 10 y1l arasinda degismektedir [96].

Immiinoglobulin agir zincir degisken gen bolgesi (IGHV) mutasyon durumu, CD38,
CD49d ve ZAP-70 asir1 ifadelenmesinin biyolojik Onemiyle iligkili yapilan c¢esitli
caligmalar, hastaligin ilerlemesi ve sag kalim agisindan hastalarin tanimlanmasina imkan
saglamistir [97-100]. Bununla birlikte, bu 16semik hiicreler tarafindan kullanilan B hiicre
antijen reseptoriiniin yapis1 ve fonksiyonuna dair ¢aligmalar, bu hastaligin biyolojisinin

tanimlanmasina yardimci olmustur [101-103].

ZAP70, T ve NK hicrelerindeki en dnemli sinyalizasyon molekulidir ve dalak tirozin
kinaza (spleen tyrosine kinase: SYK) yapisal olarak homologtur. ZAP70, B hiicre
reseptorlerinin sinyalizasyonunu arttirmaktadir ve yiiksek diizeylerde ZAP70 ifade eden

hiicrelere sahip hastalarda daha agresif bir hastalik seyri goriilmektedir [104, 105].
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Yuksek CD38 ifadelenmesi olan hastalar da hastaligin daha hizli ilerledigi ve daha kisa bir
yasam siiresi goriilmiistiir [106]. CD38, KLL mikrogevresinin hiicreleri tarafindan ifade
edilen bir hiicre adezyon molekiilii olan CD31’in baglanmasiyla B hiicre etkilesimleri ve
farklilasmasini  destekleyen bir yiizey molekilidir [107, 108]. CD38’un, adenozin
difosfat-riboz siklaz aktivitesi bulunmaktadir ve belli kosullar altinda B hiicre
reseptorlerinin sinyalizasyonunu arttirmakta ve B hiicrelerinin apoptozunu diizenleyen
sinyalleri dogurmaktadir [108, 109].

CD49d; a4p1 integrin, CD49d/CD29 veya cok gec antijen 4 (very late antigen 4: VLA-4)
olarak da bilinmektedir. CD49d’nin ifadelenmesi, KLL ldsemik htcrelerinin mikrogevre
ile aracili proliferasyonunu arttirmaktadir. CD49d proteininin yiiksek diizeyleri, hastaligin

daha hizli ilerlemesi ve daha kisa bir sag kalim ile iligkili bulunmustur [110, 111].

IGHV gen mutasyonlar1 analizleri, somatik mutasyonlu ve somatik mutasyonsuz olmak
tizere KLL’ nin iki farkli kategorisini ortaya ¢ikarmistir [97, 106, 112]. Bu calismalarda,
birgok benzer germ hatti geninden >%2’lik farkliliklart olan IGHV gen dizileri,
“mutasyona ugramis” olarak disliniilmektedir. Germ hatt1 geninden <%2 farliklilik
gosteren IGHV gen dizileri ise “mutasyona ugramamis” olarak diistiniilmektedir [112].
Mutasyona ugramamis bir IGVH’1 ifade eden KLL hiicreleri, bir immiin yanit boyunca B
hiicrelerinin immunoglobulin degisken bdlgelerinde somatik hipermutasyonun ve
seleksiyonun meydana geldigi yer olan germinal merkezlerde diferansiasyona ugramamis
bir B hiicresinden koken almaktadir. Mutasyona ugramis IGVH’1 olan KLL hiicreleri,
antijene karsi bir immun yanit boyunca normal B hiicrelerinde olana benzer sekilde
somatik hipermutasyona ve bazi durumlarda da immunoglobulin izotip degisimine ugramis
immunoglobulini ifade eden post-germinal merkez B hicresinden meydana gelmektedir
[113]. KLL’yi karakterize etmek icin hicre ylzey immunoglobulinlerini bilmek de
onemlidir, ¢linkli anormal B hiicrelerinin kdkeni hakkinda bilgi vermektedir. [gM ve IgD,
baslica IGHV-mutasyona ugramamis B hiicrelerinde bulunmaktayken IgA ve IgG, sinif
doniisiim rekombinasyonu gegiren daha olgun hiicreler olan IGHV-mutasyona ugramis B

hlicrelerinin 6zelligidir [114] (Sekil 2.6).



20

CD5" .
B hiicre -,\

— Lenf Nodu

\EE
Seruf doniyims
rekombinasyenn

=
@

Evat

Hayir

—

r L i

* 1
JGHV- mutasyonsuz JGHV- mutasvonls JGHV- mutasyonls
IgD TeM* IgDTgM" IgAgG"

Sekil 2.6. B-KLL hiicrelerinin kokenleri [5]

Somatik mutasyonlarin, IGHV gen alt gruplart arasinda esit oranda olustugu
g6zikmemektedir, daha ziyade bir mutasyon hiyerarsisi goriilmektedir (IgHV3> IgHV4>
IgHV1). Tek tek IgHV genleri géz onilinde tutuldugunda farkliliklar ¢ok daha carpici
olmaktadir. IgHV1-9, ¢ok az mutasyon tasimaktayken, tersine IgHV3-07, IgHV3-23 ve
IgHV4-34 yiksek bir mutasyon yiikii gostermektedir. Bu farkliliklar; KLL onciillerinin,
l6semik doniisimden oOnce farkli antijen tipleri tarafindan farkli uyarilar aldigmi ve
onciillerin 16semik hiicrelere olgunlagsmanin farkli evrelerinde doniistiigliniin belirtisi
olabilmektedir [112]. Yapilan ¢esitli galismalar, mutasyona ugramis IGHV geni tasiyan
hiicrelere sahip KLL hastalarinin kemoimmiinoterapiye daha iyi yanit verdigini, oysaki
mutasyona ugramamis IGHV geni tasiyan hiicrelere sahip KLL hastalarinin tedavi igin
daha kisa siireleri, daha fazla kemoterapiye diren¢ ve daha az sag kalim oranina sahip

olduklarini gostermistir [106, 115, 116].

B hiicre reseptorii; bir ligand bagimli transmembran immiinoglobulin molekiilii (IgA, IgD,
IgE, 1gG veya IgM’den biri) ve Iga (CD79A olarak da bilinmektedir) — IgB (CD79B olarak
da bilinmektedir) sinyalizasyon heterodimerinden olugmaktadir. Normal B hiicreleriyle
karsilagtirildiginda disiik diizeylerde olmakla beraber KLL hiicreleri, IgD ve IgM’yi
birlikte ifade etmektedirler; KLL vakalarinin ¢ok az bir yiizdesi, en yaygin IgG olmak

tizere sif donlisimli izotipleri ifade etmektedir. CD79A ve CD79B molekdlleri,
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immunoreseptor tirozin temelli aktivasyon motiflerini icermektedir, bunlar yizey
immiinoglobulinin ¢apraz baglanmasini takiben fosforillenebilmekte ve boylelikle B hiicre
reseptori (BHR) sinyalizasyonu tetiklenmektedir. Fonksiyonel bir BHR, olgun B
hiicrelerinin sag kalimi i¢in gereklidir ve KLL gibi bir¢ok olgun B hiicre malignitesinde
korunmaktadir [5]. KLL’ye dair kanitlar, in vivo olarak B KLL hiicrelerinin yiizey
immiinoglobulinlerinin otoantijen ile baglandigi, bununda yapisal BHR sinyalizasyonuna
neden oldugunu gostermektedir [117, 118]. Bu etkilesimin 6nemi, diger reseptorlerdeki
etkilerin bir roli olmakla beraber, BHR sinyalizasyonunu bloke eden kinaz inhibitdrlerinin
klinik basarisiyla vurgulanmaktadir [119]. Birgok kanser gibi KLL ve BHR
sinyalizasyonunun sonucu, artmis B hiicre aktivasyonu ile B hiicre anerjisi arasinda
degismektedir. Anerjiye neden olan BHR sinyalizasyonu, ¢ok da iyi tanimlanamamuistir,
fakat genel anlamda B hiicre aktivasyonuyla iliskili olan yolaklarin yalnizca kismi
aktivasyonuyla birlikte inhibitér molekiillerin ¢apraz aktivasyonuna yol agtigi
gOzikmektedir [120] BHR sinyalizasyonuna katilabilen dnemli bir molekiil, inozitol lipid
fosfataz SHIP1 dir. SHIP1, tirozin-protein kinaz LYN tarafindan aktif hale gelmektedir ve
hem devamli olarak baglanan reseptorlerde ve hem de uzaktaki baglanmamis BHR’lerde,
fosfoinozitid 3-kinaz (PI3K) aktivitesini engellemesiyle B hiicre aktivasyonunu
kisitlayabilmektedir, boylece bunlari uyariya karsi duyarsiz hale getirmektedir [121, 122].
Artmis B hiicre aktivasyonu, mutasyonsuz IGVH’1 ifade eden KLL’de daha yaygin
g6zlenmektedir, oysaki anerji, mutasyonlu IGVH’1 ifade eden KLL vakasinda daha fazladir
[123]. Hiicrelerin kaderi (anerjiye karsilik aktivasyon), KLL hiicrelerini olusturabilen
hiicre tiplerinin DNA metilasyon paternlerinin farklilik gosterdigi ve muhtemelen
otoantijenlere farkli olarak yanmit verdikleri i¢in KLL hiicresinin kokeninden
etkilenebilmektedir [124]. Bunlarin disinda BHR; o4B1 integrin gibi integrinleri i¢eren
baska hiicre yiizey reseptorlerinin aktivitesini koordine etmektedir. BHR stimilasyonu,
KLL hiicrelerinin fibronektin ve vaskiiler hiicre adezyon proteini 1 gibi 04p1 integrin
substratlarina adezyonunu arttirabilmektedir [125]. Buna karsilik CXC-kemokin reseptori
(CXCR4), BHR angajmani (ligandlara kilitlenmesi) ile azalarak diizenlenmektedir ve her
ikisi ~ “icten-disa” sinyalizasyonu tetikleyebilmektedir, bu da 4Pl integrin’in
aktivasyonuna neden olmaktadir. BOylelikle, lenfoid dokuda karsilagilan taninmis antijen,
muhtemelen KLL hucrelerinin adezyonunu ve gocini etkilemektedir [126, 127].

Lenfosit sayisinin iki katina ¢ikma zamani, 2 mikroglobulin ve ¢dzinebilir CD23

dizeyleri, serum timidin kinaz diizeyleri, kemik iligi histolojisi ve sitogenetik
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anormallikler de (FISH ile belirlenebilen 17p ya da 11q delesyonlari) KLL’deki diger
prognostik parametrelerdir [4, 106, 128].

Kronik lenfositik l6seminin kapsamli genomik analizleri, bir¢ok hastadaki 16semik
dontistimiin kromozomal materyalin kayb1 veya kazanimiyla bagladigini gostermislerdir.
Hastaligin seyri boyunca kazanilan ek mutasyonlar veya kromozom degisimleri, bu
I6seminin daha agresif ve tedaviye direngli olmasina neden olmaktadir (Sekil 2.6).
Kromozomal bozukluklarin basinda; vakalarin yaklasik %55’inde goriilen kromozom
13g’nun delesyonu (del[13q]) ve vakalarin %10-20’sinde gorilen kromozom 12’nin
kazanimi (trizomi 12) bulunmaktadir. Kromozom 11q’nun delesyonu, vakalarin yaklasik
%10’unda ve kromozom 17p’nin delesyonu ise vakalarin %5-8’inde gorilmektedir, fakat
bu anomaliler ¢ogunlukla hastaligin ge¢ evrelerinde kazanilmaktadir. Del(13q),
Iokomogenezi baslatan miRNA’larin (miR-15a ve miR-16-1) kaybina neden olmaktadir.
Del(11q) ise, bir DNA hasarina yanit kinazi ATM’yi kodlayan ATM geninin kaybina
neden olmaktadir. Del(17p), tipik olarak tiimor baskilayict gen TP53’1 silmektedir. Ayrica
NOTCHI1, XPOIl, KLHL6, MYDS88 ve SF3B1 gibi somatik gen mutasyonlar1 da
tanimlanmistir. Kronik lenfositik 16semi hiicrelerinin sag kalimi, hiicresel bilesenlerin
mikrogevresine de baglidir. Makrofajlar, T hiicreleri veya stromal folikiiler dendritik
hlcreler; kemokinler, sitokinler veya anjiojenik faktorler tarafindan veya farkli yiizey
reseptorleri veya adezyon molekiileri tarafindan losemik hiicrelerdeki ¢ok Onemli sag

kalim ve 6n proliferatif sinyalizayon yolaklarin1 uyarmaktadir [128] (Sekil 2.7).

Erken etkenler
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Sekil 2.7. Kronik lenfositik 16seminin genetik etkenleri [128]
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2.4.4. Evreleme

Kronik lenfositik 16semi icin klinik evreleme sistemleri Rai ve Binet tarafindan
gelistirilmis ve son 40 yildir klinik pratik ve c¢alismalarda prognoz icgin temel
olusturmustur. Bu evreleme sistemleri, fiziksel muayene ve standart laboratuvar testlerine

dayanmakta ve goriintiileme ¢aligmalarini igermemektedir [6, 7] (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. KLL evreleme sistemleri [129]

EVRE | TANIM | ORTALAMA SAG KALIM
Binet sistemi
Binet A Hb >10.0 g/dL >10 yil
Trombositler >100x10%L
<3 lenf nodu bdlgeleri
Binet B Hb >10.0 g/dL
Trombositler >100x10%L >8 yil
>3 lenf nodu bolgeleri
Binet C Hb < 10.0 g/dL
Trombositler <100x10%/L 6,5 yil
Rai sistemi
Diisiik risk
Rai 0 | Lenfositoz >15x10%/L | >10 yil
Orta risk
Rai | Lenfositoz ve lenfadenopati
Rai Il Lenfoadenopati ile birlikte/lenfoadenopati olmadan, >8 yil
lenfositoz ve hepatomegali ve/veya splenomegali
Yuksek risk
Rai 111 Lenfoadenopati/organomegali ile birlikte veya olmadan,
lenfositoz ve Hb <11,0 g/dL
Rai IV Lenfoadenopati/organomegali ile birlikte veya olmadan,
lenfositoz ve trombositler <100x10%/L 6,5 yil

2.4.5. KLL icin apoptoz temelli stratejiler

KLL hucrelerindeki apoptotik mekanizmay: aktive eden gesitli yollar, son 15 yil boyunca
kapsamli olarak gelistirilmistir. Bu yaklasimlar; NF-kB veya PI3K/AKT yolaklariin
inhibisyonu, p53-bagimli apoptozun artirilmasi, 6lim reseptorleri araciligiyla ekstrinsik
yolagin uyarimi, BHR sinyalizasyonuyla veya 16semik mikrocevre tarafindan gonderilen
sag kalim sinyalleriyle karsilikli etkilesim, yeni kemoterapoétikler (6rnegin, bendamustin,
forodesin, acadesin) ve monoklonal antikorlar1 kapsamaktadir. Bununla birlikte, en genis
kapsamli calisilan yaklasim, apoptozun intrinsik mitokondriyal yolagimi direk olarak

tetikleyebilen ajanlarin tanimlanmasi olmustur [9].

Anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinlerin BCL-2 (B hiicreli lenfoma-2) ailesi, KLL’de

apoptoz kontrolii agisindan 6nemlidir ve Bcl-2, KLL’de sag kalimi 6ngérmede yardimei
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olan baslica protein olarak iddia edilmektedir [130]. Ozellikle anti-apoptotik BCL-2 ailesi
proteinleri (Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-1 ve Bcl-w), BH1-4 bélgeleri denilen dort ardisik motifi
paylasmakta ve pro-apoptotik BCL-2 ailesi tyeleriyle etkileserek mitokondriyal dis
membran permeabilizasyonunu dnlemektedir. Pro-apoptotik proteinler ise yapilarina gére
iki alt gruba ayrilmaktadir; ilki U¢ BH3 Dbolgesi tasimakta ve “multidomain” olarak
adlandirilmakta (bok, bax ve bak) ve ikincisi ise yalnizca tek bir BH3 bolgesi icermekte ve
bu yizden “BH3-only” proteinleri denilmektedir (Bim, Bid, Bad, Noxa ve Puma). Bax ve
Bak aktivasyonu, porlarin olusmasina ve mitokondriyal dis membran permeabilizasyonuna
neden olmaktadir, bu apoptotik oliimde geri doniisiin olmadigi noktadir. BH3-only
proteinleri, Bak/Bax’in direkt aktivatorleri olarak veya daha siklikla, Bak/Bax’in anti-
apoptotik  proteinlerden ayrilmalarina yol acarak duyarlastiricilar olarak  rol
oynayabilmektedir. Anti-apoptotik aile Gyeleri, pro-apoptotik aile proteinlerinin BH3
bolgelerine baglanmakta ve Bak/Bax homo-oligomerizasyonunu ve BH3-only protein
aktivasyonunu onlemektedir [131]. Bir¢ok ¢alisma KLL’de pro- ve anti-apoptotik BCL-2
ailesi liyeleri arasindaki dengenin kemoterapiye duyarliligi ve hastalarin sag kalimini
etkiledigini gdstermistir; ayrica pro- ve anti-apoptotik proteinlerin arasindaki bu dengenin
her bir proteinin tek basina ifadelenmesinin yogunlugundan daha oOnemli oldugu
bulunmustur [132]. Bununla birlikte bazi arastirmacilar tarafindan Bax ve Bcl-2 oraninin,
KLL’de apoptozun baslica belirleyici faktorii oldugu belirtilmektedir [133]. Birgok kronik
lenfositik l6semide (KLL), yiiksek Bcl-2 dizeyleri bulunmaktadir, bunun da KLL
hastalarinin  %50’den fazlasinda karakteristik olarak silinmis bir bolge olan 13.
kromozomun uzun kolunda bulunan mikroRNA’lar miR-15 ve miR-16’nin eksikligiyle
post-transkripsiyonel duzenlemeleri veya Bcl-2 geninin hipometilasyonunu kapsayan
epigenetik mekanizmalarla agiklandigi goziikmektedir [134, 135]. Bununla birlikte artmis
Mcl-1 protein ifadelenmesi, B KLL hiicrelerinin neredeyse yarisinda meydana gelmekte ve
stromayla 16semik hticrelerin birlikte kilture edilmesinden sonra bu yukar1 regiilasyon,
fludarabin direnciyle iliskilendirilmektedir [136, 137].

TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein=Translasyonel olarak kontrol edilen
timor proteini), translasyonel olarak regule edilen genlerle ilgilenen gruplar tarafindan ilk
olarak yaklasik 20 yil 6nce kesfedilmistir. Bu protein ilk dnce P21, Q23 ve P23 olarak
adlandirilmistir [138]. Histamin salgilama faktorii (HRF) yada fortilin olarak da
adlandirilan TCTP, o6karyotik organizmalarda bulunan evrimsel olarak ¢ok iyi korunmus

172 aminoasitlik bir proteindir. HRF olarak adlandirilmasinin nedeni, IgE-bagimli bir
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sekilde bazofillerden histamin salinmasimna neden olmasidir [139, 140]. Sitoplazma ve
nukleusta bulunan bu protein, gesitli dokularda ifadelenmekte ve ¢ok cesitli hiicre dist
uyaranlara yanit olarak regiile edilmektedir. Yapilan ¢alismalar, TCTP’nin gelisim, hiicre
biliylimesi, hiicre iskeleti, protein sentezi, immiin yanit, timor geri doniisiimii, malign
doniistim ve pluripotent kok hiicrelerin indiiksiyonu veya apoptoz gibi birgok biyolojik
stirece katildigin1 gostermistir [141, 142]. TCTP; ateroskleroz gelisimini kolaylastirmakta,
hem sistemik hem de pulmoner arteriyel hipertansiyona katkisi olmakta ve diyabetik
nefropatiyi de kotiilestirmektedir [143]. Ayrica TCTP, yeni bir anti-apoptotik protein
olarak belirtilmekte ve meme, mide, kolorektal, hepatoselliler, akciger, oral skuamoz
hiicre, over, prostat kanseri ve sinir sisteminin maligniteleri gibi ¢esitli malignitelerde asirt
ifadelenmektedir [18, 19, 143]. TCTP; oksidatif stres, 1s1 sok veya Ca*? girisiyle
induklenen hiicre 6lumund inhibe etmektedir. EK olarak TCTP, etopozid ve 5-florourasil
gibi  genotoksik ajanlarla tedavi sonucu tetiklenen apoptozdan da hucreleri
koruyabilmektedir (Sekil 2.8) [144].
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Sekil 2.8. TCTP ve apoptoz

TCTP proteini regiilasyonu, acik bir sekilde anlasilamamistir. Bunun i¢in  yapilan
caligmalarda BCL-2 ailesinin anti-apoptotik tyeleri Mcl-1 ve Bcl-xL ile TCTP arasinda
bir etkilesim oldugu ifade edilmektedir [145]. Mcl-1’in TCTP mRNA miktarini
degistirmeden TCTP proteinini stabilize etti§i ve degradasyona daha az duyarli hale
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geldigi gosterilmistir. Ayrica, Hsp27°’nin TCTP ile direk olarak etkilestigi ve ubikuitin-
proteazom yolagindan korunmasini sagladigi da bulunmustur [146, 147] (Sekil 2.9).
Bununla birlikte KLL hastalarinin kan 6rnekleriyle yapilan bir ¢alismada da TCTP ve Mcl-
1, KLL hastalarinda saglikli bireylere gére anlamli diizeyde yiiksek saptanmustir [148].
Ayrica TCTP’nin, mitokondriyal membranda dimerize olarak MAK (mitokondriyal
apoptozla indiiklenmis kanal) por olusumuna katkida bulunan pro-apoptotik protein Bax’1
inhibe ettigi bulunmustur [149]. Bunlarin disinda TCTP, Ca*®’ye baglanmakta ve hiicre
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icinde onu tutmakta ve hiicreleri Ca*“’ya bagli apoptozdan korumaktadir [150].

p53, TP53 adi verilen bir gen tarafindan kodlanan 6zellikle DNA hasar1 sonucu olusan
hiicresel yanit1 kontrol eden bir transkripsiyon faktoriidiir. DNA hasar1 diizeltilene kadar
hiicre siklusunun durmasina, eger ki hasar tamir edilemezse hiicrenin apoptoza gecis
yapmasina neden olmaktadir [151]. TCTP, tiimor baskilayict protein p53°e baglanmaktadir
[152]. Baglanma hem p53’{in stabilizasyonunu bozmakta ve Bax gibi transkripsiyonel
olarak aktive olan pro-apoptotik molekiillerden p53°ii korumaktadir [153].
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Sekil 2.9. TCTP protein stabilitesinin regulasyonu: Hsp27 ve Mcl-1’in, TCTP’yi
degradasyona kars1 korumasi ve apoptozu dnlemesi [18]
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2.5. Dihidroartemisinin

Qinghaosu olarak da adlandirilan Artemisinin (ARS), geleneksel Cin tibbinda Plasmodium
falciparum nedeniyle sitmaya karsi kullanilan ve tathi pelin olarak da bilinen Artemisia
annua L. bitkisinden elde edilen bir bir seskiterpen laktondur [154]. Dihidroartemisinin
(DHA), artesunat (ART) ve artemether (ARM) gibi artemisinin tlrevlerinden biridir ve
yillardir klinikte kullanilmaktadir (Sekil 2.10) [155-157].
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Sekil 2.10. Anti-kanser aktiviteli artemisinin ve tiirevlerinin kimyasal yapilar1 [158]

Ilging bir sekilde artemisinin ve tiirvelerinin anti-malaryal 6zelligine ek olarak kansere
kars1 etkileri de bulunmaktadir [158]. Farkli artemisinin tiirevi bilesikleri, sitotoksik
kapasiteleri bulunmak i¢in ¢alisilmis ve hepsi antineoplastik aktivite gdstermis olmalarina
ragmen, en giligli bilesigin  dihidroartemisinin  oldugu goziikmektedir [159].
Dihidroartemisinin; gliyoma, meme, kolon, akciger, karaciger, mide, pankreas, prostat,
over, serviks kanseri, 16semi gibi gesitli kanser hiicrelerinde anti-kanser etkiler gostermistir
[11, 160-169]. Anti-timor aktivitelerine dair etki mekanizmalar1 tam anlasilamamakla
beraber kanser hicrelerinin segici sitotoksisitesi, apoptozun indlksiyonu, gen
ifadelenmesinin modiilasyonu, hiicre siklusunun durmasi ve anjiyogenezin inhibisyonunu
icermektedir. Farkli yolaklarla kompleks bir etkilesim agi, kanserin kontroli ve hiicre
oliimiine neden olan bu endoperoksit ilaglarin anti-kanser etkisini arttirabilmektedir (Sekil

2.11) [170].

Artemisininler, anti-kanser fonnksiyonlarini ortaya ¢ikarmak igin hiicresel membrandan
gecebilen hidrofobik molekillerdir. Anti-malaryal stratejide oldugu gibi artemisininler,
hiicresel hasar1 indiiklemek i¢in yapisinda bulunan endoperoksit bilesen, stiperoksit anyon
ve hidroksil radikalleri gibi ROT (reaktif oksijen tdrleri) olusumu araciligiyla etki
etmektedir [171]. Normal hiicrelerle karsilastirildiginda kanser hiicrelerinin, inaktif niikleik

asit metabolizmasina katilan ¢ok sayida demire ihtiyact vardir ve bu yuzden tumor
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hiicrelerinin ¢ogunun yiizeyinde, yiikksek yogunlukta transferrin reseptori (TfR)
bulunmaktadir. Serbest demir varliginda artemisininler, kanser hiicrelerine oksidatif hasari
direk indikleyebilmek icin cok glclu bir alkilleyici ajan olan sitotoksik karbon merkezli
bir radikale kendilerini doniistiirebilmektedir [171]. Son zamanlarda, asir1 hem demirinin,
timor baskilayict p53 proteinine baglanabildigini ve p53’Un nukleustan sitoplazmaya
tasinmas1 ve sitozolik degradasyonunu tetikledigine dair yeni bir mekanizma
tamimlanmustir [172]. Dihidroartemisinin, hiicre yizey transferrin reseptort diizeylerini
asag1 regiile ederek ve nikleer protein MDM2’ye (Murine Double Minute-2) baglanarak
p53’un ubikuitinasyonunu inhibe eden “gift-fonksiyonlu” bir bilesiktir [173].

ARS tirevleri, hiicre siklusunun herhangi bir evresini etkileyerek timaor hucrelerinin
proliferasyonunu inhibe edebilmekte ve etki mekanizmasi, hiicre siklusundaki regiilator
enzimlerin ifadelenmesini ve aktivitesini degistirerek meydana gelmektedir. Normal
hiicrelerde siklin bagimli kinazlar (CDK), hiicrenin hicre dongisunden gecmesi igin
sinyalleri ileten proteinlerdir. Dihidroartemisinin ile indiikklenmis GO0/G1 fazinda hcre
siklusunun durmasi, CDK promotermin aktivitesinin inhibe olmas1 veya CDK
inhibitorlerinin aktivitesi sayesinde siklin bagimli kinazlarin transkripsiyonel aktivitesi ve

siklinlerin asag1 regiilasyonu ile meydana gelebilmektedir [170, 171].

Oksidatif stres ve DNA hasari, hiicre siklusunun ilerlemesini bloke etmenin yani sira
apoptozu da indiklemektedir. ARS bilesikleri, genel olarak mitokondri aracili yolaklarla
apoptozu indiklemektedir [15, 174, 175]. Dihidroartemisinin’in, Fas’1 arttirip kaspaz-8’i
aktive ederken pro-apoptotik protein Bax’1 etkili bir sekilde arttirdigi ve anti-apoptotik
protein Bcl-2’yi asag regiile ettigi, bunun yani sira niikleer faktor-kappa B’nin (NF-xB)
translokasyonunu ve DNA’ya baglanma aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir [176-178].

Yukarida agiklanan etki sekillerine ek olarak ARS ve tirevi ilaclar, tumor anjiyogenezini
inhibe etmektedir. Etki mekanizmalarina anjiyogenezin katiliminin kanitlamak ig¢in kan
damar1 endotelyal hiicreleri (HUVEC), koriyoallantoyik membran tayini veya g¢iplak
farelerde insan ksenograft timorleri gibi farkli modeller kullanilmistir [179]. TUmor
hiicrelerinden anjiyojenik faktorlerin (VEGF, KDR/flIk-1, VEGFR2) salgilanmasi, ARS ve
tirevlerinin tedavisiyle inhibe edilmektedir. Boylelikle yeni anjiyogenez bloke olabilmekte

ve tumor hucrelerinin proliferasyonu ve metastazi inhibe olabilmektedir [180].



29

Yapilan cesitli calismalarda, artemisinin ve tiirevlerinin otofajiyi indiikledigi ve
otofazogom belirteglerinin  olustugu bulunmustur [181-185]. Otofaji, hucrelerin
besinlerden mahrumiyet gibi stresli durumlara adapte olabilmesi icin evrimsel olarak
korunmus yikima neden olan bir siiregtir. Otofaji siirecinde, hasar gormiis veya gereksiz
sitoplazmik icerikler otofajinin erken evreleri boyunca otofagozomlar olarak bilinen cift
membranli 6zellesmis yapilarda tutulmaktadir. Olgun otofagozomlar, otolizozomlar1
olusturmak i¢in otofajinin ge¢ evreleri boyunca lizozomlarla birlesmekte ve tasidiklari
iceriklerini pargalara ayirmakta ve yapitasi olan bilesikler yeniden dolasima girmektedir

[186].
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Sekil 2.11. DHA’nin tiimor hiicreleri iizerine etki yolaklari [170]

ARS ve tirevleri, kanser hiicrelerinde g¢esitli 6nemli sinyalizasyon yollarin1 etkilemektedir.
Bilesenler, B-katenin’in asagi regiilasyonu ve B-katenin’in nukleustan hiicre membranina
translokasyonu ile Wnt/ B-katenin yolagini inhibe etmektedir [162, 187, 188]. Bununla
birlikte ARS ve tiirevleri, BCR/ABL sinyalizasyonunun yaninda epidermal biiylime
faktorl reseptorunu inhibe etmektedir [189, 190]. mTOR, MYC/MAX, NF-kB, CREB gibi
kanserle iligkili transkripsiyon faktorlerini de inhibe etmektedir [191-194].
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DHA, hemin varhiginda TCTP’ye kovalent olarak baglanmakta, TCTP’nin
ubikuitinlenmesini arttirip proteazoma bagl bir sekilde TCTP’nin yar1 dmriinii kisaltmakta
ve gesitli hiicrelerde TCTP’nin hiicresel dizeylerini azaltmaktadir [22, 143, 195]. DHA nin
TCTP’nin fosforillenmis formunu da hedef alarak hiicre proliferasyonunu azalttigr ve
apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi bildirilmistir [196]. DHA nin, safra kesesi kanserinde
TCTP-bagimli hiicre migrasyonu ve invazyonunu inhibe ettigi ve metastazi azaltigi da
bulunmustur (Sekil 2.12) [197].
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Sekil 2.12. DHA’nin TCTP’ye baglanmasinin biyolojik sonuglar1 [22]

2.6. Fludarabin

Fludarabin (FLU), KLL tedavisinde etkili bir piirin analogudur. Fludarabin’in etkinligi ve
yan etkileri, etki mekanizmasiyla yakindan iligkilidir. Fludurabin, fizyolojik pH’da negatif
olarak yukludir ve bu yizden hicrelere girememektedir. Bu sebeple Fludarabin, in vivo
olarak serum fosfatazlar tarafindan defosforile olup serbest niikleozid 9-B-p-arabinozil-2-
floroadenin’e (2-F-ara-A) doniisen bir on ilag¢ olarak fonksiyon gdrmekte ve boylelikle
hiicre i¢ine alinmaktadir. 2-F-ara-A, 2-F-ara-AMP olusturmak i¢in deoksisitidin kinaz
tarafindan tekrar fosforillenmektedir. Daha sonra F-ara-AMP, bir ATP zinciri ve biyolojik
olarak aktif 5’-trifosfat aktif bilesenini (F-ara-ATP) olusturmak i¢in yeniden
fosforillenmektedir. Aktif ilag F-ara-ATP, yalnizca transkribe olan DNA zincirine direk
olarak eklenerek DNA sentezini inhibe etmekle kalmaz, ayni zamanda riboniikleotid

reduktaz Uzerine de etki etmekte ve bdylece RNA translasyonunu da durdurmaktadir.
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DNA’daki bu kiriklar ve protein sentezindeki kesintiler, poliltADP-riboz) polimeraz ve p53
yolaklariin aracilik ettigi hiicre apoptozuna neden olmaktadir (Sekil 2.12) [198-200].
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Sekil 2.13. Fludurabin’in metabolizmasi ve etki mekanizmasi [200]

Fludarabin, genellile alkilleyici ajanlar, rituximab veya her ikisi ile birlikte kombinasyon
halinde uygulanmaktadir, bu da iyilesmis yanit oranlari, tam remisyon orani ve artmis
remisyon siiresine neden olmaktadir [201]. Fludarabin, akut I6semiyi tedavi etmek icin
yiikksek dozlarda kullanildiginda agir demiyelinasyona neden olurken, solid tumorleri ve
lenfomay1 tedavi etmek icin diisiik dozlarda kullanildiginda bu goézlenmemistir. Baslica
dozu smirlayan toksik etkisi, myelosupresyon ve lokopenidir [202]. Calismamiz da
kullandigimiz Fludarabin fosfat (9-13-D-arabino-furanozil-2- floro-adenin 5-monofosfat,

Fludara™ 1.V.), 1969 yilinda sentezlenen sentetik bir piirin antimetabolitidir [203].
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Arag ve Gerecler
3.1.1. PGA-1 hucre serisi

Calismamizda kullanilan PGA-1 hicre serisinin karakteristik ozellikleri Cizelge 3.1’de

verilmistir.

Cizelge 3.1. PGA-1 hiicre serisi

DSMZ kayit no

ACC 766

Tar

Insan

Hiicre tipi

Kronik B hiicre l6semisi

Koken

1988 yilinda kronik lenfositik 16semili Kafkas kokenli
bir erkegin 16semik B hiicrelerinden elde edilmistir;
hiicrelerin, literatiirde in vivo EBV ile enfekte oldugu
belirtilmektedir.

Risk degerlendirmesi

PZR analiziyle Epstein—-Barr viris (EBV, HHV-4)
acgisindan pozitiftir. Bununla birlikte, EBV’nin ¢esitli
hiicresel uyaranlara karst ilk yanit veren proteini
BZLF-1 ifadelenmesi, muamele edilmemis ve forbol
ester / sodyum biitirat ile uyarilmig hiicrelerde western
blot yontemiyle analiz edildiginde negatiftir.
Enfeksiyon, aktif virislerin Oretimi olmadan latent
enfeksiyon olarak  siniflandirilmigtir.  Hiicrelerin
kullanimu siiresince EBV’nin gegisi miimkiin degildir
ve boylece hiicre serisi, biyogivenlik duzeyi 1 olarak
kategorize edilmektedir. Almanya Biyogiivenlik
Komisyonunun Onerisine go6re hicreler, genetik
manipiilasyonlar i¢in kullanilacaksa biyogiivenlik
diizeyi 2°de kullanilmalidir.

Morfoloji

Kismen kiimelenmis veya hafif diizeyde yapigskan olan
diizensiz yuvarlak hiicreler

Besiyeri

%90 RPMI 1640 + %10 1s1 ile inaktive edilmis FBS

Alt kiltur

Yaklagik 0,5-1 x 10° hiicre/mL oldugunda pasaj
yapilir; optimal bélme orami her 2-3 glnde bir 1:2 -
1:3; kaltur genellikle fazla hiicre debrisi icermektedir.

Inkiibasyon

%5 CO; ile 37°C’de

Iki katina ¢ikma siiresi

Yaklasik 50 saat

Hiicreleri toplama (harvest)

Yaklasik 1.5 x 10° hiicre/mL’de maksimum yogunluk

Saklama

%70 besiyeri, %20 FBS, %10 DMSO ile dondurulma



https://en.wikipedia.org/wiki/Epstein%E2%80%93Barr_virus
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3.1.2. Cll hucre serisi

Calismamizda kullanilan CII hiicre serisinin karakteristik ozellikleri Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. CIlI hiicre serisi

DSMZ kayit no ACC 773

Tar Insan

Hicre tipi Kronik B hiicre I6semisi

Koken 1979 yilinda tanida Rai II evresinde olan kronik

lenfositik 16semili 47 yasinda bir kadinin Epstein-
Barr viriis (EBV) ile dliimsiizlestirilmis neoplastik
lenfositlerinden elde edilmistir.

Risk degerlendirmesi

PZR analiziyle Epstein—-Barr viris (EBV, HHV-4)
acisindan pozitifti. Bununla birlikte, EBV’nin
cesitli hiicresel uyaranlara karsi ilk yanit veren
proteini BZLF-1 ifadelenmesi, muamele edilmemis
ve forbol ester / sodyum biitirat ile uyarilmis
hicrelerde  western  blot  ydntemiyle analiz
edildiginde negatiftir. Enfeksiyon, aktif viriislerin
Uretimi  olmadan latent enfeksiyon olarak
siniflandirilmigtir.  Hiicrelerin  kullanimi  siiresince
EBV’nin gec¢isi miimkiin degildir ve boylece hiicre
serisi, biyoguvenlik duzeyi 1 olarak kategorize
edilmektedir. Almanya Biyoguvenlik
Komisyonunun &nerisine gére hucreler, genetik
manipiilasyonlar i¢in kullanilacaksa biyogiivenlik
diizeyi 2°de kullanilmalidir.

Morfoloji

Yar1 yapiskan hiicreler, kiimeler halinde ¢ogalarak
yuvarlak ve oval morfoloji gostermektedir; uzun
kiiltir stireleri, hiicrelerin birbirine tutunmasina ve
epiteloid morfolojiye neden olmaktadir.

Besiyeri

%90 RPMI 1640 + %10 1s1 ile inaktive edilmis FBS

Alt kaltur

Yaklagik 1-2 x 10° hiicre/25 cm? oldugunda pasaj
yapilir; Optimal bolme orant her 2-4 gunde bir 1:2 -
1:4; vyapisan hiicreler, flaska hafifce vurularak
ayrilabilmektedir.

Inkiibasyon

%5 CO; ile 37°C’de

Iki katina ¢ikma siiresi

Yaklasik 40-60 saat

Hicreleri toplama (harvest)

Yaklagik 4 x 10° hiicre/25 cm?”lik hiicre toplanmasi

Saklama

%70 besiyeri, %20 FBS, %10 DMSO ile
dondurulma
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Calismamizda kullanilan MEC-1 hiicre serisinin karakteristik Ozellikleri Cizelge 3.3’de

verilmistir.

Cizelge 3.3. MEC-1 hiicre serisi

DSMZ kayit no ACC 497

Tur Insan

Hiicre tipi Kronik B hiicre I6semisi

Koken 1993 yilinda kronik B hiicreli 16semili 61 yasindaki Kafkas kokenli bir

erkegin periferik kanindan elde edilmistir.

Risk degerlendirmesi

PZR analiziyle Epstein—Barr virts (EBV, HHV-4) agisindan pozitiftir. Bununla
birlikte, EBV’nin gesitli hiicresel uyaranlara karsi ilk yanit veren proteini BZLF-1
ifadelenmesi, muamele edilmemis ve forbol ester / sodyum biitirat ile uyarilmis
hiicrelerde western blot yontemiyle analiz edildiginde negatiftir. Enfeksiyon, aktif
virtislerin {iretimi olmadan latent enfeksiyon olarak simiflandirilmustir. Hiicrelerin
kullanim siiresince EBV’nin gegisi miimkiin degildir ve bdylece hticre serisi,
biyogivenlik diizeyi 1 olarak kategorize edilmektedir. Almanya Biyoguvenlik
Komisyonunun onerisine gore hicreler, genetik manipulasyonlar icin
kullanilacaksa biyogiivenlik diizeyi 2’de kullanilmalidir.

Morfoloji Kiimelenmis kiiglik agregatlar, siispansiyon seklinde ¢ogalan yuvarlak yada
polimorfik hiicreler seklindedir, birkac hiicre hafifce yapiskandir.

Besiyeri %90 RPMI 1640 + %10 1s1 ile inaktive edilmis FBS

Alt kaltar Yaklagik 0,5 x 106 hlicre/mL oldugunda pasaj yapilir; ¢ozUldiikten sonra bir hafta
boyunca hiicreler ilk basta %20 FBS ile tutulmalidir; 24-kuyucuklu plakta kulture
etmek avantajlidir; her 2-3 giinde bir 1:2 ile 1.3 oraninda kiiltiire edilebilmektedir.

Inkiibasyon %5 COy ile 37°C’de

Iki katina ¢cikma siiresi

Yaklasik 40 saat

Hiicreleri toplama (harvest)

Yaklasik 2 x 10° hiicre/mL"lik hiicre toplanmasi

Saklama

%70 besiyeri, %20 FBS, %10 DMSO ile dondurulma

3.1.4. Kullanilan cihazlar

Calismalar sirasinda kullanilan cihazlar Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Cihazlar

Sira No Cihazin adi

Cihazin markasi ve iiretim yeri

1 Biyoguvenlik kabini ESCO, Almanya

2 Karbondioksitli etiiv Memmert, Almanya

3 Buzdolabi Arcelik, Tlrkiye

4 Derin dondurucu, -20°C Regal, Turkiye

5 Derin dondurucu, -86°C Sanyo, Japonya

6 Hassas Terazi Radwag, Polonya

7 Invert mikroskop Zeiss, Almanya

8 Sogutmali mikrosantrifij Hettich, Almanya

9 Sogutmali santrifiij Heraeus Sepatech, Almanya

10 Santrifij Sigma, Almanya

11 Mikroplak santrifiji Hettich, Almanya

12 Countess otomatik hiicre sayim cihazi Invitrogen, ThermoFischer Scientific, ABD
13 Spin vorteks Biosan, Letonya

14 Vorteks karistirict Labinco, Hollanda

15 Mikroplak okuyucu Tecan, Isvigre

16 Spektrofotometre NanoDrop Lite, ThermoFischer Scientific, ABD
17 Is1 dongleyici Eppendorf, Almanya

18 LightCycler Real-Time PCR cihazi Roche, Almanya

19 Navios akim sitometri cihazi Beckman Coulter, ABD

20 Mikropipetler, 10 uL, 100 uL, 1000 uL Eppendorf, Almanya
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3.1.5. Kullanilan sarflar

Calismalar sirasinda kullanilan sarflar Cizelge 3.5°de verilmistir.

Cizelge 3.5. Sarflar

Sira No Sarfin adi

Sarfin markasi ve iiretim yeri

Hiicre kriyo (dondurma) ampuli

Hiicre kiiltiir flasklar1 (25 cm? ve 75 cm?)

Konik steril santrifiij tipleri, 15 ve 50 mL
Mikrosantrifij tipleri

96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir plag

24 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir plag

6 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir plag:

Steril filtreli pipet uglar1 (10 uL, 100 uL, 1000 uL)
Steril serolojik pipet (1 mL, 5 mL, 10 mL, 15 mL)
Steril pastor pipeti, 3 ml

Light Cycler 480 Multiwell Plak, 96

P RPOO~NOUITRWNPE

— O

Greiner, Almanya

SPL Life Sciences, Kore
BD Biosciences, ABD
Axygen, ABD

SPL Life Sciences, Kore
SPL Life Sciences, Kore
SPL Life Sciences, Kore
BioPointe Scientific, ABD
SPL Life Sciences, Kore
SPL Life Sciences, Kore
Roche, Almanya

3.1.6. Kullanilan kitler

Calismalar sirasinda kullanilan kitler Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3. 6. Kitler

Sira No Kitin ada

Kitin markasi ve Uretim yeri

1 Hiicre canlilig1 kiti (XTT temelli)

2 ANNEXIN V - FITC Kit — Apoptozu belirleme kiti

3 RNeasy Mini RNA izolasyon kiti

4 Ipsogen RT cDNA sentez kiti

5 Primerler

6 Universal Probe Library (UPL) Problar

7 LightMix Kit human ABL1

8 Light Cycler® FastStart DNA Master Plus HybProbe kit
9 Light Cycler® FastStart TagMan Master Mix

10 APC ile konjuge tavsan anti-insan TCTP antikoru

11 Purifiye fare anti-insan Mcl-1 antikoru

12 FITC ile konjuge fare anti-insan Bcl-2 antikoru

13 Alexa-Fluor 488 ile konjuge fare anti-insan Bax antikoru
14 FITC ile konjuge fare anti-insan aktif kaspaz-3 antikoru
15 Fare 1gG1-FITC antikoru

16 Fare 1gG1-Alexa Fluor 488 antikoru

17 Tavsan IgG1-APC antikoru

18 FITC kegi anti-fare 1gG/IgM

Biological Industries, ABD
Affymetrix eBioscience, ABD
Qiagen, Almanya

Qiagen, Almanya

Alfa DNA, Almanya
Roche, Almanya
TIB-MolBiol, Almanya
Roche, Almanya

Roche, Almanya

Assay Pro, ABD

BD Biosciences, ABD

BD Biosciences, ABD
Biolegend, ABD

Novus Biologicals, ABD
Beckman Coulter, ABD
Biolegend, ABD

Assay Pro, ABD

BD Biosciences, ABD
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3.1.7. Kullanilan kimyasal malzemeler

Calismalar sirasinda kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Kimyasallar

Sira No  Kimyasalin adi Kimyasalin markasi ve iiretim yeri

1 RPMI 1640 HyClone, GE Healthcare Life Sciences, Ingiltere
2 Fetal sigir serumu (FBS), inaktif HyClone, GE Healthcare Life Sciences, ingiltere
3 L-Glutamin Gibco, ABD

4 Penisilin-streptomisin Gibco, ABD

5 B-mercaptoethanol Gibco, ABD

6 PBS (Tuzlu fosfat tamponu) PAN Biotech, Almanya

7 Etanol Merck, Almanya

8 Dimetil silfoksit (DMSQ) Santa Cruz, ABD

9 Fiksasyon reaktifi Beckman Coulter, ABD

10 Permeabilizasyon ¢ozeltisi Beckman Coulter, ABD

11 Dihidroartemisinin (DHA) MedChemExpress, ABD

12 Fludara (Fludarabin fosfat=FL U) Sanofi, Fransa

3.2. Yontemler

3.2.1. Kanser hucre serilerinin kalttrt

PGA-1, Cll ve MEC-1 insan KLL hiicre serileri RPMTI’l1 besiyerinde kiiltiire edildi. Bunun
icin 450 mL RPMI besiyeri icerisine, 50 mL 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu
(FBS), 200 mM L-glutaminden 10 mL ve 100 U/mL penisilin ile 100 ug/mL streptomisin
eklenerek %10* luk RPMI besiyeri hazirlandi. Daha sonra laboratuvarimizda yaklasik -
196°C’deki siv1 azot tankinda, %10 DMSO igeren RPMI igerisinde dondurulmus olarak
stokta bulunan KLL hiicre serilerinin, 37°C’deki su banyosunda kapak kismindan tutulup
sallanarak yaklasik 1-2 dakikada ¢ozllmesi beklendi. Coziinmiis KLL hiicreleri, santrifiij
tlpine konulan 5 mL 1sinmis olan hazirlanan besiyerine aktarildi. 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve tstiindeki siv1 atildi. Pelletler, 2 mL besiyeri ile stspanse edilip icinde
RPMI besiyeri bulunan 75 cm?’lik flasklar igine aktarilarak 37 °C’de , %95 nem ve %5
COz igeren ortami saglayan etiive koyuldu. Hiicrelerin 2-3 glinde bir kontrolleri yapildi,
besiyerleri degistirilip yeni flasklara ve plaklara ekilerek deneyler igin gereken hiicre
miktarlar1 elde edildi. Hiicrelerin pasajlar1 ters bakisli (inverted) mikroskop altinda

go6zlendi.

Tiim hiicre sayim islemleri Countess® otomatik hiicre sayim cihaz1 (Invitrogen, ABD) ile

yapildi. Bunun i¢in cihaz i¢in uygun olan lama g¢entikli kismindan 10 uL hiicre/tripan
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mavisi karigimi yiiklenip lam cihaza yerlestirildi, sayim diigmesine basilarak hiicre sayim
islemi baglatilarak hiicre sayisi ekranda goriintiilendi. %90 ve iizeri canlilik yapilacak

deneyler icin yeterli olarak kabul edildi.
3.2.2. 10 mM stok DHA ve FLU ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

10 mg DHA tartilip son hacmi 3,5168 mL olacak sekilde saf dimetilsiilfoksit (DMSO)
icerisinde ¢ozuildii. Elde edilen 102 M stok ¢ozeltisi 1 ve 0.5 mL’lik tiiplere dagitilarak -20
°C’de saklandi.

Yine 10 mg FLU tartilip son hacmi 2.7381 mL olacak sekilde saf dimetilsiilfoksit (DMSO)
icerisinde ¢ozuldii. Elde edilen 102 M stok ¢ozeltisi 1 ve 0.5 mL’lik tiiplere dagitilarak -20
°C’de saklandi.

3.2.3. DHA, FLU ve DHA+FLU uygulanan PGA-1, ClIl ve MEC-1 hiicrelerinde etkin

dozun XTT yontemi ile belirlenmesi

PGA-1, Cll ve MEC-1 hiicrelerinde DHA, FLU ve DHA+FLU uygulanmasinin htcrelerin
canlilig1 {lizerine olan etkilerinin belirlenmesi i¢in kolorimetrik XTT yontemi kullanildi.

Bunun igin;

1) 75 cm?’lik hiicre kiltiir flasklarinda 37 °C, %95 nem ve %5 CO;’li etiivde ¢ogaltilan
insan KLL hiicre serileri deney i¢in taze kullanilmak tizere 50 mL’lik falcon tiiplerine
aktarildi. Uzerlerine 10 mL besiyeri eklendi. 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve
tistiindeki sivi atildi. Hiicre pelleti %10 FBS iceren RMPI besiyeri ile homojen bir
sekilde slspanse edildi. Tripan mavisi ile hiicreler boyanip otomatik hiicre sayim
cihazinda sayildi. Deneyler igin 96 kuyucuklu hicre kultur plaklarina her kuyucuga
10.000 hiicre / 100 uL olacak sekilde ekildi.

2) Bir gece sonra hiicrelerin tizerine ilk deneyde 10° M, 10 M, 10°M, 10°M, 107 M, 10°
8M, 10° M, 10° M olacak sekilde seri konsantrasyonlar halinde, daha sonra da PGA-1,
Cll ve MEC-1 hicrelerinin canlilik oranlarinin artan DHA, FLU ve DHA+FLU
konsantrasyonularma bagli olarak diistiigii goriildiigli ve 1Cso konsantrasyonlarinin
belirlenmesi amaciyla da 2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve 80 uM konsantrasyonlarda
olacak sekilde DHA, 5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve 100 uM konsantrasyonlarda olacak
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sekilde FLU, (2,5uM DHA + 5uM FLU)- (70 uM DHA + 80 uM FLU) konsantrasyon
araliginda olacak sekilde de DHA ve FLU birlikte %210’luk RPMI icerisinde
seyreltilmis olan stok ¢ozeltilerinden eklendi. Her bir konsantrasyon icin deney (¢
tekrarli yapildi. DMSO ¢6zuci kontrolli kullanildi ve aym siireler icin inkibe edildi.
Daha sonra hiicreler 24, 48 ve 72 saat siireyle 37°C’de %5 CO2’li etuvde inkiibe edildi.

3) Inkiibasyon siresi bitince 96 kuyucuklu plak 1500 rpm’de 10 dakika boyunca
mikroplak santrifiijii kullanilarak santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi iizerinden besiyeri
dikkatlice ¢ekilip atilarak her bir kuyucuga 100 uL yeni besiyeri eklendi.

4) Inkiibasyon siiresi bitimine yakin -20°C’de bulunan XTT reaktif ¢ozeltisi ve aktivasyon
cozeltesi hizli bir sekilde 37°C’lik bir su banyosunda ¢ozdiiriildii. 96 kuyucuklu bir plak
icin yeterli miktarda bir reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmasi amaciyla S mL XTT reaktifinin
icine 0,1 mL aktivasyon ¢ozeltesi eklendi.

5) Daha sonra her bir kuyucuga 50 uL reaksiyon ¢ozeltisi eklendi, plak kuyucuklardaki
boyanin esit oranda dagilmasi i¢in nazik bir sekilde calkalandi ve 5 saat boyunca
37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi. Formazan kristalleri ¢bzindikten sonra 450-
500 nanometrelik bir dalga boyunda mikroplak okuyucuyla (Tecan, Isvigre) dl¢uldu.

6) Her bir doz igin deney 3 tekrarli yapilarak ortalama absorbans degerleri belirlendi. Elde
edilen ortalama absorbans degerleri, madde wuygulamasi yapilmayan kontrole
oranlanarak hiicre canlilig1 lizerine ajanlarin etkisi belirlendi. Sadece besiyeri ve XTT
reaktif ¢ozeltisini igeren ornekler absorbanslarin belirlenmesinde kor olarak kullanildi.
Hiicre canliliginin hesaplanmasi i¢in drneklerin absorbans degerlerinden kér 6rnegin
absorbans degeri ¢ikartildi. Daha sonra Orneklere ait 3 farkli absorbans degerinin
ortalamast alindi. Sadece hiicre igeren kontrol drneginin ortalama absorbanst %100
canliliga karsilik gelen deger olarak kabul edildi ve ila¢ uygulanan hiicrelerden elde
edilen absorbans degerleri, kontrol hiicrelerine gore oranlanarak hiicre canlilifi yiizde

olarak asagida da gosterildigi sekilde belirlendi.

Ornegin ortalama OD degeri
% Canlilik orant = ====-===mmmmmmmm oo x 100

Kontroliin ortalama OD degeri
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3.2.4. Hicre kiiltiiriinden total RNA’nin elde edilmesi

Hicreler, 1 x 10%/mL hiicre olacak sekilde kiiltiire edilip cogaldiktan sonra hiicrelere XTT

yontemiyle belirlenen DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlari uygulandi,

herhangi bir ajan uygulanmayan hiicre gruplar1 kontrol olarak kullanildi. Inkiibasyon

stirelerinin dolmasiyla, hiicrelerden RNA izolasyonu, RNeasy Mini kit (Qiagen, Almanya)

kullanilarak, kitte belirtilen asagidaki protokole gore biyogiivenlik kabininin i¢inde yapildi.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Baglamadan 6nce her 1 mL Buffer RLT icerisine 10 uL p-Merkaptoethanol konularak
lizis cozeltisi hazirlandi. Bununla birlikte kitteki yikama tamponlarindan biri olan
Buffer RPE’ye de 4 kat1 etanol (%96-100) eklendi.

Daha sonra hicrelerin tzerine 600 uL hazirlanan lizis ¢ozeltisi olan Buffer RLT
karisitmindan eklenip lizat homojenize edildi ve 3 dakika 13000 rpm’de santrifiij
edildi.

Santrifijden sonra supernatan dikkatli bir sekilde pipetle alindi ve lizatin iizerine
%70’1ik etanol eklendi ve pipetaj yapilarak iyice karistirilda.

Bu karisimin 700 uL’si, 2 mL’lik bir toplama tiipiine yerlestirilen RNeasy Mini spin
kolonun i¢ine aktarildi, kapagi kapatilip 10000 rpm’de 15 saniye santrifij edildi.
Toplama tiipii ve toplanan sivi atilip kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. 700
uL yikama ¢ozeltisi Buffer RW1, RNeasy Mini spin kolonun i¢ine aktarildi, kapagi
kapatilip 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi.

Toplama tiipii ve toplanan sivi atilip kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. 500
uL 6nceden hazirlanmis yikama ¢6zeltisi Buffer RPE, RNeasy Mini spin kolonun igine
aktarildi, kapagi kapatilip 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi.

Toplama tupt ve toplanan sivi atilip kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. Tekrar
500 uL 6nceden hazirlanmis yikama ¢6zeltisi Buffer RPE, RNeasy Mini spin kolonun
igine aktarildi, kapagi kapatilip 10000 rpm’de 2 dakika santriftj edildi.

Toplama tiipii ve toplanan sivi atilip kolon yeni bir toplama tiipline yerlestirildi ve
membranin kurumasi i¢in 13000 rpm’de 1 dakika tekrar santrifiij edildi.

RNeasy Mini spin kolon yeni bir 1,5 mL’lik toplama tiipiine alindi. Spin kolon
membranina direk olarak RNAse icermeyen sudan 30 uL eklendi, tlpin kapagi
kapatilip 10000 rpm’de 1 dakika santriftj edildi.

Elde edilen RNA miktarlar1 ve safliklar, NanoDrop® Lite Spektrofotometre cihazinda
Olctlerek RT-PCR’da kullanilana kadar -80 °C derin dondurucuda saklandi.
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3.2.5. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Komplementer DNA (cDNA) sentezi icin Ipsogen® RT kit (Qiagen, Almanya) kullanild:

ve asagida belirtilen kit protokolii uygulandi.

1)

2)

Oncelikle elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda 6lglerek
mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendi. Son hacim olan 10 uL iginde 1000 ng
total RNA olacak sekilde tum RNA’larin sulandirmalari yapilip 0,2 mL’lik tlplere
dagitildi.

65°C’de 5 dakika inkibe edildi ve drnekler buzun iizerine alinip ters transkripsiyon
PCR (RT-PCR) tepkime karigimi hazirlandi. ¢cDNA sentezi sirasinda kullanilan

kimyasallar ve miktarlar1 Tablo 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8. Ters transkripsiyon PCR (RT-PCR) tepkime karisimin hazirlanmasi

RT-PCR tepkime icerigi Her bir 6rnek basina Son konsantrasyon
hacim (uL)

5x reaksiyon tamponu 5,0 1x

dNTP (her biri 10 mM) 2,0 0,8 mM

Random nonamer (100 uM) 5,25 21 uM

Rnaz inhibitor (40 U/uL) 0,5 0,8 U/uL

Ters transkriptaz (200 U/uL) 1,0 8 U/uL

DTT 1,25 -

Her érnek icin RT-PCR tepkime hacmi

15

3)

4)

5)

Inkiibasyondan sonra her bir RNA 6rneginin {izerine hazirlanan karisimdan 15 uL
eklendi ve nazikge pipetaj yapilarak karistirildi.

Daha sonra bir otomatik 1s1 dongiileyici cihaz1 kullanilarak asagida belirtilen ters
transkripsiyon programi uygulandi (Cizelge 3.9). Boylelikle cDNA sentez kiti ile total
RNA’dan cDNA sentezi yapildi.

Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA o6rnekleri Real-Time PCR’da kullanilana
kadar -20 °C’lik derin dondurucuda saklandi.

Cizelge 3.9. Otomatik 1s1 dongiileyici cihazinda uygulanan program

Sicaklik Zaman Dongii sayist
Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1
Ters Transkripsiyon 50°C 60 dk 1
Inaktivasyon 85°C 5 dk 1
Sogutma 4°C 5 dk 1
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3.2.6. Gen ifadesinin Real-Time PCR ile belirlenmesi

TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3 genlerinin  mRNA ifadesinin kantitatif
degerlendirmesi, Real-Time PCR yontemi ile Light Cycler®480 cihazi kullanilarak
belirlendi. TCTP ve Mcl-1 genleri icin amplifikasyonlar, 20 uL toplam tepkime hacmi
icerisinde; cDNA, mRNA’ya 0zgu primerler, FRET (fluorescence resonance energy
transfer) problari, Light Cycler® FastStart DNA Master Plus Hybprobe karigimi ve distile
su kullanilarak gergeklestirildi. Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3 genleri icin amplifikasyonlar ise,
10 uL toplam tepkime hacmi igerisinde; cDNA, mRNA’ya 6zgl primerler, Universal
ProbeLibrary (UPL probu), LightCycler® TagMan Master karisimi ve distile su
kullanilarak —gerceklestirildi. TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3 ifadelenme
miktarlarini normalize etmek i¢in LightMix® human ABL1 kit (TIB-MolBiol, Almanya)
kullanilarak ABL1 mRNA diizeyi referans olarak alindi. Secilen genler ile ilgili 6zgin
primer ve prob listeleri Tablo 3.10 ve Tablo 3.11°de verilmistir. Kullanilan problar Roche
Diagnostics’ten temin edildi. Tum cDNA 0Ornekleri, her bir gen igin en az Ucer kez

calisildi.

Cizelge 3.10. TCTP ve Mcl-1 genlerine 6zgi primer ve prob dizileri [148]

TCTP Mcl-1
Forward Primer ACCAGTGATTACTGTGCTTT GTCTTGATGTTTGTTCTATCAGACTTA
Reverse Primer AGCCACGATGAGATGTTC GGTCACTCAGGTTTCCAG
FRET Prob 1 GTTACCTTCTGTCCTACTGACCATCTT - CCCTCTACAGATATTTATATCAATTCCTACAGCT
Fluorescein T - Fluorescein
FRET Prob 2 LC Red 640 - CCTCCACCTCCAGGCACAACC  LCRed 640 -
- Phosphate CCCTGCCATCCCTGAACTCTTTCTAGC - Phosphate

Cizelge 3.11. Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3 genlerine 6zgii primer dizileri ve prob numaralart

Forward Primer Reverse Primer UPL Prob Numarasi
BCL-2 5’- AGTACCTGAACCGGCACCT -3° 5’- GCCGTACAGTTCCACAAAGG -3’ 75
BAX 5- ATGTTTTCTGACGGCAACTTC - 5’- ATCAGTTCCGGCACCTTG -3’ 57

3

KASPAZ3 5’- TGGAATTGATGCGTGATGTT - 5’-TGGCTCAGAAGCACACAAAC -3’ 68
3

3.2.7. TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 ve ABL1 genleri icin Real-Time PCR

tepkime karisimi

TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 ve ABL1 genlerine uygun belirtilen primer ve problar
kullanilarak Real-time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini
hazirlamak i¢in kullanilan bilesenler Tablo 3.12, Tablo 3.13 ve Tablo 3.14’de verilmistir.
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Cizelge 3.12. TCTP ve Mcl-1 Real-Time PCR tepkime karigimi

Son Konsantrasyon Hacim
dH,0 - 9,8 uL
Primer F (10 pmol/uL)) 4 pmol 0,4 uL
Primer R (10 pmol/uL) 4 pmol 0,4 uL
FRET Prob 1 (10 pmol/uL) 2 pmol 0,2 uL
FRET Prob 2 (10 pmol/uL) 2 pmol 0,2 uL
Fast Start Master Plus Karisimi1 - 4 uL
(1a’dan 1b’ye 10 ul aktarilir)
cDNA - 5uL

Cizelge 3.13. Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3 Real-Time PCR tepkime karisimi

Son Konsantrasyon Hacim
dH.0 - 6,2 uL
MgCl; (25 mM) 4 mM 1,2 uL
Primer F (10 pmol/uL) 2,5 pmol 0,25 uL
Primer R (10 pmol/uL) 2,5 pmol 0,25 uL
TagMan prob (100 pmol/uL) 10 pmol 0,1uL
TaqMan karisimi (10x) 1x luL
cDNA - luL

Cizelge 3.14. ABL1 Real-Time PCR tepkime karisimi

Hacim
dH,0 7 uL
Reaktif karisimi 4 uL
(66 uL dH20 sulandirilan primer-prob karigimi)

Fast Start Master Plus Karigimi 4 uL
(1a’dan 1b’ye 10 ul aktarilir)
cDNA SuL

3.2.8. Light Cycler (LC) deney programi

Real-time PCR karigimlar1 hazirlandiktan sonra LightCycler® 480 cihazina uygun 96

kuyucuklu plaga dagitildi ve tizerine cDNA’lar eklendi. Plak, 3000 rpm’de 10 saniye

santrifiij edildi. Plak cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 3.15’de belirtilen amplifikasyon

programi kullanilarak PCR tepkimesi gergeklestirildi. TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax, Kaspaz-3

ve ABL1 genleri i¢in ayn1 program kullanildi.

Cizelge 3.15. TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 ve ABL1 genlerinin ifade dlzeylerinin
belirlenmesi i¢in kullanilan Real Time PCR tepkime programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00dk
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0
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Cizelge 3.15. (devam). TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 ve ABL1 genlerinin ifade
diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan Real Time PCR tepkime programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)
Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Déngler 50

Analiz Modu Cogalma

Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2

Hedef Sicaklik (°C) 95 50

Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 15sn 10sn

Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0 10.0
Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger

Dongiiler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 40

Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30sn

Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0

Reaksiyon sonucu deney gruplarina ait TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 ve ABL1
genlerinin mRNA ifade diizeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri belirlendi.
TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 gen ifade duzeyleri ABL1 ifade diizeyine gore

normalize edildi.

3.2.9. Apoptoz tespiti : Anneksin V-FITC/PI yontemi

PGA-1, Cll ve MEC-1 KLL hicre serilerine DHA ve FLU ayr1 ayri, DHA+FLU’nun
birlikte uygulanmasinin apoptoz tizerine etkileri Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit

(eBioscience™, ABD) kullanilarak, akim sitometride tespit edildi.

1) Yonteme baglamadan once Baglama Tamponu (4X) (Binding Buffer) 1:4 oraninda
distile su ile diliie edildi (50 mL baglama tamponu ve 150 mL distile su).

2) Daha sonra hiicreler 2 kere soguk PBS ile yikand1 ve hiicre yogunlugu 5x10° hiicre/mL
olacak sekilde 200 uL Baglama Tamponu (1X) eklenerek siispansiyon olusturuldu.

3) 195 uL hicre sispansiyonuna 5 uL Annexin V-FITC eklenip oda 1sisinda 10 dakika
inklbe edildi.

4) Inkiibasyon sonunda 200 uL Baglama Tamponu (1x) ile hiicreler yikand1 ve 190 uL
Baglama Tamponu (1x) ile hiicreler yeniden stspanse edildi.

5) 10 uL Propidyum Iyodiir (20 ug/mL) eklendi ve akim sitometri ile analiz edildi.
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3.2.10. Akim sitometri ile TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax, aktif Kaspaz-3 duzeylerinin

belirlenmesi

TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax, aktif Kaspaz-3 sitoplazmik proteinler oldugundan akim

sitometride indirekt immiinfloresan boyama yapildi.

1)

2)
3)

4)
5)

6)

7)

8)
9)

Falkon tiiplerine alinan hiicrelerin tizerine PBS eklenerek 1200 rpm’da 5 dakika
santrifuj edildikten sonra pelletin Gzerine tekrar 900 uL PBS eklendi. Bu hicrelerin
Uzerine 100 uL insan serumu eklenip 10 dakika inkiibasyondan sonra tekrar santrifij
edilip PBS eklenerek hiicre stispansiyonu hazirlandi. Bu hiicre siispansiyonundan 100
uL alindu.

100 uL Reagent 1 (Fiksasyon reaktifi) eklendi. Vortekslendi. 10 dakika beklendi.
Tiplere 2 mL ISOFLOW (yikama tamponu) konarak 300 xg’de 5 dakika santrifiij
edildi.

Santrifljj sonras: tiiplerdeki siipernatant pellet oynatilmadan pipetle atildi.

Tuplerin dibindeki pelletin Gzerine 100 uL Reagent 2 (Permeabilizasyon ¢ozeltisi)
eklendi.

Yavasga karistirilarak (pipetaj yapilarak) tip dibindeki pellet ¢ozuldu. 5 dakika
beklendi.

Tuplere c¢alisilacak antikorlar eklenerek 15 dakika oda sicakliginda karanlikta
bekletildi.

Uzerlerine 2 mL ISOFLOW (yikama tamponu) eklendi. Vortekslendi.

300 xg’de 5 dakika santriftj edildi.

10) Tipler yavasga dokiilerek siiziildii, agiz kismi1 kurulandi.

11) Floresan isaretli olmayan antikorun konuldugu tiipe 1gG/IgM-FITC sekonder antikoru

eklendi. 15 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi, sonra yikama tamponu

eklenip vortekslendi ve santriftj edildi.

12) Digerlerinin iizerlerine de 2 mL ISOFLOW (yikama tamponu) eklendi. VVortekslendi.
13) 300 xg’de 5 dak santriftj edildi.

14) Sipernatant atildi.

15) 500 uL ISOFLOW (yikama tamponu) eklendi. Cihazda okuma yapilda.
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3.3. istatistik analizler

Tum gruplar kendi icerisinde Levene homojenite testine tabi tutuldu ve verilerde
homojenite varsa parametrik test olarak gruplar arasinda ANOVA ve Student’s t testleri
yapildi. Arastirma verileri arastirmaci tarafindan Microsoft-Excel programina girilmistir.
Veriler “SPSS 18.0” istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. 0.05’den kiiciik olan p

degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. insan Kronik Lenfositik Losemi Hiicre Serileri

Dihidroartemisin’in insan kronik lenfositik |6semi hiicre serilerinde apoptoza etkilerinin
immiinomolekiiler olarak degerlendirilmesi i¢in 3 farkli hiicre serisi kullanildi: Bunlar PGA-1,
MEC1 ve CII insan KLL hicre serileridir. Bu KLL hucre serileri, asagida belirtilen

ozelliklerinden dolay1 segilmistir.

PGA-1 hiicre serisi, 1988 yilinda kronik lenfositik 16semili Kafkas kokenli bir erkegin 16semik B
hiicrelerinden elde edilmistir. CII hiicre serisi, 1979 yilinda tamda Rai-Binnet evrelemesine gore
orta riskli grupta (Rai 1l evresinde) olan kronik lenfositik 16semili 47 yasinda bir kadinin Epstein-
Barr virtis (EBV) ile oliimsiizlestirilmis neoplastik lenfositlerinden elde edilmistir. MEC-1
hiicreleri ise, 1993 yilinda tanida yine Rai Il evresinde olan kronik B hcreli l6semili 61
yasindaki Kafkas kokenli bir erkegin periferik kanindan elde edilmistir. Bu hiicrelerde KLL’de B
hiicre popiilasyonunun ifade ettigi akim sitometrik olarak belirlenmis yuzey belirtecleri oldugu
anlasilmaktadir. PGA-1 ve MEC-1 hiicrelerinde IgVVH mutasyonu bulunurken, CIl hiicresinde
IgVH mutasyonu bulunmamaktadir. PGA-1 hiicre serisinde KLL vakalarinda goriilen 13q’nun
delesyonu ve kromozom 12’nin kazanimi (trizomi 12) varken, CII hiicre serisinde
trizomi/tetrazomi 12 ve MEC-1 hiicre serisinde ise timor baskilayict gen TP53’0 silen 17p
delesyonu bulunmaktadir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. KLL htcre serilerinin 6zellikleri [204]

. S IGHV
KLL hiicre | Hastamn yas1 / cinsiyeti / Yiizey belirtecleri mutasyon Karyotipi
serisi Binnet, Rai evresi d
urumu
PGA-1 IgG +, A+, CD3 -, CD4 -, CD5 -, CD10 -, CD13 -
(DSMZ no: -/ Erkek / - ,CD14 -, CD15 +, CD19 +, CD20 +, CD34 -, Mutasyonlu 13g-, + 12
ACC 766) CD37 +,CD38 +, CD80 +, HLA-DR +
Cll IgM +, A+, CD3 -, CD5 +, CD10 -, CD13 -, trizomi/tetrazo
(DSMZ no: 47/ Kadimn / Rai II CD19 +, CD20 +, CD34 -, CD37 +, CD38 +, Mutasyonsuz mi 12
ACC 773) cyCD79a +, CD80 +, HLA-DR +
MEC-1 CD3 -, CD10 -, CD13 -, CD19 +, CD20 +, CD34
(DSMZ no: 61/ Erkek /Rai ll -, CD37 +, CD38 +, cyCD79a +, CD80 +, CD138 Mutasyonlu 12-, 17p-
ACC 497) +, HLA-DR +

4.1.1. insan kronik lenfositik 16semi hiicre serilerinin cogaltilmasi

PGA-1, MEC1 ve Cll insan KLL hiicre serileri, 75cm?’lik flasklarda 37°C ve %5 CO igeren
etlvde, %10 FBS’li RPMI besi yerinde kulture edildi. Kiiltiire alinan hiicrelerin bir kismi
yiizeye tutanmaya ve yaklasik 48 saatten itibaren yayilmaya basladilar. Yaklasik % 80 bolluk
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noktasina ulasan hiicreler pasajlanarak alt kiilttirlere gegildi. Hiicrelerin kiiltiirlerinin her asamast
ters bakigl (inverted) mikroskop yardimiyla dlizenli olarak takip edildi ve morfolojik gorintileri
kaydedildi.

Buna gore PGA-1 hiicre serisinin morfolojisi, kismen kiimelenmis veya hafif dlzeyde

yapiskan olan diizensiz yuvarlak hiicreler seklinde goriildii (Resim 4.1).

Resim 4.1. PGA-1 hiicre serisinin mikroskop altinda goriintiisii

CII hiicreleri ise kiimeler halinde, yar1 yapiskan, yuvarlak ve oval morfolojidedir (Resim 4.2).

Resim 4.2. CII hiicre serisinin mikroskop altinda goriintiisii
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MEC-1 hicre serisinin morfolojisi ise kiimelenmis kiictik agregatlar halinde yuvarlak yada
polimorfik hiicreler seklindedir, hafif bir sekilde yapiskandir (Resim 1.3).

Resim 4.3. MEC-1 hiicre serisinin mikroskop altinda goriintiisii

4.2. Deney Gruplar

Calismamizda kullandigimiz PGA-1, Cll ve MEC-1 insan KLL htcre serilerinde, gesitli
konsantrasyon ve inkibasyon surelerinde DHA’nin tek basina, FLU’nun tek basina ve
DHA’nin FLU ile birlikte uygulanmasi sonucu olusan sitotoksik ve apoptotik etkiler

MRNA ve protein dlzeylerinde arastirildi. Bu amagla 4 deney grubu olusturuldu:

1- Kontrol grubu: PGA-1, Cll ve MEC-1 hiicrelerine DHA veya FLU uygulanmadi.

2- Dihidroartemisinin (DHA) grubu: PGA-1, Cll ve MEC-1 hiicrelerine DHA’nin 6nce 10
8 M, 10% M, 10° M, 10° M, 107 M, 108 M, 10° M, 10 M olacak sekilde seri
konsantrasyonlari, sonra 1Cso degerini belirlemek i¢in 2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve
80 uM konsantrasyonlar1 uygulandi.

3- Fludarabin (FLU) grubu: PGA-1, Cll ve MEC-1 hiicrelerine FLU'nun 6nce 103 M, 10°
4 M, 10° M, 10® M, 107 M, 10® M, 10° M, 10 M olacak sekilde seri
konsantrasyonlari, sonra ICsp degerini belirlemek icin 5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve
100 uM konsantrasyonlar1 uygulandi.

4- Dihidroartemisinin (DHA) + Fludarabin (FLU) grubu: PGA-1, CIl ve MEC-1
hiicrelerine DHA ve FLU’nun 6nce birlikte 102 M, 104 M, 10°M, 10°M, 10" M, 108
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M, 10° M, 10°M olacak sekilde seri konsantrasyonlari, sonra 1Csg degerini belirlemek
icin (2,5uM DHA + 5uM FLU)- (70 uM DHA + 80 uM FLU) konsantrasyon araligi
uygulandi.

4.3. DHA ve FLU’nun Insan Kronik Lenfositik Losemi Hiicrelerinin Canhligi Uzerine
Etkileri

Oncelikle XTT (2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid)
kullanilarak DHA ve FLU’nun ayr1 ayr1 ve birlikte kullanimlarinin PGA-1, CIl ve MEC-1
hicrelerinin canlilig: tizerine etkisi arastirildi. Bir tetrazolyum tuzu olan XTT, renksiz ya
da hafif sar1 renkli bir bilesik olup indirgendiginde parlak portakal rengine doniismektedir.
Bu renk degisikligi pozitif ylikli kuaterner tetrazol halkasimin kirilmasi ve ayrilmasi
sebebiyle gerceklesmektedir. Aktif olarak prolifere olan hiicrelerde XTT dontisiimiindeki
artis spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Buradan elde edilen canlilik oranlarindan,
kullanilan ilaglarin KLL hiicrelerinin canliliginda %50 azalmaya neden olan inhibitor
konsantrasyonlar1 yani ICsp konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla,
PGA-1, Cll ve MEC-1 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat DHA ve FLU ayr1 ayr1 ve DHA+FLU
birlikte uygulanmasina verdigi cevabi belirlemek i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarina
10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicreler ekildi. Deneydeki tiim gruplar (¢ tekrar olarak
planlandi ve kontrol hiicrelerine herhangi bir ajan uygulanmadi. Bu deneyde kullanilan
¢oziicliniin (DMSO) ortamdaki oran1 %1 olarak belirlendi. Bu oranlarda DMSO, hicreler
lizerinde sitotoksik bir etki gostermedi. Hiicreler, konsantrasyonlar1 10° M, 10* M, 10° M,
10% M, 107 M, 108 M, 10° M, 10°° M olacak sekilde seri konsantrasyonlar halinde DHA
ve FLU ayri ayr1 ve DHA+FLU ile 24, 48 ve 72 saat sire ile inkibe edildi. inkiibasyon
stirelerinin sonunda ilaglar ile uyarilan hiicre gruplarinin canlilik oranlari, kontrol
grubundaki hiicrelerin canlilik oranlari ile karsilastirilarak sonuglar “% canlilik orani”

seklinde hesaplandi ve standart sapma degerleri belirlendi.
4.3.1. DHA ve FLU’nun PGA-1 hicrelerinin canhihigi iizerine etkileri

PGA-1 hdacrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan DHA, FLU ve
DHA+FLU’ya olan cevabiin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade edilmesi i¢in yapilan

XTT yontemi sonuglarina gore PGA-1 hiicrelerinin canlilik oranlarinin, 24, 48 ve 72 saat
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inklibasyon sonunda DHA, FLU ve DHA+FLU’nun artan konsantrasyonlarina bagli olarak

azaldig1 goriildii.

Sekil 4.1’de PGA-1 hiicrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan DHA’ya 24, 48
ve 72 saat inkibasyon sonrasinda olan cevabinin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade
edilmesi i¢in yapilan XTT ydnteminin sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay
(x) eksende uygulanan konsantrasyonlar molarite cinsinden, dikey (y) eksende ise canlilik
oranlar1 yiizde olarak ifade edildi. DHA’nin 6zellikle 107M konsantrasyonun
uygulanmasiyla 24 saatlik inkubasyondan sonra %86,65 canlilik orani goriildi. Bu
konsantrasyondan sonra molaritesi yiikselerek artan diger konsantrasyonlarda canlilik
oraninda belirgin bir diislis goriiliirken, uygulanan en yiksek DHA konsantrasyonu olan
10 M’da canlilik oran1 %41,64 belirlendi.
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Sekil 4.1. PGA-1 hiicrelerinin DHA’nin seri konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen canlilik oranlar1

Sekil 4.2°de de PGA-1 hicrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan FLU’ya 24,
48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade
edilmesi i¢in yapilan XTT ydnteminin sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay
(x) eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik
oranlar1 yiizde olarak ifade edildi. FLU’nun 6zellikle 107 M konsantrasyonun
uygulanmasiyla 24 saatlik inkibasyondan sonra %84,81 canlilik orani goriildi. Bu
konsantrasyondan sonra canlilik oraninda belirgin bir diisiis goriiliirken, uygulanan en

yilksek FLU konsantrasyonu olan 10 M’da %40,54 canlilik oram belirlendi.
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Sekil 4.2

. PGA-1 hicrelerinin FLU’nun seri konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen canlilik oranlari

Sekil 4.3’de PGA-1 hicrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan DHA+FLU’ya

24, 48 ve

72 saat inkiibasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik oranlari olarak ifade

edilmesi i¢in yapilan XTT yonteminin sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay

(x) eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik

oranlar1 yiizde olarak ifade edildi. DHA+FLU’nun 6zellikle 107 M konsantrasyonunda 24

saatlik in

kiibasyonundan sonra ise %80,89 canlilik oran1 goriildii. Bu konsantrasyondan

sonra canlilik oraninda belirgin bir diisiis gorulirken uygulanan en yiksek DHA+FLU’nun

birlikte konsantrasyonu olan 10°M’da %40,53 canlilik oran1 belirlendi.
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Sekil 4.3. PGA-1 hucrelerinin DHA+FLU’nun seri konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat

inktibasyonu sonunda belirlenen canlilik oranlari
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4.3.2. DHA ve FLU’nun CII hiicrelerinin canlhihig iizerine etkileri

Cll hicrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan DHA, FLU ve DHA+FLU’ya
olan cevabinin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade edilmesi i¢in yapilan XTT yontemi
sonuglaria gore Cll hiicrelerinin canlilik oranlari, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda

artan DHA, FLU ve DHA+FLU konsantrasyonlarina bagli olarak azaldig: goriildii.

Grafik 4.4’de CII hucrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan DHA’ya 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade edilmesi
icin yapilan XTT yonteminin sonuglar1 grafiksel olarak gdsterilmektedir. Yatay (x)
eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik
oranlar1 yiizde olarak ifade edildi. Bu verilere gore, DHA’nin &zellikle 107 M
konsantrasyonun uygulanmasiyla 24 saatlik inkibasyondan sonra %81,04 canlilik orani
goriildii. Bu konsantrasyondan sonra canlilik oraninda belirgin bir diisiis goriiltirken,

uygulanan en yiiksek DHA konsantrasyonu olan 10° M’da %22,65 canlilik orani

belirlendi.
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Sekil 4.4. CIlI hucrelerinin DHA’nin seri konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen canlilik oranlari

Sekil 4.5’de de CII hiicrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan FLU’ya 24, 48
ve 72 saat inkiibasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade
edilmesi i¢in yapilan XTT yonteminin sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay
(x) eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik

oranlar1 yiizde olarak ifade edildi. FLU’nun 6zellikle 107 M konsantrasyonun
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uygulanmasiyla 24 saatlik inkibasyondan sonra %86,05 canlilik orani goriildi. Bu
konsantrasyondan sonra canlilik oraninda belirgin bir diisiis goriiliirken, uygulanan en

yilksek FLU konsantrasyonu olan 10 M’da %22,96 canlilik oram belirlendi.
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Sekil 4.5. CIlI hicrelerinin FLU’nun seri konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen canlilik oranlar1

Sekil 4.6’da ise CII hicrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan DHA+FLU’ya
24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik oranlari olarak ifade
edilmesi i¢in yapilan XTT ydnteminin sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay
(x) eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik
oranlar1 yiizde olarak ifade edildi. DHA+FLU’nun 6zellikle 107 M konsantrasyonunda 24
saatlik inkibasyonundan sonra ise %54,90 canlilik orani goriiliirken, uygulanan en yiiksek
DHA+FLU’nun birlikte konsantrasyonu olan 10°M’da %17,89 canlilik orani belirlendi.
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Sekil 4.6. CII hucrelerinin DHA+FLU’nun seri konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen canlilik oranlari

4.3.3. DHA ve FLU’nun MEC-1 hiicrelerinin canlihg1 iizerine etkileri

MEC-1 hucrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan DHA, FLU ve
DHA+FLU’ya olan cevabinin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade edilmesi i¢in yapilan
XTT yontemi sonuglarina gore de MEC-1 hiicrelerinin canlilik oranlari, 24, 48 ve 72 saat
inktbasyon sonucunda artan DHA, FLU ve DHA+FLU konsantrasyonlarina bagli olarak

azaldig goriildii.

Sekil 4.7’de MEC-1 hicrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan DHA’ya 24,
48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade
edilmesi i¢in yapilan XTT ydnteminin sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay
(x) eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik
oranlar1 yiizde olarak ifade edildi. Bu verilere gore, DHA’nin o&zellikle 107 M
konsantrasyonun uygulanmasiyla 24 saatlik inkiibasyondan sonra %94,64 canlilik orani
goOriildii. Bu konsantrasyondan sonra canlilik oraninda belirgin bir diisiis goriiliirken,
uygulanan en yiiksek DHA konsantrasyonu olan 10° M’da %24,13 canlilik orani

belirlendi.
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Sekil 4.7. MEC-1 hicrelerinin DHA’nin seri konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat

inkiibasyonu sonunda belirlenen canlilik oranlari

Sekil 4.8’de de MEC-1 hiicrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan FLU’ya 24,

48 ve

72 saat inkiibasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade

edilmesi igin yapilan XTT yonteminin sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay

(x) eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik

oranlar1 yiizde olarak ifade edildi. Yine FLU’nun ozellikle 107 M konsantrasyonun

uygulanmasiyla 24 saatlik inklbasyondan sonra %93,22 canlilik orani goriildii. Bu

konsantrasyondan sonra canlilik oraninda belirgin bir diisiis goriiliirken, uygulanan en

yilksek FLU konsantrasyonu olan 10 M’da %21,39 canlilik oran1 belirlendi.
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Sekil 4.8. MEC-1 hucrelerinin FLU’nun seri konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat

inkiibasyonu sonunda belirlenen canlilik oranlar1
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Sekil 4.9°da ise MEC-1 hicrelerinin, seri konsantrasyonlar halinde uygulanan FLU’ya 24,
48 ve 72 saat inkubasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade
edilmesi i¢in yapilan XTT yonteminin sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay
(x) eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik
oranlar1 yiizde olarak ifade edildi. DHA+FLU’nun 6zellikle 10® M konsantrasyonunda 24
saatlik inklibasyonundan sonra ise %78,91 canlilik orani goriiliirken, bu konsantrasyondan
sonra canlilik oraninda belirgin bir diisiis belirlendi. Uygulanan en yiuksek DHA+FLU’nun

birlikte konsantrasyonuu olan 10 M’da %21,30 canlilik oran1 belirlendi.
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Sekil 4.9. MEC-1 huicrelerinin DHA+FLU’nun seri konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen canlilik oranlar1

4.4. DHA, FLU ve DHA+FLU’nun 1Cs0 Degerlerinin Belirlenmesi

Hiicrelere DHA ve FLU’ nun ayr1 ayr1 ve DHA+FLU birlikte seri konsantrasyonlarinin 24,
48 ve 72 saat uygulanmasi sonucunda XTT yontemiyle elde edilen verilere gore PGA-1,
Cll ve MEC-1 hicrelerinin canlilik oranlarinin artan DHA, FLU ve DHA+FLU
konsantrasyonularina bagh olarak diistiigii belirlendi. Tiim hiicre serilerinde bu diistislerin
ozellikle 24 saatlik inkiibasyon sonunda 10'M’dan itibaren oldugu gériildiigii icin 1C50
konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla yine 96 kuyucuklu hticre kultir plaklarma 10*
hiicre/kuyu olacak sekilde hiicreler ekildi. Deneydeki tim gruplar U¢ tekrar olarak

planland1 ve kontrol hiicrelerine herhangi bir ajan uygulanmadi.
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4.4.1. PGA-1 hicrelerine uygulanan DHA, FLU ve DHA+FLU’nun 1Cso degerlerinin

belirlenmesi

PGA-1 hticrelerine 2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve 80 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde
DHA 24, 48 ve 72 saat siireler ile yeniden uygulandi. Siireler sonunda XTT yontemi
uygulanarak sonuclar elde edildi. Deneydeki ttim gruplar (¢ tekrar olarak planlandi ve kontrol
hiicrelerine herhangi bir ajan uygulanmadi. Surelerin sonunda XTT yOntemi yapilarak sonuglar
hiicre kontrol grubuna goére ortalama % canlilik oram olarak saptandi. Elde edilen sonuglarin

ortalamasi alind1 ve standart sapma degerleri bulundu.

Sekil 4.10°da PGA-1 hiicrelerinin, 2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve 80 uM konsantrasyonlarda
uygulanan DHA’ya 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda olan cevabimn hiicre canlilik
oranlar1 olarak ifade edilmesi igin yapilan XTT yonteminin sonuglart grafiksel olarak
gosterilmektedir. Yatay (X) eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y)

eksende ise canlilik oranlari yiizde olarak ifade edildi.

Bu verilere gore PGA-1 hiicrelerinde kullandigimiz en yiiksek DHA konsantrasyonu olan 80
uM’da hiicre canliliginin 24 saatte yaklasik %26, 48 saatte yaklasik %13, 72 saatte ise yaklasik
%10 oldugu belirlendi. Sonuglarimiza gére DHA i¢in ICsp Kkonsantrasyonunun PGA-1
hiicrelerinde; 24 saat inkiibasyon sonunda 22,82 uM, 48 saat inkiibasyon sonunda 8,80 uM ve 72
saat inkiibasyon sonunda 3,25 uM oldugu bulundu.
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Sekil 4.10. PGA-1 hicrelerinin DHA’nin  2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve 80 uM
konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat inkibasyonu sonunda elde edilen
canlilik oranlar yiizdesi
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Yine PGA-1 hicrelerine 5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve 100 uM konsantrasyonlarda
olacak sekilde FLU 24, 48 ve 72 saat siireler ile yeniden uygulandi. Siireler sonunda XTT
yontemi uygulanarak sonuglar elde edildi. Deneydeki tim gruplar Gc¢ tekrar olarak
planlandi1 ve kontrol hiicrelerine herhangi bir ajan uygulanmadi. Surelerin sonunda XTT
yontemi yapilarak sonuglar hiicre kontrol grubuna gore ortalama % canlilik orani olarak

saptandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alindi ve standart sapma degerleri bulundu.

Sekil 4.11’de PGA-1 hicrelerinin, 5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve 100 uM
konsantrasyonlarda uygulanan FLU’ya 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda olan
cevabimin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade edilmesi i¢in yapilan XTT yonteminin
sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay (x) eksende uygulanan molarite

cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik oranlar1 yiizde olarak ifade
edildi.

PGA-1 hiicrelerinde kullandigimiz en yiiksek FLU konsantrasyonu olan 100 uM’da hiicre
canliligimin 24 saatte yaklasik yaklagik %45, 48 saatte yaklasik %18, 72 saatte ise yaklasik
%8 oldugu belirlendi. Sonuglarimiza gore FLU igin ICso konsantrasyonunun PGA-1
hlicrelerinde; 24 saat inkubasyon sonunda 88,73 uM, 48 saat inkiibasyon sonunda 42,18

UM ve 72 saat inkiibasyon sonunda 17,33 uM oldugu bulundu.
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Sekil 4.11. PGA-1 hucrelerinin FLU’nun 5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve 100 uM
konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen
canlilik oranlarn yiizdesi
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Bununla birlikte PGA-1 hticrelerine (2,5uM DHA + 5uM FLU)- (70 uM DHA + 80 uM FLU)
konsantrasyon araliginda olacak sekilde DHA ve FLU birlikte 24, 48 ve 72 saat siireler ile
yeniden uygulandi. Siireler sonunda XTT yontemi uygulanarak sonuglar elde edildi. Deneydeki
tim gruplar t¢ tekrar olarak planlandi ve kontrol hiicrelerine herhangi bir ajan uygulanmadi.
Siirelerin sonunda XTT yontemi yapilarak sonuglar hiicre kontrol grubuna gore ortalama %
canhilik oran1 olarak saptandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alindi ve standart sapma

degerleri bulundu.

Sekil 4.12°de PGA-1 hicrelerinin (2,5uM DHA + 5uM FLU)- (70 uM DHA + 80 uM FLU)
konsantrasyon araliginda uygulanan DHA+ FLU’ya 24, 48 ve 72 saat inkubasyon sonucunda
olan cevabmin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade edilmesi i¢in yapilan XTT ydnteminin
sonuglar grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay (x) eksende uygulanan molarite cinsinden

konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik oranlari yiizde olarak ifade edildi.

PGA-1 hiicrelerinin canlilik oranlarinin DHA ve FLU’nun birlikte kullanimi sonucunda da
konsantrasyona bagh olarak diistiigii gozlendi. PGA-1 hiicrelerinde kullandigimiz en yiliksek
DHA+FLU konsantrasyonu olan 70 uM DHA +80 uM FLU’da, hiicre canliligin 24 saatte
yaklasik %45, 48 saatte yaklastk %17 ve 72 saatte yaklagik %12 oldugu belirlendi.
Sonuglarimiza gére PGA-1 hicrelerinde 24 saat inklibasyon sonunda 1Csp konsantrasyonunun
yaklasik 20 uM DHA + 50 uM FLU oldugu bulundu.
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Sekil 4.12. PGA-1 hucrelerinin DHA+FLU’nun (2,5uM DHA + 5uM FLU)- (70 uM DHA
+ 80 uM FLU) konsantrasyon araliginda uygulanarak 24, 48 ve 72 saat
inktibasyonu sonunda elde edilen canlilik oranlari
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4.4.2. CIl hicrelerine uygulanan DHA, FLU ve DHA+FLU’nun 1Cso degerlerinin

belirlenmesi

ClIl hucrelerine 2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve 80 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde
DHA 24, 48 ve 72 saat siireler ile yeniden uygulandi. Siireler sonunda XTT yontemi
uygulanarak sonuglar elde edildi. Deneydeki tiim gruplar ii¢ tekrar olarak planlandi ve
kontrol hicrelerine herhangi bir ajan uygulanmadi. Sdrelerin sonunda XTT yontemi
yapilarak sonuclar hiicre kontrol grubuna gore ortalama %canlilik orani olarak saptandi.
Elde edilen sonuglarin ortalamasi alindi ve standart sapma degerleri bulundu. Sekil 4.13’de
Cll hicrelerinin, 2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve 80 uM konsantrasyonlarda uygulanan
DHA’ya 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik oranlar
olarak ifade edilmesi i¢in yapilan XTT yoOnteminin sonuglart grafiksel olarak
gosterilmektedir. Yatay (x) eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey

(y) eksende ise canlilik oranlar yiizde olarak ifade edildi.

CIl hucrelerinde kullandigimiz en yiiksek DHA konsantrasyonu olan 80 uM’da hiicre
canliligmin 24 saatte yaklasik %36, 48 saatte yaklasik %26, 72 saatte ise yaklasik %23
oldugu belirlendi. Sonuglarimiza gére DHA igin 1Cso konsantrasyonunun CII hicrelerinde;
24 saat inktbasyon sonunda 30,25 uM, 48 saat inkiibasyon sonunda 20,50 uM ve 72 saat

inktibasyon sonunda 9,14 uM oldugu bulundu.
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Sekil 4.13. CIlI hacrelerinin . DHA’nin  2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve 80 uM
konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen
canlilik oranlari
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ClI hicrelerine 5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve 100 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde
FLU 24, 48 ve 72 saat siireler ile yeniden uygulandi. Siireler sonunda XTT yontemi
uygulanarak sonuglar elde edildi. Deneydeki tiim gruplar ii¢ tekrar olarak planlandi ve
kontrol hicrelerine herhangi bir ajan uygulanmadi. Sdrelerin sonunda XTT yo6ntemi
yapilarak sonuglar hiicre kontrol grubuna gore ortalama % canlilik orani olarak saptandi.

Elde edilen sonuglarin ortalamasi alind1 ve standart sapma degerleri bulundu.

Sekil 4.14°de CII hicrelerinin, 5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve 100 uM konsantrasyonlarda
uygulanan FLU’ya 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik
oranlar1 olarak ifade edilmesi i¢in yapilan XTT yoOnteminin sonuglar1 grafiksel olarak
gosterilmektedir. Yatay (x) eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey

(y) eksende ise canlilik oranlar yiizde olarak ifade edildi.

Cll hucrelerinde de kullandigimiz en yiiksek FLU konsantrasyonu olan 100 uM’da hiicre
canliliginin 24 saatte yaklasik yaklasik %39, 48 saatte yaklasik %29, 72 saatte ise yaklagik
%24 oldugu Dbelirlendi. Sonug¢larimiza gére FLU i¢in 1Cso konsantrasyonunun CIlI
hlicrelerinde; 24 saat inkubasyon sonunda 83,80 uM, 48 saat inkiibasyon sonunda 78,84

uM ve 72 saat inkiibasyon sonunda 61 uM oldugu bulundu.
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Sekil 4.14. CII hacrelerinin  FLU’nun  5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve 100 uM
konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen
canlilik oranlari
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Bununla birlikte CII hicrelerine (2,5uM DHA + 5uM FLU)- (70 uM DHA + 80 uM FLU)
konsantrasyon araliginda olacak sekilde DHA ve FLU birlikte 24, 48 ve 72 saat siireler ile
yeniden uygulandi. Siireler sonunda XTT yontemi uygulanarak sonuglar elde edildi.
Deneydeki tiim gruplar {i¢ tekrar olarak planlandi ve kontrol hiicrelerine herhangi bir ajan
uygulanmadi. Siirelerin sonunda XTT yontemi yapilarak sonuglar hiicre kontrol grubuna
gore ortalama %canlilik orani olarak saptandi. Elde edilen sonuclarin ortalamasi alindi ve
standart sapma degerleri bulundu. Sekil 4.15’de CII hucrelerinin, (2,5uM DHA + 5uM
FLU)- (70 uM DHA + 80 uM FLU) konsantrasyon araliginda uygulanan DHA+ FLU’ya
24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade
edilmesi i¢in yapilan XTT yonteminin sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay
(x) eksende uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik

oranlari yilizde olarak ifade edildi.

Buna goOre CII hiicrelerinin canlilik oranlarmin DHA ve FLU’nun birlikte kullanimi
sonucunda da konsantrasyona bagli olarak distigii gozlendi. CII hicrelerinde
kullandigimiz en yiikksek DHA+FLU konsantrasyonu olan 70 uM DHA + 80 uM FLU’da,
hiicre canliligin 24 saatte yaklasik %35, 48 saatte yaklasik %34 ve 72 saatte yaklasik %25
oldugu belirlendi. Sonuglarimiza gore ClI hucrelerinde 24 saat inkiibasyon sonucunda ICso
konsantrasyonunun yaklasik 10 uM DHA + 40 uM FLU oldugu bulundu.
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Sekil 4.15. ClI hicrelerinin DHA+FLU’nun (2,5uM DHA + 5uM FLU)- (70 uM DHA +
80 uM FLU) konsantrasyon araliginda uygulanarak 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonunda elde edilen canlilik oranlar1
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4.4.3. MEC-1 hiicrelerine uygulanan DHA, FLU ve DHA+FLU’nun 1Cso degerlerinin

belirlenmesi

MEC-1 hucrelerine 2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve 80 uM konsantrasyonlarda olacak
sekilde DHA 24, 48 ve 72 saat siireler ile yeniden uygulandi. Siireler sonunda XTT
yontemi uygulanarak sonuglar elde edildi. Deneydeki tim gruplar Gg¢ tekrar olarak
planlandi ve kontrol hiicrelerine herhangi bir ajan uygulanmadi. Surelerin sonunda XTT
yontemi yapilarak sonuglar hiicre kontrol grubuna gore ortalama %canlilik orani olarak
saptandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alindi ve standart sapma degerleri bulundu.
Sekil 4.16’da  MEC-1 hucrelerinin,  2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve 80 uM
konsantrasyonlariyla uygulanan DHA’ya 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda olan
cevabmin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade edilmesi i¢in yapilan XTT ydnteminin
sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay (x) eksende uygulanan molarite
cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik oranlari yiizde olarak ifade
edildi.

MEC-1 hucrelerinde de kullandigimiz en yiiksek DHA konsantrasyonu olan 80 uM’da
hiicre canliliginin 24 saatte yaklasik %37, 48 saatte yaklasik %25, 72 saatte ise yaklasik
%15 oldugu belirlendi. Sonuglarimiza gére DHA igin 1Cso konsantrasyonunun MEC-1
hlicrelerinde; 24 saat inklibasyon sonunda 45,42 uM, 48 saat inkiibasyon sonunda 7,10 uM

ve 72 saat inkiibasyon sonunda 1,83 uM oldugu belirlendi.
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Sekil 4.16. MEC-1 hucrelerinin DHA’nin 2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve 80 uM
konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen
canlilik oranlari
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Yine MEC-1 hucrelerine 5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve 100 uM konsantrasyonlarda
olacak sekilde FLU 24, 48 ve 72 saat siireler ile yeniden uygulandi. Siireler sonunda XTT
yontemi uygulanarak sonuglar elde edildi. Deneydeki tim gruplar Gc¢ tekrar olarak
planlandi1 ve kontrol hiicrelerine herhangi bir ajan uygulanmadi. Surelerin sonunda XTT
yontemi yapilarak sonuglar hiicre kontrol grubuna gore ortalama % canlilik orani olarak

aptandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alindi ve standart sapma degerleri bulundu.

Sekil 4.17’de  MEC-1 hucrelerinin, 5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve 100 uM
konsantrasyonlariyla uygulanan FLU’ya 24, 48 ve 72 saat inkibasyon sonucunda olan
cevabmin hiicre canlilik oranlar1 olarak ifade edilmesi ic¢in yapilan XTT yonteminin
sonuclar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay (x) eksende uygulanan molarite

cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik oranlar1 yiizde olarak ifade

edildi.

MEC-1 hiicrelerinde kullandigimiz en ylksek FLU konsantrasyonu olan 100 uM’da hiicre
canlilifinin 24 saatte yaklasik %44, 48 saatte yaklasik %24, 72 saatte ise yaklasik %15
oldugu belirlendi. Sonuglarimiza gére FLU icgin ICso konsantrasyonunun MEC-1
hiicrelerinde; 24 saat inkibasyon sonunda 96,54 uM, 48 saat inkibasyon sonunda 75,52

UM ve 72 saat inkiibasyon sonunda 65,70 uM oldugu bulundu.
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Sekil 4.17. MEC-1 hicrelerinin FLU’nun 5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve 100 uM
konsantrasyonlariyla 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen
canlilik oranlari
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Bununla birlikte MEC-1 hiicrelerine (2,5uM DHA + 5uM FLU)- (70 uM DHA + 80 uM
FLU) konsantrasyon aralifinda olacak sekilde DHA ve FLU birlikte 24, 48 ve 72 saat
siireler ile yeniden uygulandi. Siireler sonunda XTT yontemi uygulanarak sonuclar elde
edildi. Deneydeki tiim gruplar {i¢ tekrar olarak planlandi ve kontrol hiicrelerine herhangi
bir ajan uygulanmadi. Siirelerin sonunda XTT yontemi yapilarak sonuglar hilicre kontrol
grubuna gore ortalama %canlilik orani olarak saptandi ve standart sapma degerleri
bulundu. Sekil 4.18'de MEC-1 hicrelerinin, (2,5uM DHA + 5uM FLU)- (70 uM DHA +
80 uM FLU) konsantrasyon araliginda uygulanan DHA+ FLU’ya 24, 48 ve 72 saat
inklibasyon sonucunda olan cevabinin hiicre canlilik oranlari olarak ifade edilmesi i¢in
yapilan XTT ydnteminin sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Yatay (x) eksende
uygulanan molarite cinsinden konsantrasyonlar, dikey (y) eksende ise canlilik oranlari

yuzde olarak ifade edildi.

MEC-1 hiicrelerinin canlilik oranlarinin DHA ve FLU nun birlikte kullanimi1 sonucunda da
konsantrasyona bagli olarak distiigii gozlendi. MEC-1 hiicrelerinde kullandigimiz en
yuksek DHA+FLU konsantrasyonu olan 70 uM DHA + 80 uM FLU’da, hiicre canliligin
24 saatte yaklagik %18, 48 saatte yaklasik %19 ve 72 saatte yaklasik %18 oldugu
belirlendi. Sonuglarimiza gére MEC-1 hiicrelerinde 24 saat inkibasyon sonucunda ICso
konsantrasyonunun yaklasik 8,75 uM DHA + 20 uM FLU oldugu bulundu.
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Sekil 4.18. MEC-1 hicrelerinin DHA+FLU’nun (2,5uM DHA + 5uM FLU)- (70 uM DHA
+ 80 uM FLU) konsantrasyon araliginda uygulanarak 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonunda elde edilen canlilik oranlari
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Sekil 4.19°’da da PGA-1, CIl ve MEC-1 hucrelerinin  DHA’nin 2,5-5-8,75-10-20-35-40-
70-75 ve 80 uM, FLU'nun 5-10-20-40-50-60-70-80-90 ve 100 uM ve DHA+FLU’nun
(2,5uM DHA + 5uM FLU)- (70 uM DHA + 80 uM FLU) konsantrasyon araliginda
uygulanmasiyla 24 saat inkibasyonu sonunda belirlenen % canlilik oranlar1 karsilastirildi.
Bu sonuclara gore PGA-1 hiicrelerinin, CIl ve MEC-1 hiicrelerine gore daha diisiik
konsantrasyonlardaki DHA konsantrasyonlarindan etkilendigi goriildi. Bunun yani sira
PGA-1 ve CII hicrelerinin, MEC-1’e gére gore daha diisiik konsantrasyonlardaki FLU
konsantrasyonlarindan etkilendigi belirlendi. MEC-1 hcrelerinin ise, PGA-1 ve CII
hiicrelerine gore daha diisik konsantrasyonlardaki DHA + FLU birlikte

konsantrasyonlarindan etkilendigi gézlendi.
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Sekil 4.19. PGA-1, CIl ve MEC-1 hicrelerinin DHA, FLU ve DHA+FLU ile 24 saat
inktbasyonu sonundaki canlilik oranlarinin karsilastiriimasi
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Ozet olarak tim bu sonuclara gore her bir hiicre icin uygulanan DHA, FLU ve
DHA+FLU’nun ICso degerleri ve deney gruplar1 Tablo 4.2'de belirtildi. Buna gore PGA-1
hicrelerine DHA 22,82 uM, FLU 88,73 uM ve DHA+FLU birlikte 20 uM + 50 uM
konsantrasyonlarda uygulanmisken, CII hiicrelerine DHA 30,25 uM, FLU 83,80 uM ve
DHA+FLU birlikte 10 uM + 40 uM, MEC-1 hcrelerine de DHA 45,42 uM, FLU 96,54
uM ve DHA+FLU birlikte 8,75 uM DHA + 20 uM FLU uygulanmadi. Her bir hiicre

grubunun kontrol hiicrelerine herhangi bir ajan uygulanmadi.

Cizelge 4.2. Deney gruplart ve KLL hicre serilerine uygulanan DHA, FLU ve
DHA+FLU’nun ICsg degerleri

Deney Gruplari KLL Hucre Serileri
PGA-1 hiicreleri CII hucreleri MEC-1 hucreleri
1) Kontrol Ajan uygulanmadi Ajan uygulanmadi Ajan uygulanmadi
2) DHA 22,82 uM 30,25 uM 45,42 uM
3) FLU 88,73 uM 83,80 uM 96,54 uM
4) DHA +FLU 20 uM + 50 uM 10 uM + 40 uM 8,75uM +20uM

4.5. Gen Ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirmesi

Hucresel apoptoz, Olim reseptoru ile ekstrinsik yolak veya intrinsik yolak (zerinden
indiklenebilmektedir. Bcl-2 ailesi Uyeleri ve kaspazlar apoptozun bilinen temel
aracilaridir. Bel-2, Mcl-1 gibi anti-apoptotik proteinler apoptozu inhibe ederken, Bax gibi
pro-apoptotik proteinler apoptozu uyarmaktadir [205]. Birgok doku ve hcre tipinde ifade
edilen TCTP'nin de anti-apoptotik aktivitesi oldugu bildirilmektedir [17]. Bu bilgiler
is1ginda apoptoz ile iliskili oldugu bilinen TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3
genlerinin mRNA ifade dlzeylerini belirlemek icin kantitatif Real-time PCR yontemi ve
LightCycler®480 cihazi kullanildi. Bu amagla PGA-1, Cll ve MEC-1 hiicreleri, 6
kuyucuklu diiz tabanli plaklarda 1x10%mL hiicre olacak sekilde sayilarak kiiltiire alindi.
Daha sonra DHA ve FLU ayr1 ayri, DHA+FLU’nun XTT hiicre canlilik deneyi sonucunda
belirlenen ICso konsantrasyonlari  hiicrelere uygulandi ve kontrol grubu hiicrelerine
herhangi bir ajan uygulanmadi. Inkiibasyon siireleri dolduktan sonra her biri farkli RNA
konsantrasyonuna sahip bu hiicrelerden baslangi¢ miktar1 1000 ng olacak sekilde cDNA
sentezi yapildi. Elde edilen bu cDNA’larda TCTP ve Mcl-1 icin bu genlere 6zgu primerler,
FRET problari, LC FastStart DNA Master Plus HybProbe karisimi; Bcl-2, Bax ve Kaspaz-
3 icin ise yine bu genlere 6zgii primerler, UPL LNA problari, TagMan Master karisimi ve
tim bu genlerin normalizasyonu icin secilen ABL1 genine 0zgl primer-prob karisimi

kullanilarak galisildi. ABL1 geninin i¢ kontrol olarak kullanilmasinin nedeni, bu genin
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hematolojide “housekeeping” i¢ kontrol olarak uzlasilan genlerden biri olmasidir. TUm bu
cDNA ornekleri her bir gen icin iiger kez calisildi. Ortalamalar ve standart sapmalar

belirlendi.

Calismamizda goreceli gen ifadelenmesinin sonuglarinin degerlendirilmesi igin “244¢T

Yontemi” kullanildi. Buna gore;

AACT = [ (Ornek ACT)ort. — (Kontrol ACT)ort. ]

AACT = [(Cthedef gen ﬁrnek'Cthousekeeping érnek)'(Cthedef gen kontroI'Cthousekeeping kontrol)

Hedef gen mRNA miktari = 2744CT

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresan sinyalin esik degeri gectigi andaki
dongli sayisini ifade etmektedir. Ct degeri tepkimenin basinda mevcut olan mRNA
(cDNA) miktar1 ile ters orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile orneklerin Ct degerleri
arasindaki farki gostermektedir. Hesaplamalar, “SABiosciences QIAGEN” web portalinda
Real-Time PCR data analizi kullanilarak yapildi.

4.6. Gen Ifade Diizeylerinin Karsilastirmasi

PGA-1, MECI1 ve CII hiicrelerine DHA ve FLU ayr1 ayri, DHA + FLU’nun belirlenen 1Cso
konsantrasyonlar1 uygulanmasindan sonra TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3
genlerinin ifade duzeylerinin konsantrasyona bagli olarak karsilagtirmali degerlendirmeleri
yapildi. Bu genlerin mRNA ifade dlzeylerini belirlemek igin kantitatif Real-time PCR

yontemi kullanildi.

4.6.1. PGA-1 hicrelerinde gen ifade diizeylerinin karsilastirilmasi

PGA-1 hcrelerine; belirlenen ICso konsantrasyonu 22,82 uM olan DHA, belirlenen ICso
konsantrasyonu 88,73 uM olan FLU ve ve 20 uM DHA + 50 uM FLU birlikte
uygulandiktan sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif Kaspaz-3
genlerinin ifade dizeylerine etkilerinin 2"24¢T y&ntemi ile hesaplanmasi sonucunda, anti-
apoptotik  ozellikteki TCTP mRNA ifade dizeylerinde kontrole goére, DHA

uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli Ol¢lide azalma
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(p<0,001), FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli 6lgiide azalma (p<0,05)
ve DHA + FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli dl¢iide azalma
(p<0,001) belirlendi. Anti-apoptotik 6zellikteki Mcl-1 mRNA ifade dizeylerinde ise
kontrole gére, DHA uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli Olglide artma
(p<0,05), FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli 6l¢iide azalma (p<0,05) ve
DHA + FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli 6lglide artma
(p<0,001) saptandi. Yine anti-apoptotik 6zellikteki Bcl-2 mRNA ifade dlzeylerinde
kontrole gére, DHA uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli Olglide artma
(p<0,05), FLU tek basina ve DHA+FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda
istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig1 gozlendi (p>0,05). Apoptotik Ozellikte olan
Bax mMRNA ifade duzeylerinde kontrole goére, DHA ve DHA+FLU birlikte
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli Olglide artma (p<0,05), FLU
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi
bulundu (p>0,05). Kaspaz-3 mRNA ifade duzeylerinde ise kontrole gtre, DHA
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli 6l¢tide artma (p<0,05), FLU tek basina ve
DHA+FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli
farklilik olmadig belirlendi (p>0,05) (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. PGA-1 hicrelerinde konsantrasyona bagli olarak DHA, FLU ve bu ajanlarin
birlikte uygulanmasi sonrasinda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3 mRNA
diizeylerindeki degisiklik. Hedef genin ifade dizeyleri ABL1 mRNA ifade
diizeyi temel alinarak normalize edildi (*; p<0.05) (**; p<0.001)
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4.6.2. CII hiicrelerinde gen ifade diizylerinin karsilastirilmasi

CIl hacrelerine; belirlenen 1Cso konsantrasyonu 30,25 uM olan DHA, belirlenen ICsg
konsantrasyonu 83,80 uM olan FLU ve ve 10 uM DHA + 40 uM FLU birlikte
uygulandiktan sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif Kaspaz-3
genlerinin ifade diizeylerine etkilerinin 22T yontemi ile hesaplanmasi sonucunda, anti-
apoptotik ozellikteki TCTP mRNA ifade diizeylerinde DHA ve FLU ayr1 ayr1 ve DHA +
FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli dl¢tide artma belirlendi (p<0,001). Anti-apoptotik 6zellikteki Mcl-1 mRNA ifade
dizeylerinde ise DHA ve FLU ayr1 ayr1 ve DHA + FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24
saat sonunda kontrole gore anlamli 6l¢iide artma saptandi (p<0,05). Yine anti-apoptotik
Ozellikteki Bcl-2 mRNA ifade diizeylerinde kontrole gore, DHA uygulanmasindan sonra
24 saat sonunda anlamli 6l¢iide azalma (p<0,05) belirlendi. FLU tek basina ve DHA+FLU
birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmadigi gozlendi (p>0,05). Apoptotik 6zellikte olan Bax mRNA ifade duzeylerinde
kontrole gore, DHA ve FLU ayr1 ayr1 ve DHA + FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24
saat sonunda anlamli Olglide artma belirlendi (p<0,05). Kaspaz-3 mRNA ifade
diizeylerinde ise kontrole gore, DHA ve FLU tek basina uygulanmasindan sonra 24 saat
sonunda anlamli Slgiide artma (p<0,05), DHA+FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24
saat sonunda da anlamli 6l¢iide artma saptandi (p<0,001) (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. CII hicrelerinde konsantrasyona bagli olarak DHA, FLU ve bu ajanlarin
birlikte uygulanmasi sonrasinda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3
mRNA diizeylerindeki degisiklik. Hedef genin ifade diizeyleri ABL1 mMRNA
ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi (*; p<0.05) (**; p<0.001)
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4.6.3. MEC-1 huicrelerinde gen ifade diizylerinin karsilastirilmasi

MEC-1 hucrelerinde belirlenen 1Cso konsantrasyonu 45,42 uM olan DHA, belirlenen 1Cso
konsantrasyonu 96,54 uM olan FLU ve ve 8,75 uM DHA + 20 uM FLU birlikte
uygulandiktan sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif Kaspaz-3
genlerinin ifade diizeylerine etkilerinin 2"24°T ygntemi ile hesaplanmasi sonucunda, anti-
apoptotik  ozellikteki TCTP mRNA ifade dizeylerinde kontrole gore, DHA
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artma
(p<0,001), FLU uygulanmasindan sonra istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi
(p>0,05), DHA + FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli 6l¢iide
artma belirlendi (p<0,05). Anti-apoptotik 0zellikteki Mcl-1 mRNA ifade dizeylerinde ise
kontrole gore, DHA tek basina ve DHA + FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat
sonunda anlamli 6l¢iide artma (p<0,001), FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda
istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi goézlendi (p>0,05). Yine anti-apoptotik
Ozellikteki Bcl-2 mRNA ifade duzeylerinde kontrole gore, DHA uygulanmasindan sonra
24 saat sonunda anlamli 6l¢iide artma (p<0,001), FLU uygulanmasindan sonra 24 saat
sonunda anlamli 6l¢iide azalma (p<0,001) ve DHA + FLU birlikte uygulanmasindan sonra
24 saat sonunda da anlamli dlglide azalma (p<0,05) saptandi. Apoptotik 0zellikte olan Bax
mMRNA ifade dizeylerinde kontrole gore, DHA, FLU ve DHA+FLU birlikte
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli 6lgiide artma belirlendi (p<0,05). Kaspaz-
3 mMRNA ifade diizeylerinde ise kontrole gére, DHA uygulanmasindan sonra 24 saat
sonunda anlamli 6l¢iide artma (p<0,05), FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda
istatistiksel olarak anlamhi farklilik olmadigi (p>0,05) ve DHA+FLU birlikte
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli 6l¢iide artma (p<0,05) saptandi (Sekil
4.22).
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Sekil 4.22. MEC-1 hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak DHA, FLU ve bu ajanlarin
birlikte uygulanmasi sonrasinda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3 mRNA
dizeylerindeki degisiklik. Hedef genin ifade diizeyleri ABL1 mRNA ifade
diizeyi temel alinarak normalize edildi (*; p<0.05) (**;p<0.001)

4.7. Akim sitometri ile Apoptoz Tayini

Fosfolipidlerden biri olan Fosfatidilserin’in hiicre yilizeyine ¢ikmasi, apoptozda goriilen
erken bir olaydir ve apoptozu saptamak i¢in kullanilabilmektedir. Apoptoz siiresince
fosfatidilserin, plazma membranimnin sitoplazmik yiizeyinden hiicre yiizeyine Yyer
degistirmektedir. Annexin V’in, fosfatidilserin icin gicli bir Ca™ bagimli affinitesi
bulunmaktadir ve bu yuzden FITC isaretli Anneksin V antikoru kullanilarak apoptotik
hlicre gorunur hale getirilebilmektedir. Geg apoptotik ve nekrotik hicreleri saptamak icin
de vital bir boya olan Propidyum iyodiir (PI) kullanilmaktadir. Bozulmamis membrani olan
canli hiicreler PI’y1 iceri almazlar, oysaki 6lii ve hasarlanmis hiicre membranlar1 PI’a
gecirgendir. Bu ylizden, canli olan hiicreler hem Annexin V hem PI negatif ([Annexin V -
[P1 -]), erken apoptozdaki hiicreler Annexin V pozitif ve Pl negatif ([Annexin V+ / Pl -]),
ge¢ apoptozdaki veya 0lmiis hiicreler hem Annexin V hem PI pozitif iken (JAnnexin V+ /
Pl +]), nektorik hiicreler Annexin V negatif ve PI pozitiftir ([Annexin V- / Pl +]) [206].

Buradan yola ¢ikilarak ¢aligmamizda PGA-1, Cll ve MEC-1 KLL hiicre serilerine DHA ve
FLU ayn ayri, DHA+FLU’nun birlikte uygulanmasinin apoptoz iizerine etkilerini
belirlemek amaciyla hiicreler, 6 kuyucuklu Kiiltiir plaklarmda her bir kuyuya 10° hiicre

gelecek sekilde sayilarak kiiltiire alindi. Daha sonra ajanlarin XTT hiicre canlilik deneyi
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sonucunda belirlenen ICso konsantrasyonlari hiicrelere uyguland: ve 24 saat inkiibasyondan
sonra bu ajanlarin apoptoz (zerine etkileri Annexin V-FITC ve Propidium Iyodiir ile ayn1
zamanda boyanarak akim sitometri ile incelendi. Kontrol grubu hicrelerine herhangi bir
ajan uygulanmadi. Deneydeki tiim gruplar ii¢ tekrar olarak planlandi. Beckman Coulter
Navios cihazinda ve Kaluza yazilim programinda lenfosit hiicreleri etrafinda olusturulan

kapilama ile hiicre dagilimi, nokta grafikler (Dot plot) kullanilarak incelendi.

4.7.1. PGA-1 hicrelerinde akim sitometri ile apoptoz tayini

PGA-1 kontrol hiicrelerinde ortalama %4,31 oraninda erken apoptoz, ortalama %5,14
oraninda ge¢ apoptoz+tnekroz ve ortalama %3,46 oraninda nekroz oldugu gozlendi. PGA-1
hicrelerine belirlenen 1Cso konsantrasyonu 22,82 uM olan DHA uygulanmasindan sonra
24 saat sonunda ortalama %58,42 oraninda erken apoptoz, ortalama % 20,64 oraninda geg
apoptoz+nekroz ve %3,45 oraninda nekroz saptandi. Bu verilere gore, PGA-1 hiicrelerine
DHA uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda kontrol ile karsilastirildiginda, erken
apoptoz (p<0,001) ve ge¢ apoptoz+nekroz oraninda (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir
artis oldugu belirlendi. Yalniz nekroz oraninda ise istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmadig1 goruldi (p>0,05). Yine belirlenen ICso konsantrasyonu 88,73 uM olan FLU
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda ortalama %15,09 oraninda erken apoptoz,
ortalama %9,49 oraninda ge¢ apoptoz+nekroz ve %13,99 oraninda nekroz gozlendi. Bu
verilere gore de, PGA-1 hicrelerine FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda kontrol
ile karsilastirildiginda erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oraninda istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu saptandi (p<0,05). Ayrica 20 uM DHA + 50 uM FLU birlikte
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda ortalama %45,23 oraninda erken apoptoz,
ortalama %27,03 oraninda ge¢ apoptoz+nekroz ve %4,84 oraninda nekroz gdzlendi. Bu
verilere gore ise, PGA-1 hicrelerine DHA+FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat
sonunda kontrol ile karsilastirildiginda erken apoptoz ve ge¢ apoptoz+nekroz oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu (p<0,05), yalniz nekroz oraninda ise istatistiksel
olarak anlamli farklilik olmadigi belirlendi (p>0,05) (Sekil 4.23, Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda PGA-1 hiicrelerinin akim sitometride Anneksin V-
FITC/PI ile analiz edilen apoptoz oranlarimin karsilastirilmasi (*; p<0.05)

(**;p<0.001)
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Sekil 4.24. DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan

sonra 24 saat sonunda PGA-1 hicrelerinin akim sitometride Anneksin V-
FITC/PI ile apoptoz analizleri
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4.7.2. Cll hicrelerinde akim sitometri ile apoptoz tayini

CII kontrol hiicrelerinde ise ortalama %1,05 oraninda erken apoptoz, ortalama %]1,8 oraninda
gec apoptoztnekroz ve ortalama %3,21 oraninda nekroz oldugu gozlendi. CII hiicrelerine
belirlenen 1Cso konsantrasyonu 30,25 uM olan DHA uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda
ortalama %1,61 oraninda erken apoptoz, ortalama %69,88 oraninda ge¢ apoptoztnekroz ve
%15,38 oraninda nekroz saptandi. Bu verilere gore, Cll hiicrelerine DHA uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda kontrol ile Karsilastirildiginda erken apoptoz (p<0,05), gec
apoptoz+nekroz (p<0,001) ve nekroz (p<0,05) oraninda istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu belirlendi. Yine belirlenen 1Cso konsantrasyonu 83,80 uM olan FLU uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda ise ortalama %0,56 oraninda erken apoptoz, ortalama %16,18 oraminda
gec apoptoz+nekroz ve %39,18 oraninda nekroz gozlendi. Bu verilere gore de, Cll hiicrelerine
FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda kontrol ile karsilastirildiginda erken apoptoz
oraninda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig: (p>0,05), ge¢ apoptoz+nekroz (p<0,05) ve
yalmz nekroz (p<0,001) oraninda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi. Ayrica 10
uM DHA + 40 uM FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda ortalama %0,24
oraninda erken apoptoz, ortalama %50,79 oraninda ge¢ apoptoz+nekroz ve %35,76 oraminda
nekroz saptandi. Bu verilere gore ise, CIl hicrelerine DHA+FLU birlikte uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda kontrol ile karsilastirildiginda erken apoptoz oraminda ise istatistiksel
olarak anlaml farklilik olmadigi (p>0,05), yine ge¢ apoptoz+nekroz ve yalniz nekroz oraninda
istatistiksel olarak anlaml bir artis oldugu bulundu (p<0,001). (Sekil 4.25, Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda CII hiicrelerinin akim sitometride Anneksin V-FITC/PI
ile analiz edilen apoptoz oranlarinin karsilastirilmasi (*; p<0.05) (**;p<0.001)
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Sekil 4.26. DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda CII hucrelerinin akim sitometride Anneksin V-FITC/PI
ile apoptoz analizleri

4.7.3. MEC-1 hicrelerinde akim sitometri ile apoptoz tayini

MEC-1 kontrol hicrelerinde ise ortalama %3,93 oraninda erken apoptoz, ortalama %2,85
oraninda geg apoptoz+nekroz ve ortalama %1,84 oraninda nekroz oldugu gozlendi. MEC-1
hiicrelerine belirlenen ICso konsantrasyonu 45,42 uM olan DHA uygulanmasindan sonra 24 saat
sonunda ortalama %5 oraninda erken apoptoz, ortalama %43,94 oraninda ge¢ apoptoz+nekroz
ve %18,67 oraninda nekroz saptandi. Bu verilere gore, MEC-1 hicrelerine DHA
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda kontrol ile karsilagtinldiginda erken apoptoz (p<0,05),
gec apoptoz ve nekroz (p<0,001) oraninda istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu belirlendi.
Yine belirlenen 1Cso konsantrasyonu 96,54 uM olan FLU uygulanmasindan sonra 24 saat
sonunda ise ortalama %3,63 oraninda erken apoptoz, ortalama %5,42 oraminda gec
apoptoz+nekroz ve %9,82 oraninda nekroz gozlendi. Bu verilere gore de, MEC-1 hicrelerine
FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda kontrol ile karsilastirildiginda erken apoptoz
oraninda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi (p>0,05), ge¢ apoptoz+nekroz (p<0,05) ve
yalmz nekroz (p<0,001) oraminda istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu saptandi. Ayrica
8,75 uM DHA + 20 uM FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda ortalama %4,07
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oraninda erken apoptoz, ortalama %41,85 oraninda ge¢ apoptoztnekroz ve %26,11 oraninda
nekroz gozlendi. Bu verilere gore ise, MEC-1 hicrelerine DHA+FLU uygulanmasindan sonra
24 saat sonunda kontrol ile karsilastirildiginda erken apoptoz oraninda istatistiksel olarak anlamli
farklilik olmadig1 (p>0,05), ge¢ apoptoz+nekroz ve yalniz nekroz oraninda istatistiksel olarak
anlamli bir artig oldugu bulundu (p<0,001) (Sekil 4.27, Sekil 4.28).
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Sekil 4.27. DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda MEC-1 hiicrelerinin akim sitometride Anneksin V-
FITC/PI ile analiz edilen apoptoz oranlarmin karsilastirilmasi (*; p<0.05)
(**;p<0.001)
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Sekil 4.28. DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda MEC-1 hiicrelerinin akim sitometride Anneksin V-
FITC/PI ile apoptoz analizleri
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4.8. Akim Sitometri ile Protein ifade Diizeylerinin Karsilastirilmasi

PGA-1, MEC1 ve CII hiicrelerine DHA ve FLU ayrn ayri, DHA + FLU birlikte
uygulanmasindan sonra TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif Kaspaz-3 protein ifadelerine
etkilerinin konsantrasyona bagli olarak karsilastirmali degerlendirmeleri igin floresan
yogunluguna bagli olarak siispansiyon halindeki hiicrelerin biiytikliigline ve graniilaritesine

gore tek hiicre seviyesinde kantitatif l¢iim yapan bir sistem olan akim sitometri kullanildi.

Bu amagcla hiicreler, 6 kuyucuklu kiiltiir plaklarinda her bir kuyuya 10° hiicre gelecek
sekilde ekildi. Ajanlarin XTT hiicre canliik deneyi sonucunda belirlenen ICso
konsantrasyonlart hiicrelere uygulandi. Kontrol grubu hcrelerine herhangi bir ajan
uygulanmadi. Deneydeki tiim gruplar ii¢ tekrar olarak planlandi. 24 saat inkibasyondan
sonra floresan isaretli TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif Kaspaz-3 antikorlar1 ile hiicreler
boyanarak akim sitometrik analizleri yapildi. Analizlerden dnce izotip kontrollerde isima
olup olmadig1 degerlendirildi. Isima olmadig1 saptandiktan sonra antikor boyamalarinin
analizleri yapildi. Analiz i¢in kullanilan Beckman Coulter Navios cihazi ve Kaluza yazilim
programinda lenfosit hiicreleri etrafinda olusturulan kapilama ile hiicre dagilimi, histogram
grafikler olarak gortntilendi. Protein ifadeleri, histogramlar (zerinde floresan
yogunluguna gore degerlendirildi. Ortalama floresan yogunlugu (Mean Fluorescence
Intensity=MFI) ve standart sapmalar belirlendi.

4.8.1. PGA-1 hicrelerinde akim sitometri ile protein ifade diizeylerinin

karsilastirilmasi

PGA-1 hcrelerine; belirlenen ICso konsantrasyonu 22,82 uM olan DHA, belirlenen ICso
konsantrasyonu 88,73 uM olan FLU ve 20 uM DHA + 50 uM FLU birlikte uygulandiktan
sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif Kaspaz-3 protein ifadelerine
etkilerinin konsantrasyona bagli olarak karsilastirmali degerlendirmeleri i¢in akim

sitometrik analizler yapildi.

Sekil 4.29’da DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlariin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda PGA-1 hiicrelerinin APC floresan boya ile isaretli anti-insan TCTP
antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak gériilmektedir.

Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre sayisi
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gorilmektedir. Bu analizler sonucunda anti-apoptotik 6zellikteki TCTP protein ifade
dizeylerinde kontrole gore, DHA ve FLU ayr ayr ve birlikte uygulanmasindan sonra 24

saat sonunda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalma belirlendi (p<0,05).
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Sekil 4.29. PGA-1 hcrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra TCTP protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride
histogram grafiklerde gosterilmesi

Sekil 4.30°da DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda PGA-1 hucrelerinin FITC floresan boya ile isaretli anti-insan Mcl-1
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antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak goriilmektedir.
Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre sayisi
gorilmektedir. Anti-apoptotik 6zellikteki Mcl-1 protein ifade diizeylerinde kontrole gore,
DHA uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi
(p>0,05), FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli 6lgiide
azalma (p<0,001) ve 20 uM DHA + 50 uM FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat

sonunda ise istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalma saptandi (p<0,05).
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Sekil 4.30. PGA-1 hcrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Mcl-1 protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride

histogram grafiklerde gosterilmesi
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Sekil 4.31’de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda PGA-1 hicrelerinin FITC floresan boya ile isaretli anti-insan Bcl-2
antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak gériilmektedir.
Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey ecksende hiicre sayisi
gortlmektedir. Anti-apoptotik Ozellikteki Bcl-2 protein ifade diizeylerinde kontrole gore,
DHA uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli 6lgiide artma
(p<0,001), FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlaml
farklilik olmadig (p>0,05) ve 20 uM DHA + 50 uM FLU birlikte uygulanmasindan sonra
24 saat sonunda ise istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artma g6zlendi (p<0,05).
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Sekil 4.31. PGA-1 hcrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Bcl-2 protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride
histogram grafiklerde gosterilmesi
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Sekil 4.32°de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda PGA-1 hucrelerinin Alexa-Flour 488 floresan boya ile isaretli anti-
insan Bax antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak
gorilmektedir. Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey ecksende hiicre
sayis1 goriilmektedir. Apoptotik Ozellikte olan Bax protein ifade diizeylerinde kontrole
gore, DHA (p<0,001), FLU (p<0,05) ve  DHA+FLU birlikte (p<0,001) uygulanmasindan

sonra 24 saat sonunda anlaml 6l¢iide artma belirlendi.
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Sekil 4.32. PGA-1 hicrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Bax protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride
histogram grafiklerde gosterilmesi
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Bunlarin disinda sonuglar, Bax ortalama floresan yogunlugunun (Bax MFI) Bcl-2 ortalama
floresan yogunluguna (bcl-2 MFI) bolunmesiyle elde edilen bir indeks (Bax/Bcl-2) olarak
da ifade edildi. DHA ve FLU ayr1 ayr1 ve 20 uM DHA + 50 uM FLU birlikte uygulanan
PGA-1 hiicrelerinde Bax/Bcl-2 orani, 6zellikle DHA uygulanmis gruplarda kontrole gore
artmig bulundu. Buna gore kontrol hiicrelerinde 1,93 olan Bax/Bcl-2 orami, DHA
uygulanan hucrelerde 6,16, FLU uygulanan hucrelerde 3,74 ve DHA+FLU birlikte

uygulanan hiicrelerde 4,34 olarak belirlendi.

Sekil 4.33’de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda PGA-1 hiicrelerinin FITC floresan boya ile isaretli anti-insan aktif
Kaspaz-3 antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak
goriilmektedir. Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre
sayis1 goriilmektedir. Aktif Kaspaz-3 protein ifade diizeylerinde ise kontrole gére, DHA
tek bagia ve 20 uM DHA + 50 uM FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda
anlamli Olgiide artma (p<0,05), FLU uygulanmasindan sonra ise 24 saat sonunda

istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi (p>0,05) saptandi.
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Sekil 4.33. PGA-1 hcrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Aktif Kaspaz-3 protein ifadelerine etkilerinin akim
sitometride histogram grafiklerde gosterilmesi
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Sekil 4.34’de ise PGA-1 hicrelerinde DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso
konsantrasyonlariin uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve
Aktif Kaspaz-3 protein ifadelerine etkilerini analiz etmek amaciyla akim sitometride
belirlenen MFI degerleri karsilastirildi. Yatay eksenlerde proteinler, dikey eksende MFI

degerleri goriilmektedir. Degerler ortalama ve standart sapma olarak verildi.

PGA-1

3000 -

2500

2000 -

MFI

1000 -

500 -

TCTP Bel-2
12000 — 5000 m Kontrol
.
T HDHA
#* =FLU
11000 4500 L = = DHA+FLU
10000
4000 ————————
3500
3000
o
E 2500
2000
1500
1000
500
o
Bax Kaspaz-3

Sekil 4.34. PGA-1 hicrelerinde DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICsp konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif
Kaspaz-3 protein ifadelerine etkilerinin analizi i¢in akim sitometride belirlenen
MFI degerlerinin karsilastirilmasi (*; p<0.05) (**;p<0.001)
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4.8.2. CII hiicrelerinde akim sitometri ile protein ifade diizeylerinin karsilastirilmasi

CIl hacrelerine; belirlenen 1Cso konsantrasyonu 30,25 uM olan DHA, belirlenen ICsg
konsantrasyonu 83,80 uM olan FLU ve ve 10 uM DHA + 40 uM FLU birlikte
uygulandiktan sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif Kaspaz-3 protein
ifadelerine etkilerinin konsantrasyona bagli olarak karsilagtirmali degerlendirmeleri icin

akim sitometrik analizler yapildi.

Sekil 4.35’de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda CII hicrelerinin APC floresan boya ile isaretli anti-insan TCTP
antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak goriilmektedir.
Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre sayist
gorilmektedir. Bu analizler sonucunda anti-apoptotik 6zellikteki TCTP protein ifade
dizeylerinde kontrole gore, DHA uygulamasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel
olarak anlamli Ol¢ude artma (p<0,001) ve yine FLU tek basina ve 10 uM DHA + 40 uM
FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda da istatistiksel olarak anlaml Sl¢iide
artma (p<0,05) belirlendi.
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Sekil 4.35. CII hucrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra TCTP protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride
histogram grafiklerde gosterilmesi
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Sekil 4.36’da DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda CII hucrelerinin FITC floresan boya ile isaretli anti-insan Mcl-1
antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak gériilmektedir.
Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre sayisi
gorulmektedir. Anti-apoptotik 6zellikteki Mcl-1 protein ifade dlzeylerinde ise kontrole
gore, DHA (p<0,001) ve 10 uM DHA + 40 uM FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24
saat sonunda istatistiksel olarak anlamli Ol¢lide artma (p<0,001) ve vyine FLU
uygulanmasindan sonra da 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli G6l¢iide artma
(p<0,05) saptandi.
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Sekil 4.36. CII hucrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Mcl-1 protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride
histogram grafiklerde gosterilmesi
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Sekil 4.37°de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda CII hucrelerinin FITC floresan boya ile isaretli anti-insan Bcl-2
antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak gériilmektedir.
Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre sayisi
gorilmektedir. Anti-apoptotik Ozellikteki Bcl-2 protein ifade diizeylerinde ise kontrole
gore, DHA ve FLU ayr ayr1 ve 10 uM DHA + 40 uM FLU birlikte uygulanmasindan sonra

24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalma (p<0,05) belirlendi.
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Sekil 4.37. CIlI hucrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Bcl-2 protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride
histogram grafiklerde gosterilmesi
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Sekil 4.38’de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda CII hticrelerinin Alexa-Flour 488 floresan boya ile isaretli anti-insan
Bax antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak
gorilmektedir. Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey ecksende hiicre
sayis1 goriilmektedir. Apoptotik Ozellikte olan Bax protein ifade diizeylerinde kontrole
gore, DHA ve DHA+FLU birlikte (p<0,001) uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda
anlamli Glgiide artma (p<0,001), FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda anlamli

6lcude azalma (p<0,05) belirlendi.
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Sekil 4.38. ClI hicrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Bax protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride
histogram grafiklerde gosterilmesi
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Bunlarin disinda sonuglar, Bax ortalama floresan yogunlugunun (Bax MFI) Bcl-2 ortalama
floresan yogunluguna (bcl-2 MFI) bolunmesiyle elde edilen bir indeks (Bax/Bcl-2) olarak
da ifade edildi. DHA ve FLU ayri ayr1 ve 10 uM DHA + 40 uM FLU birlikte uygulanan
Cll hicrelerinde Bax/Bcl-2 orami 6zellikle DHA uygulanmis gruplarda kontrole gore
artmig bulundu. Buna gore kontrol hiicrelerinde 0,81 olan Bax/Bcl-2 orami, DHA
uygulanan hticrelerde 2,2, FLU uygulanan hucrelerde 1,6 ve DHA+FLU birlikte uygulanan

hiicrelerde 1,94 olarak belirlendi.

Sekil 4.39’de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda CII hiicrelerinin FITC floresan boya ile isaretli anti-insan aktif
Kaspaz-3 antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak
goriilmektedir. Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre
sayis1 goriilmektedir. Aktif Kaspaz-3 protein ifade diizeylerinde ise kontrole gére, DHA
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli 6l¢uide artma (p<0,05),
FLU tek basina ve 10 uM DHA + 40 uM FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat

sonunda ise istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi (p>0,05) saptandi.
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Sekil 4.39. CII hicrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Aktif Kaspaz-3 protein ifadelerine etkilerinin akim

sitometride histogram grafiklerde gosterilmesi
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Sekil 4.40’da ise Cll hicrelerinde DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICsy konsantrasyonlarmnin
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif Kaspaz-3 protein
ifadelerine etkilerini analiz etmek amaciyla akim sitometride belirlenen MFI degerleri
karsilagtirildi. Yatay eksenlerde proteinler, dikey eksende MFI degerleri goriilmektedir. Degerler

ortalama ve standart sapma olarak verildi.
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Sekil 4.40. CII hicrelerinde DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif
Kaspaz-3 protein ifadelerine etkilerinin analizi i¢in akim sitometride belirlenen
MFI degerlerinin karsilastirilmasi (*; p<0.05) (**;p<0.001)



95

4.8.3. MEC-1 hiicrelerinde akim sitometri ile protein ifade diizeylerinin karsilastirlimasi

MEC-1 hicrelerine; belirlenen 1Cso konsantrasyonu 45,42 uM olan DHA, belirlenen 1Cso
konsantrasyonu 96,54 uM olan FLU ve ve 8,75 uM DHA + 20 uM FLU birlikte uygulandiktan
sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif Kaspaz-3 protein ifadelerine etkilerinin
konsantrasyona bagli olarak karsilagtirmali degerlendirmeleri igin akim sitometrik analizler

yapildi.

Sekil 4.41’de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICsp konsantrasyonlarimin uygulanmasindan sonra
24 saat sonunda MEC-1 hicrelerinin APC floresan boya ile isaretli anti-insan TCTP antikoru ile
akim sitometride yapilmig analizleri histogram grafikler olarak goriilmektedir. Yatay eksenlerde
logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre sayist goriilmektedir. Bu analizler
sonucunda anti-apoptotik 6zellikteki TCTP protein ifade diizeylerinde kontrole gére, DHA tek
basmma ve 8,75 uM DHA + 20 uM FLU birlikte uygulamasindan sonra 24 saat sonunda
istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi (p>0,05), FLU uygulanmasindan sonra 24 saat
sonunda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalma (p<0,05) oldugu belirlendi.
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Sekil 4.41. MEC-1 hicrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun 1Cso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra TCTP protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride
histogram grafiklerde gosterilmesi



97

Sekil 4.42°de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda MEC-1 hicrelerinin FITC floresan boya ile isaretli anti-insan Mcl-1
antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak gériilmektedir.
Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre sayisi
gorilmektedir. Anti-apoptotik 6zellikteki Mcl-1 protein ifade duzeylerinde ise kontrole
gore, DHA ve FLU ayr1 ayr1 ve 8,75 uM DHA + 20 uM FLU birlikte uygulanmasindan

sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artma saptandi (p<0,05).
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Sekil 4.42. MEC-1 hicrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun 1Cso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Mcl-1 protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride
histogram grafiklerde gosterilmesi
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Sekil 4.43°de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda MEC-1 hcrelerinin FITC floresan boya ile isaretli anti-insan Bcl-2
antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak gériilmektedir.
Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre sayisi
gorulmektedir. Yine anti-apoptotik 6zellikteki Bcl-2 protein ifade dlzeylerinde kontrole
gore, DHA uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli 6lgiide
artma (p<0,05), FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlaml
farklilik olmadig1 (p>0,05) ve 8,75 uM DHA + 20 uM FLU birlikte uygulanmasindan

sonra 24 saat sonunda ise istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artma gozlendi (p<0,05).
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Sekil 4.43. MEC-1 hicrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun 1Cso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Bcl-2 protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride
histogram grafiklerde gosterilmesi
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Sekil 4.44’de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda MEC-1 hucrelerinin Alexa-Flour 488 floresan boya ile isaretli anti-
insan Bax antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak
goriilmektedir. Yatay eksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre
sayisi goriilmektedir. Apoptotik 6zellikte olan Bax protein ifade duzeylerinde de kontrole
gore, DHA uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli 6lgiide
artma (p<0,001), FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli
farklilik olmadig1 (p>0,05) ve 8,75 uM DHA + 20 uM FLU birlikte uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda ise istatistiksel olarak anlamli Olgiide artma oldugu belirlendi
(p<0,001).
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Sekil 4.44. MEC-1 hicrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun 1Cso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Bax protein ifadelerine etkilerinin akim sitometride
histogram grafiklerde gosterilmesi
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Bunlarin disinda sonuglar, Bax ortalama floresan yogunlugunun (Bax MFI) Bcl-2 ortalama
floresan yogunluguna (bcl-2 MFI) bolunmesiyle elde edilen bir indeks (Bax/Bcl-2) olarak
da ifade edildi. DHA ve FLU ayri ayr1 ve 8,75 uM DHA + 20 uM FLU birlikte uygulanan
MEC-1 hiicrelerinde Bax/Bcl-2 orani, 6zellikle DHA uygulanmis gruplarda kontrole gore
artmis bulundu. Buna gore kontrol hicrelerinde 4,19 olan Bax/Bcl-2 orani, DHA
uygulanan hucrelerde 6,28, FLU uygulanan hucrelerde 4,31 ve DHA+FLU birlikte

uygulanan hiicrelerde 6,17 olarak belirlendi.

Sekil 4.45’de DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin uygulanmasindan
sonra 24 saat sonunda MEC-1 hcrelerinin FITC floresan boya ile isaretli anti-insan aktif
Kaspaz-3 antikoru ile akim sitometride yapilmis analizleri histogram grafikler olarak
goriilmektedir. Yatay cksenlerde logaritmik floresan yogunlugu, dikey eksende hiicre
sayis1 goriilmektedir. Aktif Kaspaz-3 protein ifade diizeylerinde ise kontrole gére, DHA
uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli 6lgiide artma (p<0,05),
FLU uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig:
(p>0,05) ve 8,75 uM DHA + 20 uM FLU birlikte uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda

ise istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artma oldugu saptandi (p<0,05).
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Sekil 4.45. MEC-1 hucrelerine DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin
uygulanmasindan sonra Aktif Kaspaz-3 protein ifadelerine etkilerinin akim

sitometride histogram grafiklerde gosterilmesi
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Sekil

Aktif Kaspaz-3 protein ifadelerine etkilerini analiz etmek amaciyla akim sitometride

belirlenen MFI degerleri karsilastirildi. Yatay eksenlerde proteinler, dikey eksende MFI

4.46°da

ise MEC-1 hicrelerinde DHA, FLU ve DHA+FLU’nun

konsantrasyonlarinin uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve

degerleri goriilmektedir. Degerler ortalama ve standart sapma olarak verildi.
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Sekil 4.46. MEC-1 hiicrelerinde DHA, FLU ve DHA+FLU’nun ICso konsantrasyonlarinin

uygulanmasindan sonra 24 saat sonunda TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve Aktif
Kaspaz-3 ifadelerine etkilerinin analizi ig¢in akim sitometride belirlenen MFI
degerlerinin karsilastiritlmasi (*; p<0.05) (**;p<0.001)
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5. TARTISMA

Son on yilda kronik lenfositik 16semi (KLL) tedavisi hi¢ olmadig1 kadar etkili ve ilgi ¢ekici
hale gelmistir. KLL’yi tanimlayan klinik heterojenlik, hastalifin biyolojik cesitliligini de
yansitmaktadir. KLL tedavisindeki 6nemli ilerlemeler; ibrutinib, idelalisib, duvelisib ve
venetoclaks gibi yeni tedavilerin gelistirilmesi, giivenilir bir sekilde yiiksek riskli hastalari
tanimlayan yeni testlerin bulunmasi ve tedavinin buna gore planlanmasi ile saglanmustir.
Tiim bu gelismelere ragmen KLL, kimi hastalar i¢in halen ¢6ziimsiizdiir. Bu yiizden yeni
terapotik stratejiler onem kazanmaktadir [207]. KLL’de ilgi gekici tedavi stratejilerinden
biri, apoptozu kontrol eden proteinleri hedef almaktadir. Bu proteinlerin en 6nemlileri
apoptozu indikleyen Bax, Bak, Bad, Bid, Bim ve Puma; apoptozisi engelleyen TCTP,
Mcl-1, Bcl-2, Bel-xL [208]. KLL’de proliferasyon ve apoptoz arasindaki dengesizligin

konvansiyonel tedaviyi sinirlandirdigr diisiiniilmektedir [209].

Insan kanserlerinde yeni ilaclarin tasarlanmasi i¢in dogal iiriinler ve tiirevlerine ‘potansiyel
tedaviler’ goziiyle bakilmaktadir. Bu zamana kadar bitkisel birgok ajan kesfedilmis
olmasina karsin kansere karsi etkili bilesenlerin alanini genisletmek i¢in yeni ajanlarin
arastirtlmasi hala gerekli goriilmektedir [171]. Cinli bilim adamlar1 1960 ve 1970’lerden bu
yana geleneksel Cin bitkilerinden ekstrakte edilen yeni anti-malaryal bilesenleri
arastirirken 1971 yilinda qinghao (Artemisia annua L.) bitkisinden artemisinin’i izole
etmistir. Falciparum malaryaya kars1 hizli, giiglii etkisi ve diistik toksisitesinin yani sira
bazi tlirevlerinin anti-parazitik ve anti-kanser aktiviteleri oldugunun ortaya ¢ikmasi ile
arastirmalara konu olmaya devam etmistir [210]. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, DHA nin
farkli timor hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigini gostermistir [211-215].
Bununla birlikte, DHA’nin KLL hiicrelerine kars1t etkisini irdeleyen bir calisma
yapilmamistir. Bu dogrultuda ¢aligmamizda, artemisinin tlirevi olan dihidroartemisinin
(DHA) ve anti-neoplastik bir ajan olan fludarabinin (FLU) PGA-1, Cll ve MEC-1 insan
KLL htcrelerine etkileri, hiicre canliligi, apoptoz, gen ve protein ifadelenme diizeylerinde

calisiimastir.

Calismamizda DHA ve FLU’nun ayr ayn ve birlikte PGA-1, CIl ve MEC-1 hcrelerinde
doza ve zamana bagh olarak canlilik oranlarimi azaltmigtir. Tek basina DHA’nin artan
konsantrasyonlarda (2,5-5-8,75-10-20-35-40-70-75 ve 80 uM) uygulanmas1 sonucunda ii¢

hiicre serisinde de hiicrelerin yarisini 6ldiirmek i¢in gerekli olan (ICso) dozun zamana bagh


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bcl-2-associated-x-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mcl1
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bcl-2
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olarak azaldig1 saptanmistir. THP-1 insan akut monositik 16semi hicrelerine 24, 48, 72 ve
96 saat artan konsantrasyonlarda DHA (0-25-50-100-150 ve 200 uM) uygulanmasinin,
bizim c¢alismamiza benzer sekilde THP-1 hiicrelerinin canlilik oranlarini doza ve zamana
bagl olarak azalttigi ve DHA’nin, THP-1 hiicrelerinde apoptozu arttirdig1 belirlenmistir
[216]. Molt-4 16semi hiicrelerine DHA’nin giderek artan konsantrasyonlarinin tekrarlanan
uygulanmastyla DHAya direncli bir Molt-4 hiicre serisini (RTN) gelistiren arastirmacilar,
bu hicrelere, 24 ve 48 saat slresince artan konsantrasyonda DHA (12,5-25-50-75 ve 100
uM) uygulanmasinin hem Molt-4 hem de DHA direngli RTN hiicrelerinin ¢ogalmasini
doza bagl olarak inhibe ettigini belirlemisler ve RTN hiicrelerinin ICso degeri Molt-4
hiicrelerine gore anlamli Olglide daha yiliksek bulunmustur [217]. Jurkat T lenfoma
hiicrelerine, 24, 48 ve 72 saat tek basina artan konsantrasyonlarda (2,5-5-10-20-40 ve 80
uM) DHA nin veya 48 saat 20 nM holotransferrin (HTF) birlikte uygulanmasinin apoptozu
indiikleyip hiicre siklusunu durdurdugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizla uyumlu olarak
DHA tek basina veya HTF ile birlikte hiicre canliliginda doza ve zamana bagl azalmaya
yol agmustir. DHA nin ICsp degerleri 24, 48 ve 72 saat igin sirasi ile 90,66 uM, 21,73 uM
ve 14,56 uM bulunmustur. DHA’nin tek basina uygulanmasina gére HTF ile birlikte
uygulanmasi, sitotoksisiteyi daha fazla artmistir [218]. DHA’nin kolorektal kanser
hicrerinde 5-Florourasilin (5-FU) tiimore karsi aktivitesini arttirdigi bildirilmistir. Bu
calismada bizim ¢alismamiza benzer sekilde DHA, artemisinin (ARS) (0,625 uM-80 uM)
ve 5-FU (0-160 uM) 24 ve 48 saat siiresince hem tek baglarina hem de birlikte artan
konsantrasyonlarda uygulanmistir. DHA’nin ARS’ye gére daha diisiik konsantrasyonlarda
daha giclu anti-kanser etkisi oldugu goriilmiistiir. Tek basina 5-FU veya DHA
uygulanmast doza ve zamana bagli olarak hiicre canlilik oranlarimi azaltirken,
kombinasyonlarinin kanser hiicrelerinde daha giiglii sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur
[219]. Bu ve benzeri ¢alismalarda farkli ajan ve klasik kemoterapi ilaglariyla birlikte
kullanilan DHA, bizim sonuglarimizla uyumlu olarak kanser hiicre dizilerinde sitotoksik

etki gostermis ve yeni bir anti-kanser ajan olarak degerlendirilmistir [216-224].

Kemoterapétik ilaglarin kimileri tiimor gelisimi ve ilerlemesinde biyolojik 6neme sahiptir
ve apoptozu indikleyerek anti-timor etki gostermektedir [225]. Calismamizda DHA ile
FLU ayr ayr ve birlikte uygulanmasindan sonra PGA-1, CIl ve MEC-1 hcrelerinde
canlilik oranlarinin azalmasinin apoptozdan mi yoksa nekrozdan mi kaynakli oldugunu
belirlemek icin Annexin V-FITC ve Pl ile boyanan hiicrelere akim sitometrik analiz

yapilmistir. Buna gore tek basina DHA, PGA-1 hicrelerinde erken apoptoz (p<0,001) ve
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gec apoptoz + nekrozu (p<0,05) kontrole gore anlaml 6lgiide artirmistir. Yalniz nekroz
oraninda ise istatistiksel farklilik olmadigi goriilmiistiir (p>0,05). PGA-1 hiicrelerinde tek
basina FLU, erken apoptoz, ge¢ apoptoz + nekroz ve nekroz oranini kontrole gore anlamli
Olclide artirmistir (p<<0,05). DHA ile FLU nun birlikte uygulanmas1 erken apoptoz ve geg
apoptoz + nekrozu kontrole gore anlamli olgiide artirirken (p<0,05), yalniz nekrozda
istatistiksel anlamli fark yaratmamustir (p>0,05). Ozetle PGA-1 hiicrelerinde DHA tek
basina veya FLU ile birlikte apoptozu artirmis, tek basmma FLU ile hiicreler apoptozun
yaninda nekroza da gitmistir. PGA-1 hiicrelerine yalniz DHA uygulanmasi tek basina FLU
veya DHA ile birlikte FLU uygulamasina gore daha etkili bulunmustur.

Tek basmma DHA, CII hicrelerinde erken apoptoz (p<0,05), ge¢ apoptoz + nekroz
(p<0,001) ve nekrozu (p<0,05) kontrole gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide artirmustir.
Tek basina FLU ile DHA ve FLU kombinasyonu erken apoptoz oranlarinda istatistiksel
olarak anlaml fark yaratmamis (p>0,05), tek basina FLU ge¢ apoptoz + nekroz (p<0,05)
ve yalniz nekroz (p<0,001) oraninda kontrole gére anlamli artisa neden olmus; DHA ile
FLU kombinasyonu da ge¢ apoptoz + nekroz ve yalniz nekrozu anlamli dl¢iide artirmistir
(p<0,001). CII hiicrelerinde tek basina DHA uygulanmasi, tek basina FLU veya DHA ile
FLU kombinasyonuna gore daha etkili bulunmus, FLU CII hiicrelerini apoptoz yaninda

daha fazla nekroza gotiirmistiir.

DHA, MEC-1 hiicrelerinde kontrole gore erken apoptoz (p<0,05), ge¢ apoptoz + nekroz ve
nekroz (p<0,001) oranimi artirmistir. Tek basina FLU ile DHA ve FLU kombinasyonu
erken apoptozda anlaml: istatistiksel fark yaratmamustir (p>0,05). Bunun yani sira tek
basina FLU, gec apoptoz + nekroz (p<0,05) ve yalniz nekroz (p<0,001) oranini kontrole
gore anlaml ol¢iide artirirken, DHA ve FLU kombinasyonu ge¢ apoptoz + nekroz ve
yalniz nekrozda istatistiksel olarak anlamli artisa neden olmustur (p<<0,001). DHA'nin tek
basina uygulanmasi, tek basina FLU veya DHA ve FLU kombinasyonuna gére MEC-1
hiicrelerinde daha etkili bulunmus, FLU veya FLU ile DHA kombinasyonu ile MEC-1

hiicrelerinin nekroza gittigi gézlenmistir.

DHA tiim hiicrelerde erken ve ge¢ apoptozu arttirirken; FLU, MEC-1 disindaki 2 hiicre
dizisinde apoptozu arttirmistir. DHA, MEC-1 hiicrelerine tek basma etkin bulunmustur.
MEC-1 hiicreleri 17p delesyonu tasimaktadir. 17p delesyonlu hastalarda yapilan ¢alismalar
ilag direncinin kotii prognoz ile iligkisini gostermistir [226-228]. Yine p53 gen kayb1 olan
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17p delesyonlu kronik lenfositik 16semili hticreleri fludarabin ile apoptoza in vitro direncli
bulunmustur [229]. Dolayist ile ¢alismamizda FLU’nun MEC-1 hicrelerinde etkisiz
oldugu gozlemimiz, 17p delesyonu ile iliskilendirilebilir. Daha da 6nemli olan DHA nin
17p delesyonlu hiicrelerde apoptozu uyarmasidir. Bu bulgunun 17p/p53 delesyonu tasiyan
KLL hiicre dizilerinde ve primer hasta hiicrelerinde dogrulanmasina ihtiya¢ vardir. IgVH
mutasyon durumunun hastaligin seyri ve progresyon agisindan riski belirlemede yararli
oldugu ve mutasyonsuz IgVH genlerinin daha agresif bir hastalik seyri gosterdigi
bildirilmektedir [97, 106, 230, 231]. MEC-1 ve PGA-1 hucrelerinde IgVH mutasyonludur,
CII hiicrelerinde ise IgVH mutasyonsuzdur. DHA ve FLU uygulamalarindan sonra PGA-1
hicrelerine gore IgVH mutasyonu olmayan ClII hiicrelerinde ge¢ apoptoz ve nekroza daha
cok egilim gorilmesinin mutasyon durumuyla baglantisi olup olmadiginin ileri

caligmalarla arastirilmasi gerekmektedir.

Farkli kanser hiicrelerinde yapilan ¢alismalar bizim ¢alisgmamizla uyumlu olarak DHA nin
tek basina veya sinerjistik olarak apoptozu indiikledigini gostermistir. Bunlardan HepG2
insan hepatoselliler karsinoma hicrelerine DHA nin etkisi MTT tayini ve Anneksin 5-
FITC/PIl ikili boyamasiyla akim sitometrik olarak analiz edilmistir. DHA’nmin doz ve
zamana bagli HepG2 hiicre proliferasyonunu anlamli dl¢lide inhibe ettigi ve apoptozu
indiikledigi bildirilmistir. DHA nin reaktif oksijen turleri (ROT) ve Ca*?nin hiicre iginde
uretimini arttirdigi, hicrelerde biiylime duraklamasimna neden oldugu, DNA hasarini
indukleyici gen 153 (GADD153) ve Bax ifadelenmesini arttirip Bcl-2’yi azalttigi
gozlenmistir [232]. SKOV3, over kanseri hiicrelerine DHA ve Curcumin’in (Cur) ayri ayri
ve birlikte 24 ile 48 saat slresince farkli konsantrasyonlarda uygulanmasinin hiicre
canlilifi ve apoptoza etkileri arastirtlmistir. Apoptoz, Annexin V-FITC ile akim
sitometride analiz edilmistir. DHA ve Cur’un birlikte uygulanmasinin tek bagina
uygulamaya gore daha etkili oldugu, sinerjistik olarak hiicre canliligimmi azalttigi, hiicre
siklusunu durdugu ve apoptoza gotiirdiigii belirlenmistir [233]. MCF-7 meme kanseri
hicrelerinde DHA ve doksorubisin’in (DOX) anti-proliferatif etkileri MTT tayini,
apoptotik etkileri Annexin V-FITC/PI ile akim sitometrik olarak arastirilmistir. DHA
DOX kombinasyonunun tek basima DHA’ya gore apoptozu daha fazla indiikledigi
bildirilmistir [234].

Hucresel apoptoz, 6lim reseptori ile ekstrinsik yolak veya mitokondri-apoptozom ile

intrinsik yolak Gzerinden indiklenebilir. Bcl-2 ailesi Uyeleri ve kaspazlar apoptozun
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bilinen temel aracilaridir. Bel-2, Mcl-1, Bax ve Bid hiicre sag kalimi/apoptoz agisindan en
kritik ve en iyi karakterize edilmis olanlaridir. Kaspaz-3, intrinsik ve ekstrinsik apoptotik
yolaklar ile hiicre 6liimiiniin dogrulanmasinda kaspazlar arasinda en énemlisidir [235-239].
Tdmor hicreleri, Bcl-2 ifadelenmesinde artis veya Bax ifadelenmesinde azalma veya
mutasyon gibi kimi molekiler mekanizmalari apoptozu baskilamak igin kullanarak
apoptotik ajanlara direng gelistirebilmektedir. Bununla birlikte Bax/Bcl-2 orani, hiicre sag
kalim1 igin kritiktir ve Bax’daki herhangi bir artis, siireci apoptoza kaydirmaktadir [239-
241]. Bunlarin disinda TCTP’nin hiicresel ve tiim viicut hemostazini korumaya yonelik
birgok biyolojik siirece katildigi goz oniinde tutulursa, TCTP diizeylerindeki anormallikler
basta kanser olmak {izere bir dizi hastaliga neden olabilmektedir. Tipik olarak hem
proteinin anti-apoptotik aktivitesi hem de hiicre ¢ogalmasi ve boliinmesini destekleyen rolii
bu etkiden sorumlu olabilir. TCTP’nin tiimdr dokularinda yiiksek ifadelenmesi kanser
gelisiminin ge¢ evrelerine katilarak invazyon ve metastaz gibi siklikla kotii hastalik
sonucuyla iliskilendirilmektedir. TCTP, kanser gelisimindeki bir¢ok roliinden dolay1 yeni
anti-kanser stratejilerinin gelistirilmesi agisindan son zamanlardaki pilot galismalarda

potansiyel bir hedef olarak ileri suriilmektedir [242].

Bu bilgiler 15181nda ¢aligmamizda, gbzlenen apoptozun molekiiler mekanizmalarini ortaya
cikarmak i¢in TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve kaspaz-3 genlerinin ifade diizeyleri nicel gergek
zamanli PZR ile, TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax ve aktif kaspaz-3 protein ifadelenme diizeyleri
akim sitometri ile arastirilmistir. PGA-1 hicrelerinde DHA, kontrole gére TCTP mRNA
ifade dizeyini azaltmis, Mcl-1, Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3’in mRNA ifade dizeylerini
artirmigtir. FLU, kontrole gore TCTP ve Mcl-1’in mRNA ifade dlzeylerinde anlamli
azalmaya neden olmus, Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3 mRNA ifade duzeylerinde istatiksel
anlamli farklililk yaratmamistir. DHA ve FLU kombinasyonu ile TCTP mRNA ifade
dizeyi kontrole gore azalmis, Mcl-1 ve Bax’in artmis, Bcl-2 ve kaspaz-3 mRNA ifade
dizeylerinde ise istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir. PGA-1 hiicrelerinde tek
basina DHA uygulanmasmin TCTP protein dizeyini kontrole gore azalttigi, Mcl-1’in
protein duzeyinde istatiksel olarak anlamli bir farklilik yaratmadigi, Bax/Bcl-2 orani ve
aktif kaspaz-3 protein diizeylerini artirdigi akim sitometrik olarak gosterilmistir. FLU,
TCTP ve Mcl-1’in protein dizeylerini kontrole gore azaltmis, Bax/Bcl-2 oranini artirmis,
aktif kaspaz-3 protein dizeyinde istatiksel anlamli farklilik yaratmamistir. DHA ve
FLU’nun birlikte uygulanmasi ile TCTP ve Mcl-1’in protein dizeyleri kontrole gore

azalmis, Bax/Bcl-2 oran1 ve aktif kaspaz-3 protein diizeyi artmistir.
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CIl hucrelerine DHA uygulanmasi TCTP, Mcl-1, Bax ve kaspaz-3’un mRNA ifade
diizeylerini kontrole gére artirmis, Bcl-2 ifadesini azaltmistir. FLU hem tek bagina hem de
DHA ile birlikte TCTP, Mcl-1, Bax ve Kaspaz-3’iin mRNA ifade dizeylerini kontrole gore
artirmig, Bcl-2’nin MRNA ifade diizeylerinde istatiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir (p>0,05). Akim sitometrik analiz CII hiicrelerine DHA uygulanmasinin
TCTP, Mcl-1 ve Kaspaz-3’Un protein diizeylerini ve Bax/Bcl-2 oranimi kontrole gore
artirdigin1 gostermistir. FLU hem tek basmma hem de DHA ile birlikte TCTP ve Mcl-1
protein dizeylerini, Bax/Bcl-2 oranini kontrole goére artirirken, kaspaz-3’0n protein

dizeylerinde istatiksel olarak anlaml farklilik yaratmamustir.

DHA’nin, MEC-1 hucrelerinde TCTP, Mcl-1, Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3 mRNA ifade
dizeylerini kontrole gore artirdig1 belirlenmistir. Tek basina FLU TCTP, Mcl-1 ve kaspaz-
3 mRNA ifade diizeylerinde kontrole gore istatiksel farklilik yaratmamis, Bcl-2 mRNA
ifade duzeyinde azalma, Bax’da artisa yol agmistir. DHA ve FLU kombinasyonu TCTP,
Mcl-1, Bax ve kaspaz-3 mRNA ifade diizeylerini kontrole gore artirmis, Bcl-2 mRNA
ifade diizeyini azaltmistir. Akim sitometrik analiz, tek basmma DHA veya FLU ile
kombinasyonunun TCTP protein dizeyinde kontrole gore anlaml farklilik saptanmamuis,
Mcl-1, aktif kaspaz-3 protein dizeyleri ve Bax/Bcl-2 oraninda artisi gostermistir. Tek
basina FLU ile TCTP protein diizeyi kontrole gore azalmig, Mcl-1 protein diizeyi artmus,
Bax, Bcl-2 ve aktif kaspaz-3 protein dizeylerinde anlamli farklilik bulunmamustur.

Yapilan calismalar DHA’nin tiimor hiicre canlilifina olan etkisinde kanser hiicre
apoptozunu indiiklemesinin, énemli bir mekanizma olabilecegini belirtmektedir. Hou ve
ark. DHA’nin insan hepatoma hiicrelerinde bizim sonuglarimiza benzer sekilde apoptozu
indiikledigini, kaspaz-3'i aktive ettigini ve Bax/Bcl-2 oranimi artirdigini belirtmislerdir
[243]. DHA’nin 6zofagus kanser hiicrelerinde Bcl-2 ailesi Uyelerini regile ederek ve
apoptoza neden olan kaspazlar1 aktive ederek apoptozu indiikledigi gosterilmistir [244].
Zhao ve ark. Bcl-xL'yi ifade eden veya Bcl-2'yi asiri ifade eden akut myeloid 16semi
hlcrelerinde DHA ve tureviyle indiklenen apoptoza duyarliligin azaldigini, bunun da Bcl-
2/Bcl-xL inhibitori olan ABT-737'nin uygulanmasiyla asilabildigini ve ABT-737 ile
birlikte uygulanan DHA'min bu hiicrelerde apoptozu sinerjistik olarak indiikledigini
gostermistir [245]. Chen ve ark. ¢alismamizla uyumlu olarak ART’nin, in vitro ve in vivo
sican C6 beyin glioma modelinde doza bagli Bax ve kaspaz-3 aktivitesini artirip, Bcl-2

ifadelenmesini azaltarak anti-timor etki yarattigini gostermislerdir [246]. DHA'nin anti-
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timor etkisini pankreatik kanser hiicrelerinde arastiran bir ¢alisma, Bcl-2 ve Bax
ifadelenmesini regule ederek, mitokondriden sitokrom-c salinmasina, ardindan efektor
kaspazlarin, kaspaz-9'u aktive ederek apoptozu indiikledigini bildirmislerdir [247]. Portier
ve ark. Bcl-2'nin hicre ici lokalizasyonuna bagli olarak hem koruyucu hem de 6ldiiriicii iki
role sahip oldugunu bildirmislerdir. Mitokondride lokalize olan Bcl-2'nin anti-apoptotik
fonksiyon gordiigii kanitlanmis olmasina karsin niikleustaki Bcl-2'nin fonksiyonunun agik
olmadigini, arastirmalarinin sonucunda niikleer kompartman ile iliskili Bcl-2'nin hicreleri
apoptoza gotiirdiigiinii gostermislerdir [248]. Baraka ve ark.nin ¢alismasinda asir1 Bcl-2
ifadelenmesi ile kemoterapiye zayif yanit ve azalmis sag kalimu iliskilendirmiglerdir. Yine
bu ¢aligmada diisiikk Mcl-1 diizeyiyle tedaviye yanit alinmasi arasinda bir iliski olabilecegi
saptanmis, diisiik Bcl-2/Bax orani ile tedaviye yanit arasinda anlamli iligkili bulunmustur
[130]. Bununla birlikte bazi arastirmacilar, KLL’de Bax ve Bcl-2 oranmin apoptozun
baslica belirleyicisi oldugunu, Bax/Bcl-2'nin dl¢lilmesinin kemoterapi duyarliligi hakkinda
bilgi verebilecegini ifade etmistir [133]. KLL hastalarinin periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde Bax mRNA ifadelenmesi ile Bcl-2/Bax mRNA oranini saglikli kontrollerle
karsilagtiran ¢alismada Bax mRNA diizeylerini, Bcl-2 ve Bax mRNA oranim1 saglikh
kontrollere gore anlamli Glglide daha yiiksek bulunmustur [249]. Yaptigimiz ¢alisma
DHA’nin tek basma ve FLU ile birlikte uygulanmasindan sonra goriilen apoptotik etkiden
Bcl-2 ailesi Uyelerinin rol oynadigini, 6zellikle Bax'in 6n plana ¢iktigini gostermektedir.
Buradan yola ¢ikarak intrinsik yolak aktivasyonunun PGA-1, CII ve MEC-1 hicre
apoptozundan sorumlu oldugunu soéyleyebiliriz. Arastirmacilar, 6zgiin ve direkt Bax
aktivatorleri gibi yeni ve etkili kiiciik molekdillerin gelistirilmesinin, hem biyofarmasotik
endiistride hem de akademik ortamlarda 6nemli bir yeri olacagini ve bir¢ok hiicresel
ortamda Bax'in temel mekanizmalarini anlamak i¢in yeni hedefler acacagini ve kanser

hastalarina yararl tedavi rejimlerinin gelistirilmesine neden olabilecegini belirtmektelerdir
[250].

TCTP'nin bir¢ok kanser hiicresinde asir1 ifadelenen anti-apoptotik bir molekiil oldugu ve
asirt TCTP ifadelenen kanserlerde DHA ve tiirevlerinin anti-kanser ajan olarak
kullanilabilecegi ifade edilmektedir [21, 22]. Bu bulgularla uyumlu olarak ¢alismamizda
DHA ve FLU’nun ayr ayr1 ve birlikte uygulanmasi ile PGA-1 hucrelerinde TCTP, Mcl-1
mRNA ve protein diizeyleri azalmig, CII ve MECI hiicrelerinde ise artmistir. Bommer ve
ark. 5-FU ve oksaliplatin'e yanit olarak HCT116 kolon kanseri hiicrelerinde TCTP

diizeylerinin arttigin1 saptamasi, ¢alismamizdaki CII ve MEC-1 hiicre bulgularimizla
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benzerlik gostermektedir. ilaglarm neden oldugu sitotoksisiteye karsi hiicresel stres
yanitinin bir pargasi olarak TCTPmin yukari regiile oldugu diistiniilmektedir [251].
Arastirmacilar A549 akciger kanser hiicresi modelinde DHA'min A549 akciger kanser
hiicresi proliferasyonunu inhibe edebildigini, ayn1 zamanda AS549 hicrelerinde TCTP
MRNA ifadelenmesini artirdigini, fakat protein ifadelenmesini azalttifi sonucuna
varmiglardir [252]. Di Zhang ve ark. TCTP'nin yalnizca Mcl-1 ile etkileserek TCTP'yi
daha kararli ve pargalanmaya daha az duyarli hale geldigini ifade etmislerdir [146].
Arastirmacilar Mcl-1 ifadelenmesinin FLU’ya direngli hiicrelerde arttigim1 ve KLL'de
apoptotik siirecin inhibisyonu agisindan Mcl-1'in dikkat ¢ekici proteinlerden biri olarak
goriindiigiinii bildirmislerdir. Bunun yani sira bu ¢alismada Bax’in, FLU ile inkiibasyondan
sonra apoptotik hiicrelerde goriilen programli hiicre Sliimiiniin indiiklenmesinde onemli
oldugu ve Bcl-2/Bax indeksinin, tek basina Bcl-2'ye gore apoptozu daha i1yi gosterdigi
sonucuna varmislardir [253]. Ayrica FLU veya Klorambusil ile tam yanit saglanmamasi,

yuksek Mcl-1 diizeyleri ile iliskilendirilmistir [254].
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6. SONUC VE ONERILER
Sonug olarak ¢calismamizda;

e PGA-1, Cll ve MEC-1 kronik lenfositik l6semi hiicrelerinde, DHA tek basina veya FLU
ile birlikte apoptozu indiklemektedir.

e DHA tiim hiicrelerde erken ve ge¢ apoptozu arttirirken; FLU, MEC-1 disindaki 2 hiicre
dizisinde apoptozu arttirmistir.  FLU’nun  MEC-1 hiicrelerinde etkisiz oldugu
gozlemimiz, 17p delesyonu ile iliskilendirilebilir. Daha da énemli olan FLU gibi pdrin
analoglarina direngli, 17p delesyonu tasiyan MEC-1 hicrelerinde DHA tek basina
apoptozu artirmistir. Ayrica yalniz DHA uygulanmasi, tek bagina FLU veya DHA ile
FLU kombinasyonuna gore daha etkili bulunmustur. Ilag ve hiicre dizilerine baktigimiz
zaman gordiigiimiiz ayrismalarda, ilaglarin sinerjistik ve additif etki gostermemelerinin
yaninda birbirlerinin etkilerini engelleyen antagonistik rolleri olabilecegi dikkate
alimmalidir.

e DHA’nin tek basma ve FLU ile birlikte uygulanmasi tum hcre serilerinde kaspaz-3
ifadelenmesini artirmistir.

e DHA’nin tek basmma ve FLU ile birlikte uygulanmasmin genel olarak Bax
ifadelenmesini artirdigi, bununla iliskili olarak hicre dizilerinde erken ve ge¢ apoptozun
arttig1 gérilmiistiir. Apoptozun TCTP, Mcl-1, Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinlere
bagimli olmadan ya da Bax etkisinin bu proteinlerin 6nline gecmesi ile oldugu
soylenebilir.

e Veriler, PGA-1, CIl ve MEC-1 hucrelerinde gorilen apoptozun intrinsik
(mitokondriyal) apoptotik yolak aktivasyonu ile gergeklestigini diisiindiirmektedir.

e KLL’de Bax/Bcl-2 oran1 apoptozun belirlenmesinde o6nemli bir faktor olarak
gorinmektedir.

e Bax'in apoptoz ve ila¢ direncinde belirlenen rolii, Bax aktivatorleri ve kemoterapotik

ilagc kombinasyonlarinin éntimiizdeki yillarda 6n plana ¢ikaracagini diisindiirmiistiir.
Bundan sonra;

e DHA’nin 6zellikle 17p delesyonu olan primer hasta hiicrelerinde ¢aligilmasi
e Apoptozda rol alan diger mekanizmalarin da gozden gegirilmesi icin DHA nin daha

genis bir gen ag1 lizerindeki etkilerinin incelenmesi gerekmektedir.



112



10.

11.

12.

113

KAYNAKLAR

Hallek, M. (2017). Chronic lymphocytic leukemia: 2017 update on diagnosis, risk
stratification, and treatment. American Journal of Hematology, 92(9), 946-965.

Strati, P., Jain, N., and O'Brien, S. (2018). Chronic Lymphocytic Leukemia:
Diagnosis and Treatment. Mayo Clinic Proceedings, 93(5), 651-664.

Kay, N. E., Hamblin, T. J., Jelinek, D. F., Dewald, G. W., Byrd, J. C., Farag, S.,
Lucas, M., and Lin, T. (2002). Chronic lymphocytic leukemia. Hematology-
American Society of Hematology Education Program, 193-213.

Dighiero, G. (2005). CLL biology and prognosis. Hematology-American
Society of Hematology Education Program, 278-284.

Kipps, T. J., Stevenson, F. K., Wu, C. J., Croce, C. M., Packham, G., Wierda, W. G.,
O'Brien, S., Gribben, J., and Rai, K. (2017). Chronic lymphocytic leukaemia.
Nature Reviews Disease Primers , 3, 16096.

Rai, K. R., Sawitsky, A., Cronkite, E. P., Chanana, A. D., Levy, R. N., and
Pasternack, B. S. (1975). Clinical staging of chronic lymphocytic leukemia. Blood,
46(2), 219-234.

Binet, J. L., Auquier, A., Dighiero, G., Chastang, C., Piguet, H., Goasguen, J.,
Vaugier, G., Potron, G., Colona, P., Oberling, F., Thomas, M., Tchernia, G.,
Jacquillat, C., Boivin, P., Lesty, C., Duault, M. T., Monconduit, M., Belabbes, S.,
and Gremy, F. (1981). A new prognostic classification of chronic lymphocytic
leukemia derived from a multivariate survival analysis. Cancer, 48(1), 198-206.

Chiorazzi, N., Rai, K. R., and Ferrarini, M. (2005). Chronic lymphocytic leukemia.
The New England Journal of Medicine, 352(8), 804-815.

Billard, C. (2014). Apoptosis inducers in chronic lymphocytic leukemia. Oncotarget,
5(2), 309-325.

Gomes, L. C., Evangelista, F. C. G., Sousa, L. P., Araujo, S., Carvalho, M. D. G.,
and Sabino, A. P. (2017). Prognosis biomarkers evaluation in chronic lymphocytic
leukemia. Hematology Oncology and Stem Cell Therapy, 10(2), 57-62.

Wang, D., Zhong, B., Li, Y., and Liu, X. (2018). Dihydroartemisinin increases
apoptosis of colon cancer cells through targeting Janus kinase 2/signal transducer and
activator of transcription 3 signaling. Oncology Letters, 15(2), 1949-1954.

Zhang, S., Shi, L., Ma, H., Li, H., Li, Y., Lu, Y., Wang, Q., and Li, W. (2017).
Dihydroartemisinin induces apoptosis in human gastric cancer cell line BGC-823
through activation of JNK1/2 and p38 MAPK signaling pathways. Journal of
Receptor and Signal Transduction Research, 37(2), 174-180.



114

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

Liao, K., Li, J., and Wang, Z. (2014). Dihydroartemisinin inhibits cell proliferation
via AKT/GSK3beta/cyclinD1 pathway and induces apoptosis in A549 lung cancer
cells. International Journal of Clinical and Experimental Pathology , 7(12), 8684-
8691.

Hu, C. J., Zhou, L., and Cai, Y. (2014). Dihydroartemisinin induces apoptosis of
cervical cancer cells via upregulation of RKIP and downregulation of bcl-2. Cancer
Biology & Therapy, 15(3), 279-288.

Mao, H., Gu, H., Qu, X., Sun, J., Song, B., Gao, W., Liu, J., and Shao, Q. (2013).
Involvement of the mitochondrial pathway and Bim/Bcl-2 balance in
dihydroartemisinin-induced apoptosis in human breast cancer in vitro. International
Journal of Molecular Medicine, 31(1), 213-218.

Chen, T., Li, M., Zhang, R., and Wang, H. (2009). Dihydroartemisinin induces
apoptosis and sensitizes human ovarian cancer cells to carboplatin therapy.
Journal of Cellular and Molecular Medicine, 13(7), 1358-1370.

Bommer, U. A. (2017). The Translational Controlled Tumour Protein TCTP:
Biological Functions and Regulation. Results and Problems in Cell Differentiation,
64, 69-126.

Acunzo, J., Baylot, V., So, A., and Rocchi, P. (2014). TCTP as therapeutic target in
cancers. Cancer Treatment Reviews, 40(6), 760-769.

Koziol, M. J., and Gurdon, J. B. (2012). TCTP in development and cancer.
Biochemistry Research International, 2012, 105203.

Susini, L., Besse, S., Duflaut, D., Lespagnol, A., Beekman, C., Fiucci, G., Atkinson,
A. R., Busso, D., Poussin, P., Marine, J. C., Martinou, J. C., Cavarelli, J., Moras, D.,
Amson, R., and Telerman, A. (2008). TCTP protects from apoptotic cell death by
antagonizing bax function. Cell Death & Differentiation, 15(8), 1211-1220.

Lucibello, M., Adanti, S., Antelmi, E., Dezi, D., Ciafre, S., Carcangiu, M. L.,
Zonfrillo, M., Nicotera, G., Sica, L., De Braud, F., and Pierimarchi, P. (2015).
Phospho-TCTP as a therapeutic target of Dihydroartemisinin for aggressive breast
cancer cells. Oncotarget, 6(7), 5275-5291.

Fujita, T. F. K., Pinkaew, D., Hutadilok-Towatana, N., Liu, Z. and Fujise, K. (2008).
Human fortilin is a molecular target of dihydroartemisinin. FEBS Letters, 582(7),
1055-1060.

Delves, P. J., and Roitt, .M. (2000). The immune system. First of two parts. New
England Journal of Medicine, 343, 37-49.

Naradikian, M.S., Scholz, J.L., Oropallo, M.A., and Cancro, M.P. (2014).
Understanding B Cell Biology. In X. Bosch (Ed.), Drugs Targeting B-Cells in
Autoimmune Diseases, Milestones in Drug Therapy (11-35). Springer Basel.

Pieper, K., Grimbacher, B., and Eibel, H. (2013). B-cell biology and development.
Journal of Allergy and Clinical Immunology, 131(4), 959-971.



26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

115

Busslinger, M. (2004). Transcriptional control of early B cell development. Annual
Review of Immunology, 22, 55-79.

Dorshkind, K. (2002). Multilineage development from adult bone marrow cells.
Nature Immunology, 3(4), 311-313.

Georgopoulos, K. (2002). Haematopoietic cell-fate decisions, chromatin regulation
and ikaros. Nature Reviews of Immunology, 2(3), 162-174.

Pang, S. H. M., de Graaf, C. A., Hilton, D. J., Huntington, N. D., Carotta, S., Wu, L.,
and Nutt, S. L. (2018). PU.1 Is Required for the Developmental Progression of
Multipotent Progenitors to Common Lymphoid Progenitors. Frontiers in
Immunology, 9, 1264.

Warren, L. A., and Rothenberg, E. V. (2003). Regulatory coding of lymphoid lineage
choice by hematopoietic transcription factors. Current Opinion in Immunology,
15(2), 166-175.

Rothenberg, E. V., and Pant, R. (2004). Origins of lymphocyte developmental
programs: transcription factor evidence. Semin Immunol, 16(4), 227-238.

Nutt, S. L., and Kee, B. L. (2007). The transcriptional regulation of B cell lineage
commitment. Immunity, 26(6), 715-725.

Cobaleda, C., Jochum, W., and Busslinger, M. (2007). Conversion of mature B cells
into T cells by dedifferentiation to uncommitted progenitors. Nature, 449(7161),
473-471.

Medvedovic, J., Ebert, A., Tagoh, H., and Busslinger, M. (2011). Pax5: a master
regulator of B cell development and leukemogenesis. Advances in Immunology, 111,
179-206.

Li, J., Wan, Y., Ji, Q., Fang, Y., and Wu, Y. (2013). The role of microRNAs in B-
cell development and function. Cellular & Molecular Immunology, 10(2), 107-112.

De Yebenes, V. G., Bartolome-lzquierdo, N., and Ramiro, A. R. (2013). Regulation
of B-cell development and function by microRNAs. Immunological Reviews, 253(1),
25-39.

Bemark, M. (2015). Translating transitions - how to decipher peripheral human B
cell development. Journal of Biomedical Research, 29(4), 264-284.

Tavian, M., and Peault, B. (2005). Embryonic development of the human
hematopoietic system. International Journal of Developmental Biology, 49(2-3),
243-250.

Boller, S., and Grosschedl, R. (2014). The regulatory network of B-cell
differentiation: a focused view of early B-cell factor 1 function. Immunological
Reviews, 261(1), 102-115.



116

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Vale, A. M., Kearney, J. F., Nobrega, A., and Schroeder, H. W. (2015). Development
and Function of B Cell Subsets. In W.A. Frederick, H. Tasuku, R. Andreas and R.
Michael (Eds.), Molecular Biology of B cells, 2nd Edition, 99-119.

Rothenberg, E. V. (2016). Multiple Curricula for B Cell Developmental
Programming. Immunity, 45(3), 457-458.

LeBien, T. W., and Tedder, T. F. (2008). B lymphocytes: how they develop and
function. Blood, 112(5), 1570-1580.

Abbas, A.K., Lichtman, H.A., Pillai, S. (2011). Lymphocyte Development and
Antigen Receptor Gene Rearrangement Cellular and Molecular Immunology (7th
ed.), Philadelphia: Saunders an Elsevier, 173-202.

Busslinger, M., and Tarakhovsky, A. (2014). Epigenetic control of immunity. Cold
Spring Harbor Perspectives in Biology, 6(6).

Murphy, K. M. (2007). The Development and Survival of Lymphocytes. In P. T.
Kenneth M. Murphy, Mark Walport (Ed.), Janeway's Immunobiology (7th ed.),
Garland Science, 257-320.

Goldsby, R. A., Kindt, T.J., Kuby, J., anmd Osborne, B. A. (2002). Immunology (5th
ed.): W. H. Freeman, 113-135.

Komori, T., Okada, A., Stewart, V., and Alt, F. W. (1993). Lack of N regions in
antigen receptor variable region genes of TdT-deficient lymphocytes. Science,
261(5125), 1171-1175.

Sakaguchi, N., and Melchers, F. (1986). Lambda 5, a new light-chain-related locus
selectively expressed in pre-B lymphocytes. Nature, 324(6097), 579-582.

Parker, M. J., Licence, S., Erlandsson, L., Galler, G. R., Chakalova, L., Osborne, C.
S., Morgan, G., Fraser, P., Jumaa, H., Winkler, T. H., Skok, J., and Martensson, I. L.
(2005). The pre-B-cell receptor induces silencing of VpreB and lambda5
transcription. EMBO Journal, 24(22), 3895-3905.

Tsukada, S., Saffran, D. C., Rawlings, D. J., Parolini, O., Allen, R. C., Klisak, I.,
Sparkes, R. S., Kubagawa, H., Mohandas, T., Quan, S., Belmont, J.W., Cooper,
M.D., Conley, M.E. and Witte, O.N. (1993). Deficient expression of a B cell
cytoplasmic tyrosine kinase in human X-linked agammaglobulinemia. Cell, 72(2),
279-290.

Hendriks, R. W., de Bruijn, M. F., Maas, A., Dingjan, G. M., Karis, A., and
Grosveld, F. (1996). Inactivation of Btk by insertion of lacZ reveals defects in B cell
development only past the pre-B cell stage. EMBO Journal, 15(18), 4862-4872.

Pal Singh, S., Dammeijer, F., and Hendriks, R. W. (2018). Role of Bruton's tyrosine
kinase in B cells and malignancies. Molecular Cancer, 17(1), 57.

Herzog, S., Reth, M., and Jumaa, H. (2009). Regulation of B-cell proliferation and
differentiation by pre-B-cell receptor signalling. Nature Reviews Immunology, 9(3),
195-205.



54,

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

117

Vettermann, C., and Schlissel, M. S. (2010). Allelic exclusion of immunoglobulin
genes: models and mechanisms. Immunological Reviews, 237(1), 22-42.

Kalmanovich, G., and Mehr, R. (2003). Models for antigen receptor gene
rearrangement. I11. Heavy and light chain allelic exclusion. Journal of Immunology,
170(1), 182-193.

Neuberger, M. S., Caskey, H. M., Pettersson, S., Williams, G. T., and Surani, M. A.
(1989). Isotype exclusion and transgene down-regulation in immunoglobulin-lambda
transgenic mice. Nature, 338(6213), 350-352.

Nemazee, D. (2017). Mechanisms of central tolerance for B cells. Nature Reviews
Immunology, 17(5), 281-294.

Aurrand-Lions, M., and Mancini, S. J. C. (2018). Murine Bone Marrow Niches from
Hematopoietic Stem Cells to B Cells. International Journal of Molecular Sciences,
19(8).

Maity, P. C., Blount, A., Jumaa, H., Ronneberger, O., Lillemeier, B. F., and Reth, M.
(2015). B cell antigen receptors of the IgM and IgD classes are clustered in different
protein islands that are altered during B cell activation. Science Signaling, 8(394),
ra9s.

Dorshkind, K., and Montecino-Rodriguez, E. (2007). Fetal B-cell lymphopoiesis and
the emergence of B-1-cell potential. Nature Reviews Immunology, 7(3), 213-2109.

Eibel, H., Kraus, H., Sic, H., Kienzler, A. K., and Rizzi, M. (2014). B cell biology:
an overview. Current Allergy and Asthma Reports, 14(5), 434.

Victora, G. D., and Nussenzweig, M. C. (2012). Germinal centers. Annual Review of
Immunology, 30, 429-457.

Allen, C. D., Okada, T., and Cyster, J. G. (2007). Germinal-center organization and
cellular dynamics. Immunity, 27(2), 190-202.

Allen, C. D., Okada, T., Tang, H. L., and Cyster, J. G. (2007). Imaging of germinal
center selection events during affinity maturation. Science, 315(5811), 528-531.

Muramatsu, M., Kinoshita, K., Fagarasan, S., Yamada, S., Shinkai, Y., and Honjo, T.
(2000). Class switch recombination and hypermutation require activation-induced
cytidine deaminase (AID), a potential RNA editing enzyme. Cell, 102(5), 553-563.

Revy, P., Muto, T., Levy, Y., Geissmann, F., Plebani, A., Sanal, O., Catalan, N.,
Forveille, M., Dufourcg-Labelouse, R., Gennery, A., Tezcan, 1., Ersoy, F., Kayserili,
H., Ugazio, A. G., Brousse, N., Muramatsu, M., Notarangelo, L. D., Kinoshita, K.,
Honjo, T., Fischer, A., and Durandy, A. (2000). Activation-induced cytidine
deaminase (AID) deficiency causes the autosomal recessive form of the Hyper-IgM
syndrome (HIGM2). Cell, 102(5), 565-575.

Kerr, J. F., Wyllie, A. H., and Currie, A. R. (1972). Apoptosis: a basic biological
phenomenon with wide-ranging implications in tissue kinetics. British Journal of
Cancer, 26(4), 239-257.



118

68.

69.

70.

71.

72,

73.

74.

75.

76.

77,

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Norbury, C. J., and Hickson, I. D. (2001). Cellular responses to DNA damage.
Annual Review of Pharmacology and Toxicology, 41, 367-401.

Lawen, A. (2003). Apoptosis-an introduction. Bioessays, 25(9), 888-896.

Giiles, O. ve Eren, U. (2008). Apoptozun Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler.
Y.Y.U. Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2, 73-78.

Riedl, S. J., and Salvesen, G. S. (2007). The apoptosome: signalling platform of cell
death. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 8(5), 405-413.

Ledgerwood, E. C., and Morison, I. M. (2009). Targeting the apoptosome for cancer
therapy. Clinical Cancer Research, 15(2), 420-424.

Nagata, S. (2018). Apoptosis and Clearance of Apoptotic Cells. Annual Review of
Immunology, 36, 489-517.

Czerski, L., and Nunez, G. (2004). Apoptosome formation and caspase activation: is
it different in the heart? Journal of Molecular and Cellular Cardiology, 37(3), 643-
652.

Pfeffer, C. M., and Singh, A. T. K. (2018). Apoptosis: A Target for Anticancer
Therapy. International Journal of Molecular Sciences, 19(2).

Yuan, S., and Akey, C. W. (2013). Apoptosome structure, assembly, and procaspase
activation. Structure, 21(4), 501-515.

Zhou, M., Li, Y., Hu, Q., Bai, X. C., Huang, W., Yan, C., Scheres, S. H., and Shi, Y.
(2015). Atomic structure of the apoptosome: mechanism of cytochrome c- and
dATP-mediated activation of Apaf-1. Genes & Development, 29(22), 2349-2361.

Adams, C. M., Clark-Garvey, S., Porcu, P., and Eischen, C. M. (2018). Targeting the
Bcl-2 Family in B Cell Lymphoma. Frontiers in Oncology, 8, 636.

Rousalova, I., and Krepela, E. (2010). Granzyme B-induced apoptosis in cancer cells
and its regulation (review). International Journal of Oncology, 37(6), 1361-1378.

Elmore, S. (2007). Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic
Pathology, 35(4), 495-516.

Peter, M. E., and Krammer, P. H. (2003). The CD95(APO-1/Fas) DISC and beyond.
Cell Death & Differentiation, 10(1), 26-35.

Pennarun, B., Meijer, A., de Vries, E. G., Kleibeuker, J. H., Kruyt, F., and de Jong,
S. (2010). Playing the DISC: turning on TRAIL death receptor-mediated apoptosis in
cancer. Biochimica et Biophysica Acta, 1805(2), 123-140.

Falschlehner, C., Emmerich, C. H., Gerlach, B., and Walczak, H. (2007). TRAIL
signalling: decisions between life and death. International
Journal of Biochemistry & Cell Biology, 39(7-8), 1462-1475.



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

119

Riedl, S. J., and Shi, Y. (2004). Molecular mechanisms of caspase regulation during
apoptosis. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 5(11), 897-907.

Pop, C., and Salvesen, G. S. (2009). Human caspases: activation, specificity, and
regulation. Journal of Biological Chemistry, 284(33), 21777-21781.

Fischer, U., Stroh, C., and Schulze-Osthoff, K. (2006). Unique and overlapping
substrate specificities of caspase-8 and caspase-10. Oncogene, 25(1), 152-159.

Billen, L. P., Shamas-Din, A., and Andrews, D. W. (2008). Bid: a Bax-like BH3
protein. Oncogene, 27(1), 93-104.

Kantari, C., and Walczak, H. (2011). Caspase-8 and bid: caught in the act between
death receptors and mitochondria. Biochimica at Biophysica Acta, 1813(4), 558-563.

Schug, Z. T., Gonzalvez, F., Houtkooper, R. H., Vaz, F. M., and Gottlieb, E. (2011).
BID is cleaved by caspase-8 within a native complex on the mitochondrial membrane.
Cell Death & Differentiation, 18(3), 538-548.

Cuvillier, O., Edsall, L., and Spiegel, S. (2000). Involvement of sphingosine in
mitochondria-dependent Fas-induced apoptosis of type Il Jurkat T cells. Journal of
Biological Chemistry, 275(21), 15691-15700.

Patwardhan, G. A., Beverly, L. J.,, and Siskind, L. J. (2016). Sphingolipids and
mitochondrial apoptosis. Journal of Bioenergetics and Biomembranes, 48(2), 153-
168.

Satram-Hoang, S., Reyes, C., Hoang, K. Q., Momin, F., and Skettino, S. (2014).
Treatment practice in the elderly patient with chronic lymphocytic leukemia-analysis of
the combined SEER and Medicare database. Annals of Hematology, 93(8), 1335-1344.

Nabhan, C., Ollberding, N. J., Villines, D., Chiu, B. C., Caces, D. B., Valdez, T. V.,
Ghielmini, M., Hsu Schmitz, S. F., and Smith, S. M. (2014). A systematic review of
comparative schedule-related toxicities with maintenance rituximab in follicular and
mantle cell lymphomas. Leukemia & Lymphoma, 55(6), 1288-1294.

Hallek, M., Cheson, B. D., Catovsky, D., Caligaris-Cappio, F., Dighiero, G., Dohner, H.,
Hillmen, P., Keating, M. J., Montserrat, E., Rai, K. R., Kipps, T. J., and International
Workshop on Chronic Lymphocytic, L. (2008). Guidelines for the diagnosis and
treatment of chronic lymphocytic leukemia: a report from the International Workshop on
Chronic Lymphocytic Leukemia updating the National Cancer Institute-Working Group
1996 guidelines. Blood, 111(12), 5446-5456.

Cramer, P., and Hallek, M. (2011). Prognostic factors in chronic lymphocytic leukemia-
what do we need to know? Nature Reviews Clinical Oncology, 8(1), 38-47.

Kronik Lenfositik Lésemi. (2012) Ulusal Tani ve Tedavi Kilavuzu, 1. Bolim, Tirk
Hematoloji Dernegi, 1-18.

Hamblin, T. J., Davis, Z., Gardiner, A., Oscier, D. G., and Stevenson, F. K. (1999).
Unmutated Ig V(H) genes are associated with a more aggressive form of chronic
lymphocytic leukemia. Blood, 94(6), 1848-1854.



120

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

Ghia, P., Stamatopoulos, K., Belessi, C., Moreno, C., Stella, S., Guida, G., Michel, A.,
Crespo, M., Laoutaris, N., Montserrat, E., Anagnostopoulos, A., Dighiero, G., Fassas,
A., Caligaris-Cappio, F., and Davi, F. (2005). Geographic patterns and pathogenetic
implications of IGHV gene usage in chronic lymphocytic leukemia: the lesson of the
IGHV3-21 gene. Blood, 105(4), 1678-1685.

Rassenti, L. Z., Jain, S., Keating, M. J., Wierda, W. G., Grever, M. R., Byrd, J. C., Kay,
N. E., Brown, J. R., Gribben, J. G., Neuberg, D. S., He, F., Greaves, A. W., Rai, K. R.,
and Kipps, T. J. (2008). Relative value of ZAP-70, CD38, and immunoglobulin mutation
status in predicting aggressive disease in chronic lymphocytic leukemia. Blood, 112(5),
1923-1930.

Bulian, P., Shanafelt, T. D., Fegan, C., Zucchetto, A., Cro, L., Nuckel, H., Baldini, L.,
Kurtova, A. V., Ferrajoli, A., Burger, J. A., Gaidano, G., Del Poeta, G., Pepper, C.,
Rossi, D., and Gattei, V. (2014). CD49d is the strongest flow cytometry-based predictor
of overall survival in chronic lymphocytic leukemia. Journal of Clinical Oncology,
32(9), 897-904.

Chiorazzi, N., and Ferrarini, M. (2003). B cell chronic lymphocytic leukemia:
lessons learned from studies of the B cell antigen receptor. Annu Rev Immunol, 21,
841-894.

Stevenson, F. K., and Caligaris-Cappio, F. (2004). Chronic lymphocytic leukemia:
revelations from the B-cell receptor. Blood, 103(12), 4389-4395.

Burger, J. A., and Chiorazzi, N. (2013). B cell receptor signaling in chronic
lymphocytic leukemia. Trends in Immunology, 34(12), 592-601.

Liu, Y., Wang, Y., Yang, J., Bi, Y., and Wang, H. (2018). ZAP-70 in chronic
lymphocytic leukemia: A meta-analysis. Clinica Chimica Acta, 483, 82-88.

Chen, L., Huynh, L., Apgar, J., Tang, L., Rassenti, L., Weiss, A., and Kipps, T. J.
(2008). ZAP-70 enhances IgM signaling independent of its kinase activity in chronic
lymphocytic leukemia. Blood, 111(5), 2685-2692.

Damle, R. N., Wasil, T., Fais, F., Ghiotto, F., Valetto, A., Allen, S. L., Buchbinder,
A., Budman, D., Dittmar, K., Kolitz, J., Lichtman, S. M., Schulman, P., Vinciguerra,
V. P, Rai, K. R., Ferrarini, M., and Chiorazzi, N. (1999). Ig V gene mutation status
and CD38 expression as novel prognostic indicators in chronic lymphocytic
leukemia. Blood, 94(6), 1840-1847.

Deaglio, S., Morra, M., Mallone, R., Ausiello, C. M., Prager, E., Garbarino, G.,
Dianzani, U., Stockinger, H., and Malavasi, F. (1998). Human CD38 (ADP-ribosyl
cyclase) is a counter-receptor of CD31, an Ig superfamily member. Journal of
Immunology, 160(1), 395-402.

Malavasi, F., Deaglio, S., Damle, R., Cutrona, G., Ferrarini, M., and Chiorazzi, N.
(2011). CD38 and chronic lymphocytic leukemia: a decade later. Blood, 118(13),
3470-3478.



109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121

Deaglio, S., Capobianco, A., Bergui, L., Durig, J., Morabito, F., Duhrsen, U., and
Malavasi, F. (2003). CD38 is a signaling molecule in B-cell chronic lymphocytic
leukemia cells. Blood, 102(6), 2146-2155.

Shanafelt, T. D., Geyer, S. M., Bone, N. D., Tschumper, R. C., Witzig, T. E.,
Nowakowski, G. S., Zent, C. S., Call, T. G., Laplant, B., Dewald, G. W., Jelinek, D.
F., and Kay, N. E. (2008). CD49d expression is an independent predictor of overall
survival in patients with chronic lymphocytic leukaemia: a prognostic parameter with
therapeutic potential. British Journal of Haematology, 140(5), 537-546.

Rossi, D., Zucchetto, A., Rossi, F. M., Capello, D., Cerri, M., Deambrogi, C., Cresta,
S., Rasi, S., De Paoli, L., Bodoni, C. L., Bulian, P., Del Poeta, G., Ladetto, M.,
Gattei, V., and Gaidano, G. (2008). CD49d expression is an independent risk factor
of progressive disease in early stage chronic lymphocytic leukemia. Haematologica,
93(10), 1575-1579.

Kostareli, E., Smilevska, T., Stamatopoulos, K., Kouvatsi, A., and Anagnostopoulos,
A. (2008). Chronic lymphocytic leukaemia: an immunobiology approach. Srpski
Arhiv Za Celokupno Lekarstvo, 136(5-6), 319-323.

Stevenson, F. K., Krysov, S., Davies, A. J., Steele, A. J., and Packham, G. (2011). B-
cell receptor signaling in chronic lymphocytic leukemia. Blood, 118(16), 4313-4320.

Matolcsy, A., Casali, P., Nador, R. G., Liu, Y. F., and Knowles, D. M. (1997).
Molecular characterization of IgA- and/or IgG-switched chronic lymphocytic
leukemia B cells. Blood, 89(5), 1732-17309.

Sagatys, E. M., and Zhang, L. (2012). Clinical and laboratory prognostic indicators
in chronic lymphocytic leukemia. Cancer Control, 19(1), 18-25.

Rozovski, U., Keating, M. J., and Estrov, Z. (2018). Why Is the Immunoglobulin
Heavy Chain Gene Mutation Status a Prognostic Indicator in Chronic Lymphocytic
Leukemia? Acta Haematologica, 140(1), 51-54.

Mockridge, C. I., Potter, K. N., Wheatley, I., Neville, L. A., Packham, G., and
Stevenson, F. K. (2007). Reversible anergy of slgM-mediated signaling in the two
subsets of CLL defined by VH-gene mutational status. Blood, 109(10), 4424-4431.

Dihren-von Minden, M., Ubelhart, R., Schneider, D., Wossning, T., Bach, M. P.,
Buchner, M., Hofmann, D., Surova, E., Follo, M., and Kohler, F. (2012). Chronic
lymphocytic leukaemia is driven by antigen-independent cell-autonomous signalling.
Nature, 489(7415), 309.

Awan, F. T., and Byrd, J. C. (2014). New strategies in chronic lymphocytic
leukemia: shifting treatment paradigms. Clinical Cancer Research, 20(23), 5869-
5874,

Yarkoni, Y., Getahun, A., and Cambier, J. C. (2010). Molecular underpinning of
B-cell anergy. Immunological reviews, 237(1), 249-263.



122

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

Getahun, A., Beavers, N. A., Larson, S. R., Shlomchik, M. J., and Cambier, J. C.
(2016). Continuous inhibitory signaling by both SHP-1 and SHIP-1 pathways is
required to maintain unresponsiveness of anergic B cells. Journal of Experimental
Medicine, 213(5), 751-769.

O'neill, S. K., Getahun, A., Gauld, S. B., Merrell, K. T., Tamir, I., Smith, M. J., Dal
Porto, J. M., Li, Q.Z., and Cambier, J. C. (2011). Monophosphorylation of CD79a
and CD79b ITAM motifs initiates a SHIP-1 phosphatase-mediated inhibitory
signaling cascade required for B cell anergy. Immunity, 35(5), 746-756.

Packham, G., Krysov, S., Allen, A., Savelyeva, N., Steele, A. J., Forconi, F., and
Stevenson, F. K. (2014). The outcome of B-cell receptor signaling in chronic
lymphocytic leukemia: proliferation or anergy. Haematologica, 99(7), 1138-1148.

Queiros, A. C., Villamor, N., Clot, G., Martinez-Trillos, A., Kulis, M., Navarro, A.,
Penas, E. M. M., Jayne, S., Majid, A., and Richter, J. (2015). A B-cell epigenetic
signature defines three biologic subgroups of chronic lymphocytic leukemia with
clinical impact. Leukemia, 29(3), 598.

de Rooij, M. F., Kuil, A., Geest, C. R., Eldering, E., Chang, B. Y., Buggy, J. J., Pals,
S. T., and Spaargaren, M. (2012). The clinically active BTK inhibitor PCI-32765
targets B-cell receptor—and chemokine-controlled adhesion and migration in chronic
lymphocytic leukemia. Blood, 119(11), 2590-2594.

Vlad, A., Deglesne, P.-A., Letestu, R., Saint-Georges, S., Chevallier, N., Baran-
Marszak, F., Varin-Blank, N., Ajchenbaum-Cymbalista, F., and Ledoux, D. (2009).
Down-regulation of CXCR4 and CD62L in chronic lymphocytic leukemia cells is
triggered by B-cell receptor ligation and associated with progressive disease. Cancer
research, 69(16), 6387-6395.

Quiroga, M. P., Balakrishnan, K., Kurtova, A. V., Sivina, M., Keating, M. J.,
Wierda, W. G., Gandhi, V., and Burger, J. A. (2009). B-cell antigen receptor
signaling enhances chronic lymphocytic leukemia cell migration and survival:
specific targeting with a novel spleen tyrosine kinase inhibitor, R406. Blood, 114(5),
1029-1037.

Hallek, M., Shanafelt, T. D., and Eichhorst, B. (2018). Chronic lymphocytic
leukaemia. Lancet, 391(10129), 1524-1537.

Eichhorst, B., Dreyling, M., Robak, T., Montserrat, E., Hallek, M., and Group, E. G.
W. (2011). Chronic lymphocytic leukemia: ESMO Clinical Practice Guidelines for
diagnosis, treatment and follow-up. Annals of Oncology, 22(6), 50-54.

Baraka, A., El Shorbagy, S., Elfarargy, O.M., Haggag, R., Abdelaziz, L.A., Elsayed,
S.F., Elbana, K.A. (2017). Prognostic Significance of Apoptosis Regulators in B-Cell
Chronic Lymphocytic Leukemia. Journal of Cancer Therapy, 8(4), 360-385.

Scarfo, L., and Ghia, P. (2013). Reprogramming cell death: BCL2 family inhibition
in hematological malignancies. Immunology Letters, 155(1-2), 36-39.



132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

123

Pepper, C., Hoy, T., and Bentley, D. P. (1997). Bcl-2/Bax ratios in chronic
lymphocytic leukaemia and their correlation with in vitro apoptosis and clinical
resistance. British Journal of Cancer, 76(7), 935-938.

Del Principe, M. 1., Dal Bo, M., Bittolo, T., Buccisano, F., Rossi, F. M., Zucchetto,
A., Rossi, D., Bomben, R., Maurillo, L., Cefalo, M., De Santis, G., Venditti, A.,
Gaidano, G., Amadori, S., de Fabritiis, P., Gattei, V., and Del Poeta, G. (2016).
Clinical significance of bax/bcl-2 ratio in chronic lymphocytic leukemia.
Haematologica, 101(1), 77-85.

Cimmino, A., Calin, G. A., Fabbri, M., lorio, M. V., Ferracin, M., Shimizu, M.,
Wojcik, S. E., Ageilan, R. I., Zupo, S., and Dono, M. (2005). miR-15 and miR-16
induce apoptosis by targeting BCL2. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 102(39), 13944-13949.

Hanada, M., Delia, D., Aiello, A., Stadtmauer, E., and Reed, J. C. (1993). bcl-2 gene
hypomethylation and high-level expression in B-cell chronic lymphocytic leukemia.
Blood, 82(6), 1820-1828.

Pepper, C., Lin, T. T., Pratt, G., Hewamana, S., Brennan, P., Hiller, L., Hills, R.,
Ward, R., Starczynski, J., and Austen, B. (2008). Mcl-1 expression has in vitro and in
vivo significance in chronic lymphocytic leukemia and is associated with other poor
prognostic markers. Blood, 112(9), 3807-3817.

Gandhi, V., Balakrishnan, K., and Chen, L. S. (2008). Mcl-1: the 1 in CLL. Blood,
112(9), 3538-3540.

Gachet, Y., Tournier, S., Lee, M., Lazaris-Karatzas, A., Poulton, T., and Bommer,
U.-A. (1999). The growth-related, translationally controlled protein P23 has
properties of a tubulin binding protein and associates transiently with microtubules
during the cell cycle. Journal of Cell Science, 112(8), 1257-1271.

Bheekha-Escura, R., MacGlashan, D. W., Langdon, J. M., and MacDonald, S. M.
(2000). Human recombinant histamine-releasing factor activates human eosinophils
and the eosinophilic cell line, AML14-3D10. Blood, 96(6), 2191-2198.

MacDonald, S. M. (2012). Potential role of histamine releasing factor (HRF) as a
therapeutic target for treating asthma and allergy. Journal of Asthma and Allergy, 5,
51.

Bommer, U. A., and Thiele, B. J. (2004). The translationally controlled tumour
protein (TCTP). International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 36(3), 379-
385.

Baylot, V., Katsogiannou, M., Andrieu, C., Taieb, D., Acunzo, J., Giusiano, S., Fazli,
L., Gleave, M., Garrido, C., and Rocchi, P. (2012). Targeting TCTP as a new
therapeutic strategy in castration-resistant prostate cancer. Molecular Therapy,
20(12), 2244-2256.

Pinkaew, D., and Fujise, K. (2017). Fortilin: A Potential Target for the Prevention
and Treatment of Human Diseases. Adv Clin Chem, 82, 265-300.



124

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

Nagano-Ito, M., and Ichikawa, S. (2012). Biological effects of Mammalian
translationally controlled tumor protein (TCTP) on cell death, proliferation, and
tumorigenesis. Biochemistry Research International, 2012, 204960.

Yang, Y., Yang, F., Xiong, Z., Yan, Y., Wang, X., Nishino, M., Mirkovic, D.,
Nguyen, J., Wang, H., and Yang, X. F. (2005). An N-terminal region of
translationally controlled tumor protein is required for its antiapoptotic activity.
Oncogene, 24(30), 4778-4788.

Zhang, D., Li, F., Weidner, D., Mnjoyan, Z. H., and Fujise, K. (2002). Physical and
functional interaction between myeloid cell leukemia 1 protein (MCL1) and Fortilin
The potential role of MCL1 as a fortilin chaperone. Journal of Biological Chemistry,
277(40), 37430-37438.

Liu, H., Peng, H.-W., Cheng, Y.-S., Yuan, H. S. and Yang-Yen, H.-F. (2005).
Stabilization and enhancement of the antiapoptotic activity of mcl-1 by TCTP.
Molecular and Cellular Biology, 25(8), 3117-3126.

Kayhan, H. (2010). Kronik Lenfositik Lésemide TCTP/HRF ve Mcl-1'in ifadelenmesi,
Yayimlanmamis Doktora Tezi, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Ankara, 107.

Susini, L., Besse, S., Duflaut, D., Lespagnol, A., Beekman, C., Fiucci, G., Atkinson,
A. R., Busso, D., Poussin, P., Marine, J. C., Martinou, J. C., Cavarelli, J., Moras, D.,
Amson, R., and Telerman, A. (2008). TCTP protects from apoptotic cell death by
antagonizing bax function. Cell Death And Differentiation, 15, 1211.

Graidist, P., Yazawa, M., Tonganunt, M., Nakatomi, A., Lin, C. C., Chang, J. Y.,
Phongdara, A., and Fujise, K. (2007). Fortilin binds Ca2+ and blocks Ca2+-
dependent apoptosis in vivo. Biochemical Journal, 408(2), 181-191.

Williams, A. B., and Schumacher, B. (2016). p53 in the DNA-Damage-Repair
Process. Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine, 6(5).

Rho, S. B., Lee, J. H., Park, M. S., Byun, H. J., Kang, S., Seo, S. S., Kim, J. Y., and
Park, S. Y. (2011). Anti-apoptotic protein TCTP controls the stability of the tumor
suppressor p53. FEBS Letters, 585(1), 29-35.

Chen, Y., Fujita, T., Zhang, D., Doan, H., Pinkaew, D., Liu, Z., Wu, J., Koide, Y.,
Chiu, A,, Lin, C. C., Chang, J. Y., Ruan, K. H., and Fujise, K. (2011). Physical and
functional antagonism between tumor suppressor protein p53 and fortilin, an anti-
apoptotic protein. Journal of Biological Chemistry, 286(37), 32575-32585.

Zhang, X.G., Li, G.X,, Zhao, S.S., Xu, F.L., Wang, Y.H., and Wang, W. (2014). A
review of dihydroartemisinin as another gift from traditional Chinese medicine not
only for malaria control but also for schistosomiasis control. Parasitology Research,
113(5), 1769-1773.

Klayman, D. L. (1985). Qinghaosu (artemisinin): an antimalarial drug from China.
Science, 228(4703), 1049-1055.



156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

125

Borstnik, K., Paik, 1. H., Shapiro, T. A., and Posner, G. H. (2002). Antimalarial
chemotherapeutic peroxides: artemisinin, yingzhaosu A and related compounds.
International Journal of Parasitology, 32(13), 1661-1667.

White, N., and Olliaro, P. (1998). Artemisinin and derivatives in the treatment of
uncomplicated malaria. Médecine tropicale: Revue du Corps de Santé Colonial,
58(3), 54-56.

Ho, W. E., Peh, H. Y., Chan, T. K., and Wong, W. F. (2014). Artemisinins:
pharmacological actions beyond anti-malarial. Pharmacology & Therapeutics,
142(1), 126-139.

Konstat-Korzenny, E., Ascencio-Aragon, J. A., Niezen-Lugo, S., and Vazquez-
Lopez, R. (2018). Artemisinin and Its Synthetic Derivatives as a Possible Therapy
for Cancer. Medical Sciences (Basel), 6(1).

Shao, Y. Y, Zhang, T. L., Wu, L. X., Zou, H. C., Li, S., Huang, J., and Zhou, H. H.
(2017). AKT Axis, miR-21, and RECK Play Pivotal Roles in Dihydroartemisinin
Killing Malignant Glioma Cells. International Journal of Molecular Sciences, 18(2).

Singh, N. P., and Lai, H. (2001). Selective toxicity of dihydroartemisinin and
holotransferrin toward human breast cancer cells. Life Sciences, 70(1), 49-56.

Tong, Y., Liu, Y., Zheng, H., Zheng, L., Liu, W., Wu, J., Ou, R., Zhang, G., Li, F.,
Hu, M., Liu, Z., and Lu, L. (2016). Artemisinin and its derivatives can significantly
inhibit lung tumorigenesis and tumor metastasis through Wnt/beta-catenin signaling.
Oncotarget, 7(21), 31413-31428.

Liu, Y. Gao, S., Zhu, J., Zheng, Y. Zhang, H., and Sun, H. (2018).
Dihydroartemisinin induces apoptosis and inhibits proliferation, migration, and
invasion in epithelial ovarian cancer via inhibition of the hedgehog signaling
pathway. Cancer Medicine, 7(11), 5704-5715.

Li, Y., Wang, Y., Kong, R., Xue, D., Pan, S., Chen, H., and Sun, B. (2016).
Dihydroartemisinin suppresses pancreatic cancer cells via a microRNA-mRNA
regulatory network. Oncotarget, 7(38), 62460-62473.

Cao, J. T., Mo, H. M., Wang, Y., Zhao, K., Zhang, T. T., Wang, C. Q., Xu, K. L.,
and Han, Z. H. (2018). Dihydroartemisinin-induced apoptosis in human acute
monocytic leukemia cells. Oncology Letters, 15(3), 3178-3184.

Zhang, C. Z., Zhang, H., Yun, J., Chen, G. G, and Lai, P. B. (2012).
Dihydroartemisinin exhibits antitumor activity toward hepatocellular carcinoma in
vitro and in vivo. Biochemical Pharmacology, 83(9), 1278-1289.

Sun, H., Meng, X., Han, J., Zhang, Z., Wang, B., Bai, X., and Zhang, X. (2013).
Anti-cancer activity of DHA on gastric cancer--an in vitro and in vivo study. Tumour
Biology, 34(6), 3791-3800.



126

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

Paccez, J. D., Duncan, K., Sekar, D., Correa, R. G., Wang, Y., Gu, X., Bashin, M.,
Chibale, K., Libermann, T. A., and Zerbini, L. F. (2019). Dihydroartemisinin inhibits
prostate cancer via JARID2/miR-7/miR-34a-dependent downregulation of AxI.
Oncogenesis, 8(3), 14.

Wang, L., Li, J., Shi, X,, Li, S., Tang, P. M., Li, Z,, Li, H., and Wei, C. (2019).
Antimalarial Dihydroartemisinin triggers autophagy within HeLa cells of human
cervical cancer through Bcl-2 phosphorylation at Ser70. Phytomedicine, 52, 147-156.

Li, Z., Li, Q., Wu, J., Wang, M., and Yu, J. (2016). Artemisinin and its derivatives as
a repurposing anticancer agent: What else do we need to do? Molecules, 21(10),
1331.

Crespo-Ortiz, M. P., and Wei, M. Q. (2011). Antitumor activity of artemisinin and its
derivatives: from a well-known antimalarial agent to a potential anticancer drug.
BioMed Research International, 2012.

Shen, J., Sheng, X., Chang, Z., Wu, Q., Wang, S., Xuan, Z., Li, D., Wu, Y., Shang,
Y., and Kong, X. (2014). Iron metabolism regulates p53 signaling through direct
heme-p53 interaction and modulation of p53 localization, stability, and function. Cell
Reports, 7(1), 180-193.

Ba, Q., Zhou, N., Duan, J., Chen, T., Hao, M., Yang, X., Li, J., Yin, J., Chu, R., and
Wang, H. (2012). Dihydroartemisinin exerts its anticancer activity through depleting
cellular iron via transferrin receptor-1. PLoS One, 7(8), e42703.

Qu, C., Ma, J., Liu, X., Xue, Y., Zheng, J., Liu, L., Liu, J., Li, Z., Zhang, L., and Liu,
Y. (2017). Dihydroartemisinin exerts anti-tumor activity by inducing mitochondrion
and endoplasmic reticulum apoptosis and autophagic cell death in human
glioblastoma cells. Frontiers in Cellular Neuroscience, 11, 310.

Lu, M., Sun, L., Zhou, J., and Yang, J. (2014). Dihydroartemisinin induces apoptosis
in colorectal cancer cells through the mitochondria-dependent pathway. Tumour
Biology, 35(6), 5307-5314.

Wang, S. J., Gao, Y., Chen, H., Kong, R., Jiang, H. C., Pan, S. H., Xue, D. B., Bai,
X. W., and Sun, B. (2010). Dihydroartemisinin inactivates NF-kappaB and
potentiates the anti-tumor effect of gemcitabine on pancreatic cancer both in vitro
and in vivo. Cancer Letters, 293(1), 99-108.

Chen, H., Sun, B., Wang, S., Pan, S., Gao, Y., Bai, X., and Xue, D. (2010). Growth
inhibitory effects of dihydroartemisinin on pancreatic cancer cells: involvement of
cell cycle arrest and inactivation of nuclear factor-kappaB. Journal of Cancer
Research and Clinical Oncology, 136(6), 897-903.

Jiao, Y., Ge, C. M., Meng, Q. H., Cao, J. P, Tong, J., and Fan, S. J. (2007).
Dihydroartemisinin is an inhibitor of ovarian cancer cell growth.
Acta Pharmacologica Sinica, 28(7), 1045-1056.

Efferth, T. (2017). From ancient herb to modern drug: Artemisia annua and
artemisinin for cancer therapy. Seminars in Cancer Biology, 46, 65-83.



180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

127

Zhang, Y., Xu, G., Zhang, S., Wang, D., Saravana Prabha, P., and Zuo, Z. (2018).
Antitumor  Research on  Artemisinin and Its Bioactive Derivatives.
Natural Products and Bioprospecting, 8(4), 303-3109.

Qu, C., Mg, J., Liu, X., Xue, Y., Zheng, J., Liu, L., Liu, J., Li, Z., Zhang, L., and Liu,
Y. (2017). Dihydroartemisinin Exerts Anti-Tumor Activity by Inducing
Mitochondrion and Endoplasmic Reticulum Apoptosis and Autophagic Cell Death in
Human Glioblastoma Cells. Frontiers in Cellular Neuroscience, 11, 310.

Zhang, Z. S., Wang, J., Shen, Y. B., Guo, C. C,, Sai, K. E., Chen, F. R., Mei, X,
Han, F. U., and Chen, Z. P. (2015). Dihydroartemisinin increases temozolomide
efficacy in glioma cells by inducing autophagy. Oncology Letters, 10(1), 379-383.

Hu, W., Chen, S. S., Zhang, J. L., Lou, X. E., and Zhou, H. J. (2014).
Dihydroartemisinin induces autophagy by suppressing NF-kappaB activation.
Cancer Letters, 343(2), 239-248.

Zhang, Z., Yao, Z., Zhao, S., Shao, J., Chen, A., Zhang, F., and Zheng, S. (2017).
Interaction between autophagy and senescence is required for dihydroartemisinin to
alleviate liver fibrosis. Cell Death & Disease, 8(6), €2886.

Zhang, Z., Guo, M., Zhao, S., Shao, J., and Zheng, S. (2016). ROS-JNK1/2-
dependent activation of autophagy is required for the induction of anti-inflammatory
effect of dihydroartemisinin in liver fibrosis. Free Radical Biology & Medicine, 101,
272-283.

Sun, X., Yan, P., Zou, C., Wong, Y. K., Shu, Y., Lee, Y. M., Zhang, C., Yang, N. D.,
Wang, J., and Zhang, J. (2019). Targeting autophagy enhances the anticancer effect
of artemisinin and its derivatives. Medicinal Research Reviews, 1-22.

Liu, Y., Wang, W., Xu, J., Li, L., Dong, Q., Shi, Q., Zuo, G., Zhou, L., Weng, Y.,
Tang, M., He, T., and Luo, J. (2013). Dihydroartemisinin inhibits tumor growth of
human osteosarcoma cells by suppressing Wnt/beta-catenin signaling. Oncology
Reports, 30(4), 1723-1730.

Hui, H. Y., Wu, N., Wu, M., Liu, Y., Xiao, S. X., and Zhang, M. F. (2016).
Dihydroartemisinin suppresses growth of squamous cell carcinoma A431 cells by
targeting the Wnt/beta-catenin pathway. Anticancer Drugs, 27(2), 99-105.

Lee, J., Zhang, G., Wu, X,, Xu, F., Zhou, J., and Zhang, X. (2012). Growth inhibitory
effect of dihydroartemisinin on Bcr/Abl+ chronic myeloid leukemia K562 cells
involve AKT, ERK and NF-kB modulation. Journal of Cancer Research and
Clinical Oncology, 138(12), 2095-2102.

Konkimalla, V. B., McCubrey, J. A., and Efferth, T. (2009). The role of downstream
signaling pathways of the epidermal growth factor receptor for Artesunate’s activity
in cancer cells. Current Cancer Drug Targets, 9(1), 72-80.

Sertel, S., Eichhorn, T., Simon, C. H., Plinkert, P. K., Johnson, S. W., and Efferth, T.
(2010). Pharmacogenomic identification of c-Myc/Max-regulated genes associated
with cytotoxicity of artesunate towards human colon, ovarian and lung cancer cell
lines. Molecules, 15(4), 2886-2910.



128

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

Jin, H., Jiang, A. Y., Wang, H., Cao, Y., Wu, Y., and Jiang, X. F. (2017).
Dihydroartemisinin and gefitinib synergistically inhibit NSCLC cell growth and
promote apoptosis via the Akt/mTOR/STAT3 pathway. Molecular Medicine
Reports, 16(3), 3475-3481.

Dong, F., Zhou, X., Li, C., Yan, S., Deng, X., Cao, Z., Li, L., Tang, B., Allen, T. D.,
and Liu, J. (2014). Dihydroartemisinin targets VEGFR?2 via the NF-kappaB pathway
in endothelial cells to inhibit angiogenesis. Cancer Biology & Therapy, 15(11),
1479-1488.

Li, Z., Ding, X., Wu, H., and Liu, C. (2019). Artemisinin inhibits angiogenesis by
regulating p38 MAPK/CREB/TSP-1 signaling pathway in osteosarcoma. Journal of
Cellular Biochemistry, 120(7), 11462-11470.

Bhisutthibhan, J., and Meshnick, S. R. (2001). Immunoprecipitation of [3H]
dihydroartemisinin translationally controlled tumor protein (TCTP) adducts from
Plasmodium falciparum-infected erythrocytes by using anti-TCTP antibodies.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 45(8), 2397-2399.

Lucibello, M., Adanti, S., Antelmi, E., Dezi, D., Ciafre, S., Carcangiu, M. L.,
Zonfrillo, M., Nicotera, G., Sica, L., and De Braud, F. (2015). Phospho-TCTP as a
therapeutic target of Dihydroartemisinin for aggressive breast cancer cells.
Oncotarget, 6(7), 5275.

Zhang, F., Ma, Q., Xu, Z., Liang, H., Li, H., Ye, Y., Xiang, S., Zhang, Y., Jiang, L.,
and Hu, Y. (2017). Dihydroartemisinin inhibits TCTP-dependent metastasis in
gallbladder cancer. Journal of Experimental & Clinical Cancer Research, 36(1), 68.

Lukenbill, J., and Kalaycio, M. (2013). Fludarabine: a review of the clear benefits
and potential harms. Leukemia research, 37(9), 986-994.

Ricci, F., Tedeschi, A., Morra, E., and Montillo, M. (2009). Fludarabine in the
treatment of chronic lymphocytic leukemia: a review. Therapeutics and Clinical Risk
Management, 5(1), 187-207.

Gandhi, V., and Plunkett, W. (2002). Cellular and clinical pharmacology of
fludarabine. Clinical Pharmacokinetics, 41(2), 93-103.

Zaja, F., Mian, M., Volpetti, S., Visco, C., Sissa, C., Nichele, I., Castelli, M.,
Ambrosetti, A., Puglisi, S., Fanin, R., Cortelazzo, S., Pizzolo, G., Trentin, L.,
Rodeghiero, F., Paolini, R., Vivaldi, P., Sancetta, R., Isola, M., and Semenzato, G.
(2013). Bendamustine in chronic lymphocytic leukemia: outcome according to
different clinical and biological prognostic factors in the everyday clinical practice.
American Journal of Hematology, 88(11), 955-960.

Keating, M. J., Kantarjian, H., Talpaz, M., Redman, J., Koller, C., Barlogie, B.,
Velasquez, W., Plunkett, W., Freireich, E. J.,, and McCredie, K. B. (1989).
Fludarabine: a new agent with major activity against chronic lymphocytic leukemia.
Blood, 74(1), 19-25.

Montgomery, J. A., and Hewson, K. (1969). Nucleosides of 2-fluoroadenine.
Journal of Medicinal Chemistry, 12(3), 498-504.



204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

129

Lanemo Myhrinder, A., Hellgvist, E., Bergh, A. C., Jansson, M., Nilsson, K.,
Hultman, P., Jonasson, J., Buhl, A. M., Bredo Pedersen, L., Jurlander, J., Klein, E.,
Weit, N., Herling, M., Rosenquist, R., and Rosen, A. (2013). Molecular
characterization of neoplastic and normal "sister" lymphoblastoid B-cell lines from
chronic lymphocytic leukemia. Leukemia & Lymphoma, 54(8), 1769-1779.

Kale, J., Osterlund, E. J., and Andrews, D. W. (2018). BCL-2 family proteins:
changing partners in the dance towards death. Cell Death and Differentiation, 25(1),
65.

Dikmen, M. (2017). Aprepitantin insan Glioblastoma U87MG Hiicreleri iizerinde
Antiproliferatif ve Apoptotik Etkileri. Marmara Pharmaceutical Journal, 21, 156-
164.

Sharma, S., and Rai, K. R. (2019). Chronic lymphocytic leukemia (CLL) treatment:
So many choices, such great options. Cancer, 125(9),1432-1440.

Cory, S., and Adams, J. M. (2002). The Bcl2 family: regulators of the cellular life-
or-death switch. Nature Reviews Cancer, 2(9), 647-656.

Lorand-Metze, 1., Duarte, G., and Metze, K. (2016). Imbalance between proliferation
and in vitro apoptosis rates predicts progression in chronic lymphocytic leukemia.
Cytometry Part B Clinical Cytometry, 90(6), 484-485.

Li, Y., and Wu, Y. L. (1998). How Chinese scientists discovered ginghaosu
(artemisinin) and developed its derivatives? What are the future perspectives? Med
Trop (Mars), 58(3), 9-12.

Sun, Q., Teong, B., Chen, I. F., Chang, S. J., Gao, J., and Kuo, S. M. (2014).
Enhanced apoptotic effects of dihydroartemisinin-aggregated gelatin and hyaluronan
nanoparticles on human lung cancer cells. Journal of Biomedical Materials Research
Part B: Applied Biomaterials, 102(3), 455-462.

Lu, M., Sun, L., Zhou, J., Zhao, Y., and Deng, X. (2015). Dihydroartemisinin-
induced apoptosis is associated with inhibition of sarco/endoplasmic reticulum
calcium ATPase activity in colorectal cancer. Cell Biochemistry and Biophysics,
73(1), 137-145.

Xu, G., Zou, W. Q., Du, S. J.,, Wu, M. J,, Xiang, T. X,, and Luo, Z. G. (2016).
Mechanism of dihydroartemisinin-induced apoptosis in prostate cancer PC3 cells: An
ITRAQ-based proteomic analysis. Life Sciences, 157, 1-11.

Jia, G., Kong, R., Ma, Z. B., Han, B., Wang, Y. W., Pan, S. H,, Li, Y. H., and Sun, B.
(2014). The activation of c-Jun NH(2)-terminal kinase is required for
dihydroartemisinin-induced autophagy in pancreatic cancer cells. Journal of
Experimental & Clinical Cancer Research, 33, 8.

Im, E., Yeo, C., Lee, H. J., and Lee, E. O. (2018). Dihydroartemisinin induced
caspase-dependent apoptosis through inhibiting the specificity protein 1 pathway in
hepatocellular carcinoma SK-Hep-1 cells. Life Sciences, 192, 286-292.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26228111

130

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224,

225.

226.

227.

Cao, J. T., Mo, H. M., Wang, Y., Zhao, K., Zhang, T. T., Wang, C. Q., Xu, K. L.,
and Han, Z. H. (2018). Dihydroartemisinin-induced apoptosis in human acute
monocytic leukemia cells. Oncology Letters, 15(3), 3178-3184.

Park, J., Lai, H. C., Singh, M., Sasaki, T., and Singh, N. P. (2014). Development of a
dihydroartemisinin-resistant Molt-4 leukemia cell line. Anticancer Research, 34(6),
2807-2810.

Wang, Q., Wu, S., Zhao, X., Zhao, C., Zhao, H., and Huo, L. (2015). Mechanisms of
Dihydroartemisinin and Dihydroartemisinin/holotransferrin cytotoxicity in T-cell
lymphoma cells. PLoS One, 10(10), e0137331.

Yao, Z., Bhandari, A., Wang, Y., Pan, Y., Yang, F., Chen, R., Xia, E., and Wang, O.
(2018). Dihydroartemisinin potentiates antitumor activity of 5-fluorouracil against a
resistant colorectal cancer cell line. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 501(3), 636-642.

Tai, X., Cai, X. B., Zhang, Z., and Wei, R. (2016). In vitro and in vivo inhibition of
tumor cell viability by combined dihydroartemisinin and doxorubicin treatment, and
the underlying mechanism. Oncology Letters, 12(5), 3701-3706.

Du, S., Xu, G., Zou, W., Xiang, T., and Luo, Z. (2017). Effect of dihydroartemisinin
on UHRF1 gene expression in human prostate cancer PC-3 cells. Anticancer Drugs,
28(4), 384-391.

Feng, X., Li, L., Jiang, H., Jiang, K., Jin, Y., and Zheng, J. (2014).
Dihydroartemisinin potentiates the anticancer effect of cisplatin via mTOR inhibition
in cisplatin-resistant ovarian cancer cells: involvement of apoptosis and autophagy.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 444(3), 376-381.

Chan, H. W., Singh, N. P., and Lai, H. C. (2013). Cytotoxicity of dihydroartemisinin
toward Molt-4 cells attenuated by N-tert-butyl-alpha-phenylnitrone and
deferoxamine. Anticancer Research, 33(10), 4389-4393.

Li, X., Zhou, Y., Liu, Y., Zhang, X., Chen, T., Chen, K., Ba, Q., Li, J., Liu, H., and
Wang, H. (2016). Preclinical Efficacy and Safety Assessment of Artemisinin-
Chemotherapeutic Agent Conjugates for Ovarian Cancer. EBioMedicine, 14, 44-54,

Isoldi, M. C., Visconti, M. A., and Castrucci, A. M. (2005). Anti-cancer drugs:
molecular mechanisms of action. Mini Reviews in Medicinal Chemistry, 5(7), 685-
695.

Tam, C. S., and Stilgenbauer, S. (2015). How best to manage patients with chronic
lymphocytic leuekmia with 17p deletion and/or TP53 mutation? Leukemia &
Lymphoma, 56(3), 587-593.

Badoux, X. C., Keating, M., O'Brien, S., Ferrajoli, A., Burger, J. A., Faderl, S.,
Garcia-Manero, G., Kadia, T., Abruzzo, L. V., and Wierda, W. G. (2009). Patients
with Relapsed CLL and 17p Deletion by FISH Have Very Poor Survival Outcomes.
Blood, 114 (22), 1248.



228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

131

Zenz, T., Habe, S., Denzel, T., Mohr, J., Winkler, D., Buhler, A., Sarno, A., Groner,
S., Mertens, D., and Busch, R. (2009). Detailed analysis of p53 pathway defects in
fludarabine-refractory chronic lymphocytic leukemia (CLL): dissecting the
contribution of 17p deletion, TP53 mutation, p53-p21 dysfunction, and miR34a in a
prospective clinical trial. Blood, 114(13), 2589-2597.

Turgut, B., Vural, O., Pala, F. S., Pamuk, G. E., Tabakcioglu, K., Demir, M.,
Ongoren, S., Soysal, T., and Algunes, C. (2007). 17p Deletion is associated with
resistance of B-cell chronic lymphocytic leukemia cells to in vitro fludarabine-
induced apoptosis. Leukemia & Lymphoma, 48(2), 311-320.

Sandoval-Sus, J. D., Dalia, S., Talati, C., Shah, B. D., Bello, C. M., Lancet, J. E.,
Chervenick, P. A., Locke, F. L., Kharfan-Dabaja, M., and Sotomayor, E. M. (2016).
Impact of IgVH mutational status in patients with chronic lymphocytic leukemia
with isolated good and intermidiate risk genetic aberrations. Journal of Clinical
Oncology [Abstract], 7534.

Gladstone, D. E., Swinnen, L. J., Gocke, C., Blackford, A., Griffin, C. A., and Jones,
R. J. (2010). IgVH Mutational Status Is Prognostic In 13q Deletion (del) Chronic
Lymphocytic Leukemia (CLL), Blood, 116(21), 24109.

Gao, X., Luo, Z. Xiang, T., Wang, K. Li, J, and Wang, P. (2011).
Dihydroartemisinin induces endoplasmic reticulum stress-mediated apoptosis in
HepG2 human hepatoma cells. Tumori, 97(6), 771-780.

Zhao, J., Pan, Y., Li, X., Zhang, X., Xue, Y., Wang, T., Zhao, S., and Hou, Y.
(2017). Dihydroartemisinin and curcumin synergistically induce apoptosis in SKOV3
cells via upregulation of MiR-124 targeting midkine. Cellular Physiology and
Biochemistry, 43(2), 589-601.

Wu, G. S., Lu, J. J.,, Guo, J. J., Huang, M. Q., Gan, L., Chen, X. P., and Wang, Y. T.
(2013). Synergistic anti-cancer activity of the combination of dihydroartemisinin and
doxorubicin in breast cancer cells. Pharmacological Reports, 65(2), 453-459.

Zaman, S., Wang, R., and Gandhi, V. (2014). Targeting the apoptosis pathway in
hematologic malignancies. Leukemia & lymphoma, 55(9), 1980-1992.

Hu, W., and Kavanagh, J. J. (2003). Anticancer therapy targeting the apoptotic
pathway. The Lancet Oncology, 4(12), 721-729.

Hengartner, M. O. (2000). The biochemistry of apoptosis. Nature, 407(6805), 770.

Reed, J. C. (2002). Apoptosis-based therapies. Nature Reviews Drug Discovery, 1(2),
111.

Pfeffer, C., and Singh, A. (2018). Apoptosis: a target for anticancer therapy.
International Journal of Molecular Sciences, 19(2), 448.

Gross, A., McDonnell, J. M., and Korsmeyer, S. J. (1999). BCL-2 family members
and the mitochondria in apoptosis. Genes & Development, 13(15), 1899-1911.



132

241.

242.

243.

244,

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

Kelly, P. N., and Strasser, A. (2011). The role of Bcl-2 and its pro-survival relatives
in tumourigenesis and cancer therapy. Cell Death And Differentiation, 18(9), 1414.

Bommer, U. A. (2017). The Translational Controlled Tumour Protein TCTP:
Biological Functions and Regulation. In A. Telerman, Amson, R. (Ed.), TCTP/tptl -
Remodeling Signaling from Stem Cell to Disease (pp. 69-126). Springer.

Hou, J.,, Wang, D., Zhang, R., and Wang, H. (2008). Experimental therapy of
hepatoma with artemisinin and its derivatives: in vitro and in vivo activity,
chemosensitization, and mechanisms of action. Clinical Cancer Research, 14(17),
5519-5530.

Du, X. X,, Li, Y. J.,, Wu, C. L., Zhou, J. H., Han, Y., Sui, H., Weli, X. L., Liu, L.,
Huang, P., Yuan, H. H., Zhang, T. T., Zhang, W. J., Xie, R., Lang, X. H., Jia, D. X.,
and Bai, Y. X. (2013). Initiation of apoptosis, cell cycle arrest and autophagy of
esophageal cancer cells by dihydroartemisinin. Biomedicine and Pharmacotherapy,
67(5), 417-424.

Zhao, X., Zhong, H., Wang, R., Liu, D., Waxman, S., Zhao, L., and Jing, Y. (2015).
Dihydroartemisinin and its derivative induce apoptosis in acute myeloid leukemia
through Noxa-mediated pathway requiring iron and endoperoxide moiety.
Oncotarget, 6(8), 5582-5596.

Chen, J., Zhang, L., and Hao, M. (2018). Effect of artemisinin on proliferation and
apoptosis-related protein expression in vivo and in vitro. Saudi Journal of Biological
Sciences, 25(7), 1488-1493.

Chen, H., Sun, B., Pan, S., Jiang, H., and Sun, X. (2009). Dihydroartemisinin inhibits
growth of pancreatic cancer cells in vitro and in vivo. Anticancer Drugs, 20(2), 131-
40.

Portier, B. P., and Taglialatela, G. (2006). Bcl-2 localized at the nuclear compartment
induces apoptosis after transient overexpression. Journal of Biological Chemistry,
281(52), 40493-40502.

Vucicevic, K., Jakovljevic, V., Colovic, N., Tosic, N., Kostic, T., Glumac, I.,
Pavlovic, S., Karan-Djurasevic, T., and Colovic, M. (2016). Association of bax
expression and bcl2/bax ratio with clinical and molecular prognostic markers in
chronic lymphocytic leukemia. Journal of Medical Biochemistry, 35(2), 150-157.

Liu, Z., Ding, Y., Ye, N., Wild, C., Chen, H., and Zhou, J. (2016). Direct activation
of Bax protein for cancer therapy. Medicinal Research Reviews, 36(2), 313-341.

Bommer, U.-A., Vine, K. L., Puri, P., Engel, M., Belfiore, L., Fildes, K., Batterham,
M., Lochhead, A., and Aghmesheh, M. (2017). Translationally controlled tumour
protein TCTP is induced early in human colorectal tumours and contributes to the
resistance of HCT116 colon cancer cells to 5-FU and oxaliplatin. Cell
Communication and Signaling, 15(1), 9.



252.

253.

254,

133

Liu, L. K., Wu, H. F.,, Guo, Z. R., Chen, X. J,, Yang, D., Shu, Y. Q., and Zhang, J. N.
(2014). Targeted efficacy of dihydroartemisinin for translationally controlled protein
expression in a lung cancer model. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention,
15(6), 2511-2515.

Faria, J. R. d., Yamamoto, M., Faria, R. M. D. d., Kerbauy, J., and Oliveira, J. S. R.
d. (2006). Fludarabine induces apoptosis in chronic lymphocytic leukemia-the role of
P53, Bcl-2, Bax, Mcl-1, and Bag-1 proteins. Brazilian journal of medical and
biological research, 39(3), 327-333.

Kitada, S., Andersen, J., Akar, S., Zapata, J. M., Takayama, S., Krajewski, S., Wang,
H.-G., Zhang, X., Bullrich, F., and Croce, C. M. (1998). Expression of apoptosis-
regulating proteins in chronic lymphocytic leukemia: correlations with in vitro and in
vivo chemoresponses. Blood, 91(9), 3379-3389.



134



135

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Soyadi, ad1 : GOKCEN Sanem
Uyrugu - T.C.
Dogum tarihi ve yeri :18.04.1980 / ANKARA
Medeni hali : Bekar
Telefon : +90 530 456 17 85
e-mail : sanemgokcen @hotmail.com
Egitim Derecesi  Egitim Birimi Mezuniyet Tarihi
Doktora Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii /

Immiinoloji Anabilim Dali Devam ediyor

Yuksek Lisans Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii /

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali 2005
Lisans Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi /
Tibbi Biyolojik Bilimler Bolimi 2002
Is Deneyimi
Yl Yer Gorev
2009-devam ediyor Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi / Ogretim Gorevlisi
Eriskin Hematoloji BD /

Molekiiler Hematoloji Laboratuvari
Yayinlar
A. Uluslararasi hakemli dergilerde yayimlanan makaleler:

Berke, M.i., Yegin, Z.A., Gokgen, S., Ozkurt, Z.N. ve Yagci, M. (2019) Prognostic
Significance of Serum BAFF, APRIL, TACI and BCMA Levels in Chronic
Lymphocytic Leukemia. Indian Journal of Hematology and Blood Transfusion,
35(2), 265-271.

Silan, C., Uzun, O., Comunoglu, N.U., Gokgen, S., Bedirhan, S. ve Cengiz, M. (2007).
Gentamicin induced nephrotoxicity in rats ameliorated and healing effects of
resveratrol. Biological and Pharmaceutical Bulletin, 30(1), 79-83.

Yegin, Z.A, Pepeler, M.S., Kayhan, H., Kosebiyikoglu, H., Gokcen, S. Kaynar, L.A. ve
Yagci, M. (2019) Cytoplasmic Nucleolin Expression in Chronic Lymphocytic
Leukemia. International Journal of Hematology and Oncology, 29(1), 261-264.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30988562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30988562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30988562

136

B. Uluslararas1 bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda basilan
bildiriler:

Berke, M.I., Yegin, Z.A., Gokgen, S., Ozkurt, Z.N. ve Yagci, M. (2017) Prognostic
Significance of Serum BAFF, APRIL, TACI and BCMA Levels in Chronic
Lymphocytic  Leukemia. 22nd  Congress of  the European  Hematology
Association Madrid, Spain, June 22-25, 2017. Haematologica.

C. Ulusal hakemli dergilerde yayimlanan makaleler:

Gokcen S., Cengiz, M. ve Ozaydmn, A. (2013) Tip 2 Diyabetli Hastalarda Serum
Paraoksonaz Diizeyleri ve PON1(192) Polimorfizmi. Gazi Medical Journal, 24(3),
70-73.

D. Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda basilan bildiriler:

Canseven, A.G., Esmekaya, M.A., Gokgen S., Yagci, M. ve Seyhan, N. (2012/25-28
Eylul). 24. Ulusal Biyofizik Kongresi, "UV-B Radyasyon Uygulamasimin Insan Kan
Lenfositlerinde Hiicre Canliligi Uzerindeki Etkisi", Marmara Universitesi Tip
Fakultesi.

Cakmak, G., Kayhan, H., Gokgen, S., Ozkurt, Z.N., Yegin, Z.A., Haznedar, R. ve Yagci,
AM. (2017/1-4 Kasim.). “Esansiyel Trombositoz ve Primer Myelofibrozisli
Hastalarda Kalretikiilin Mutasyonu ve Kemik Iligi Fibrozisi Iliskisi”. 43. Ulusal
Hematoloji Kongresi, Antalya.

Gokeen, S. ve Cengiz, M. (2005/24-27 Kasim). IX. Ulusal Tibbi Biyoloji Kongresi, “Tip 2
Diabetli Hastalarda Serum Paraoksonaz Dizeyleri ve PON1(192) Polimorfizmi”,
Manisa Anemon Hotel.

Kayhan, H., Yagci, M., Sunguroglu, A., Gokgen, S., Kizilkaya, C. 23. Ulusal Immiinoloji
Kongresi, (2015/26-30 Nisan). “Kronik Lenfositik Losemide TCTP/HRF ve MCL-1
Ifadelenmesi”, Titanic Lara Hotel, Antalya.

Ozkurt, Z.N., Gokgen S., Pepeler, S., Kaya, A., Yegin, Z.A. Kayhan, H., Yagci, M. 24.
Ulusal Immiinoloji Kongresi, (2017/ 27-30 Nisan). “Akut promyelositik 16semi
(AML-M3)’de NPM1 ve FLT3 gen mutasyonlarimn sikligi”, Istanbul Universitesi
Kongre ve Kiltir Merkezi.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30988562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30988562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30988562

Wt &

) () (&)

GAZILT OLMAK AYRICALIKTIR, ..






	ÖZET
	ABSTRACT
	TEŞEKKÜR
	İÇİNDEKİLER
	ÇİZELGELERİN LİSTESİ
	ŞEKİLLERİN LİSTESİ
	RESİMLERİN LİSTESİ
	SİMGELER VE KISALTMALAR
	1. GİRİŞ
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1. B Lenfositler ve Gelişim Süreci
	2.2. B Hücrelerinin Gelişim Aşamaları
	2.2.1. Pro-B evresi
	2.2.2. Pre-B evresi
	2.2.3. İmmatür B hücreleri
	2.2.4. Matür B hücreleri

	2.3. Apoptoz
	2.3.1. İntrinsik apoptoz yolağı
	2.3.2. Ekstrinsik apoptoz yolağı

	2.4. KLL
	2.4.1. Sıklık
	2.4.2. Tanı
	2.4.3. Klinik seyir ve prognostik faktörler
	2.4.4. Evreleme
	2.4.5. KLL için apoptoz temelli stratejiler

	2.5. Dihidroartemisinin
	2.6. Fludarabin

	3. GEREÇ VE YÖNTEMLER
	3.1. Araç ve Gereçler
	3.1.1. PGA-1 hücre serisi
	3.1.2. CII hücre serisi
	3.1.3. MEC-1 hücre serisi
	3.1.4. Kullanılan cihazlar
	3.1.5. Kullanılan sarflar
	3.1.6. Kullanılan kitler
	3.1.7. Kullanılan kimyasal malzemeler

	3.2. Yöntemler
	3.2.1. Kanser hücre serilerinin kültürü
	3.2.2. 10 mM stok DHA ve FLU çözeltilerinin hazırlanması
	3.2.3. DHA, FLU ve DHA+FLU uygulanan PGA-1, CII ve MEC-1 hücrelerinde etkin dozun XTT yöntemi ile belirlenmesi
	3.2.4. Hücre kültüründen total RNA’nın elde edilmesi
	3.2.5. Komplementer DNA (cDNA) sentezi
	3.2.6. Gen ifadesinin Real-Time PCR ile belirlenmesi
	3.2.7. TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 ve ABL1 genleri için Real-Time PCR tepkime karışımı
	3.2.8. Light Cycler (LC) deney programi
	3.2.9. Apoptoz tespiti : Anneksin V-FITC/PI yöntemi


	PGA-1, CII ve MEC-1 KLL hücre serilerine DHA ve FLU ayrı ayrı, DHA+FLU’nun birlikte uygulanmasının apoptoz üzerine etkileri Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (eBioscience™, ABD) kullanılarak, akım sitometride tespit edildi.
	3.2.10. Akım sitometri ile TCTP, Mcl-1, Bcl-2, Bax, aktif Kaspaz-3 düzeylerinin belirlenmesi
	3.3. İstatistik analizler

	4. BULGULAR
	4.1. İnsan Kronik Lenfositik Lösemi Hücre Serileri
	4.1.1. İnsan kronik lenfositik lösemi hücre serilerinin çoğaltılması

	4.2. Deney Grupları
	4.3. DHA ve FLU’nun İnsan Kronik Lenfositik Lösemi Hücrelerinin Canlılığı Üzerine Etkileri
	4.3.1. DHA ve FLU’nun PGA-1 hücrelerinin canlılığı üzerine etkileri
	4.3.2. DHA ve FLU’nun CII hücrelerinin canlılığı üzerine etkileri
	4.3.3. DHA ve FLU’nun MEC-1 hücrelerinin canlılığı üzerine etkileri

	4.4. DHA, FLU ve DHA+FLU’nun IC50 Değerlerinin Belirlenmesi
	4.4.1. PGA-1 hücrelerine uygulanan DHA, FLU ve DHA+FLU’nun IC50 değerlerinin belirlenmesi
	4.4.2. CII hücrelerine uygulanan DHA, FLU ve DHA+FLU’nun IC50 değerlerinin belirlenmesi
	4.4.3. MEC-1 hücrelerine uygulanan DHA, FLU ve DHA+FLU’nun IC50 değerlerinin belirlenmesi

	4.5. Gen İfade Düzeylerinin Kantitatif Değerlendirmesi
	4.6. Gen İfade Düzeylerinin Karşılaştırması
	4.6.1. PGA-1 hücrelerinde gen ifade düzeylerinin karşılaştırılması
	4.6.2. CII hücrelerinde gen ifade düzylerinin karşılaştırılması
	4.6.3. MEC-1 hücrelerinde gen ifade düzylerinin karşılaştırılması

	4.7.  Akım sitometri ile Apoptoz Tayini
	4.7.1. PGA-1 hücrelerinde akım sitometri ile apoptoz tayini
	4.7.2. CII hücrelerinde akım sitometri ile apoptoz tayini
	4.7.3. MEC-1 hücrelerinde akım sitometri ile apoptoz tayini

	4.8. Akım Sitometri ile Protein İfade Düzeylerinin Karşılaştırılması
	4.8.1. PGA-1 hücrelerinde akım sitometri ile protein ifade düzeylerinin karşılaştırılması
	4.8.2. CII hücrelerinde akım sitometri ile protein ifade düzeylerinin karşılaştırılması
	4.8.3. MEC-1 hücrelerinde akım sitometri ile protein ifade düzeylerinin karşılaştırılması


	5. TARTIŞMA
	6. SONUÇ VE ÖNERİLER
	KAYNAKLAR
	ÖZGEÇMİŞ

