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ONSOz
Akut Miyeloid Losemi (AML), periferik kan, kemik iligi, dalak ve karacigerde blast adi verilen
olgunlasmamis miyeloid hicrelerin birikmesiyle karakterize edilen ve sonunda hematopoietik
maligniteye yol agan bir hastaliktir. Genetik anormalliklerin yani sira PI3BK/AKT/mTOR, Wnt,
Notch, STAT3, Hedgehog gibi dnemli hicresel yolaklarin AML hiicrelerinde deregule oldugu
ve bircok kanserin patogenezinde rol oynadidi bildirilmigtir. PI3K/AKT/mTOR yolunun, meme
kanseri, kolorektal kanser ve hematolojik maligniteler gibi hemen hemen tim kanserlerde
anormal oldugu bulunmustur ve bu yolun anormal aktivasyonu, artan hticre déngusu, hicre
proliferasyonu dahil olmak Uzere kanserin birgok yonde katkida bulunur. Histon deasetilaz
(HDAC), kromatin yeniden sekillenmesi ve gen ekspresyonu igin onemli bir epigenetik
dizenleyicidir. Bu nedenle, kanser hicrelerinde HDAC'lerin iglevindeki herhangi bir
dizensizlik, hiicre farkhlagsmasi, anjiyogenez, apoptoz ve hicre proliferasyonu gibi dnemli
hicresel olaylarin dizenlenmesinde yer alan genlerin baskilanmasina yol acabilir. Bu
calismada, iki farkli AML htcre hatti kullanarak PI3K/AKT/mTOR yolu modulasyonu ve HDAC
enzim inhibisyonunun hicre canhligi, hiicre déngisu ve hucre 6lim mekanizmasi tUzerindeki
etkisini arastirmayr amaclanmistir. Ne yazik ki, AML igin tedavi segcenekleri oldukga sinirlidir.
Bu nedenle AML'ye karsi yeni terapi seceneklerinin arastirimasi gerekmektedir. Son
zamanlarda, histon deasetilaz inhibitorleri ilgi ¢cekici antikanser ajanlari olarak sunulmusgtur.
Bununla birlikte, AML’deki etki bigimleri hala tam olarak anlasilamamigtir.
Bu proje ile histon deasetilaz enzimlerinin AML baglaminda PTEN/PI3K/AKT/mTOR otofajik
yolu tzerindeki etkisininin ilk kez arastiriimistir. HDAC enzimlerinin hem AML hem de farkli
kanserler Uzerindeki etkileri ve AML'nin patogenezinde bir¢ok epigenetik mekanizmanin rol
oynadigi disunildigunde, HDAC inhibisyonu AML igin énemli ve yiksek potansiyeli olan bir
hedeftir. Bu nedenle PIBK/AKT/mTOR yolagdi ve HDAC'lerin farkh alt gruplarda inhibisyonunun
arastiriimasi, AML'nin patogenezine yol acan mekanizmalar hakkinda fikir verebilir. Sonug¢
olarak, PI3BK/AKT/mTOR ve HDAC'nin bu inhibisyonunun, AML'nin ortadan kaldinimasiyla
sonuclanan daha spesifik bir kombinasyon hedefli tedaviye yol agacadi umulmaktadir.
Proje 6nerisi TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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AML'de hassas tibbin gelisen manzarasi ve gesitli hassas tedavi
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Histon deasetilazlarin (HDAC'ler) dahil oldugu kanser hicresi
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ilag kombinasyonunun CMK hiicrelerinde hiicre dlimi Gzerine olan
etkisi.
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LY294002 ve PCI34051 (A), SAHA (B), Tubastatin A (C)
kombinasyon uygulamasinin CMK hicrelerinde 48 saat boyunca
LC3B I/l proteininin ifadesi Gzerindeki etkisi.

LY294002 ve PCI34051 (A), SAHA (B), Tubastatin A (C)
kombinasyon uygulamasinin MOLM-13 hicrelerinde 48 saat
boyunca LC3B I/l proteininin ifadesi Uzerindeki etkisi.

MOLM-13 ve CMK hicrelerinin yumusak agar koloni olusumu
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OZET

Akut Miyeloid Losemi (AML), periferik kan, kemik iligi, dalak ve karacigerde blast adi verilen
olgunlasmamis miyeloid hiucrelerin birikmesiyle karakterize edilen ve sonunda hematopoietik
maligniteye yol agan bir hastaliktir. Genetik anormalliklerin yani sira PI3BK/AKT/mTOR, Wnt,
Notch, STAT3, Hedgehog gibi 6nemli hicresel yolaklarin AML patogenezinde rol oynadigi
bildirilmigtir. Histon deasetilaz (HDAC) inhibitérleri, AML igin umut verici antikanser aktiviteye
sahiptir. Calismada, PI3K/AKT/mTOR yolunun inhibisyonunun ve HDAC inhibisyonunun farkli
AML alt gruplarinin htcre hatlari olan MOLM-13 ve CMK hicre hatlarn kullanilarak bu
hastaligin altinda yatan molekuler mekanizma Gzerindeki etkisinin arastiriimasi amacglamistir.
Bu amagla PI3K inhibitdrti LY294002 ve HDAC inhibitorleri (SAHA, PCI-3501 ve Tubastatin A)
ve bunlarin kombinasyonlarinin etkisi incelenmistir. Hucre proliferasyonu MTT hicre
sitotoksisite testi ile apoptoz oranlari ise Annexin-V/PI ¢ift boyama ydntemi ile belirlenmis,
ilaglarin hiicre dongusune olan etkileri de Pl boyamasi ile belirlenmigtir. Otofaji belirteci olan
LC3B protein seviyesi molekiler dizeyde western blot ile dogrulanmigtir.

Kullanilan inhibitérler her iki hicre hatti Gzerinde digik mikromolar konsantrasyonda hiicre
canlihgini azaltmistir. Sonuglar LY294002+SAHA kombinasyon tedavisinin MOLM-13
hicrelerinde hucre proliferasyonunu %50, CMK hucrelerinde ise %25 azalma gdsterdigi
belirlenmistir. LY294002+Tubastatin A tedavisi, MOLM-13 ve CMK hicrelerinde hicre
proliferasyonunu sirasiyla %65 ve %40 oraninda azalttigini gostermistir. Sonuglarimiz,
LY294002 ve HDAC inhibitér kombinasyonlarinin kontrol hucrelerine kiyasla MOLM-13
hicrelerinde G1 fazi tutuklanmasiyla sonuglandigini gésterdi. Ote yandan, LY294002+SAHA,
LY294002+PCI-3501 ve LY294002+Tubastatin A kombinasyonlari ile tedavi edilen CMK
hicreleri, sirasiyla G2/M, G2/M ve G1 fazinda tutuklanmigtir. Kombinasyonlarin apoptotik
hicre 6lumud Gzerine etkisine bakilmig, LC3BIl/I protein ifade dizeyi kombinasyon tedavisi
sonucunda incelenmistir.

HDAC enzimlerinin hem AML hem de farkli kanserler tzerindeki etkileri distnuldiginde,
HDAC inhibisyonu AML icin 6nemli ve yuksek potansiyelli bir hedeftir. Bu nedenle
PI3K/AKT/mTOR vyolagi ve HDAC'lerin farkli alt gruplarda inhibisyonunun arastiriimasi,
AML'nin patogenezine yol agan mekanizmalar hakkinda fikir verebilir. Sonug¢ olarak,
PIBK/AKT/mTOR ve HDAC'nin bu inhibisyonunun, AML'nin ortadan kaldiriimasiyla
sonuclanan daha spesifik bir kombinasyon hedefli tedaviye yol agacadi umulmaktadir.

Anahtar kelimeler: AML, histon deasetilaz inhibitérleri, PTEN/PIBK/AKT/mTOR, otofaji,

kombinasyon
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ABSTRACT

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a disease characterized by the accumulation of immature
myeloid cells called blasts in the peripheral blood, bone marrow, spleen, and liver, eventually
leading to hematopoietic malignancy. In addition to genetic abnormalities, important cellular
pathways such as PI3K/AKT/mTOR, Wnt, Notch, STAT3, Hedgehog have been reported to
play a role in the pathogenesis of AML. Histone deacetylase (HDAC) inhibitors have promising
anticancer activity for AML. In this study, it was aimed to investigate the effect of inhibition of
the PIBK/AKT/mTOR pathway and HDAC inhibition on the molecular mechanism underlying
this disease using cell lines of different AML subgroups, MOLM-13 and CMK cell lines. For this
purpose, the effects of PI3K inhibitor LY294002 and HDAC inhibitors (SAHA, PCI-3501 and
Tubastatin A) and their combinations were investigated. Cell proliferation was determined by
MTT cell cytotoxicity test and apoptosis rates were determined by Annexin-V/Pl double
staining method, and the effects of drugs on the cell cycle were determined by Pl staining. The
level of LC3B protein, a marker of autophagy, was confirmed at the molecular level by western
blot.

The inhibitors used decreased cell viability at low micromolar concentrations on both cell lines.
It was determined that the LY294002+SAHA combination treatment showed a 50% reduction
in cell proliferation in MOLM-13 cells and a 25% decrease in CMK cells. LY294002+Tubastatin
A treatment has been shown to reduce cell proliferation in MOLM-13 and CMK cells by 65%
and 40%, respectively. Our results showed that combinations of LY294002 and HDAC inhibitor
resulted in GO/G1 phase arrest in MOLM-13 cells compared to control cells. On the other hand,
CMK cells treated with combinations of LY294002+SAHA, LY294002+PCI-3501 and
LY294002+Tubastatin A were arrested in G2/M, G2/M and GO/G1 phase, respectively. The
effect of the combinations on apoptotic cell death was investigated. LC3B protein expression
level was checked as a result of combination therapy.

Considering the effects of HDAC enzymes on both AML and different cancers, HDAC inhibition
is an important and high-potential target for AML. Therefore, investigation of the
PIBK/AKT/mTOR pathway and inhibition of HDACs in different subgroups may provide insight
into the mechanisms leading to the pathogenesis of AML. Consequently, it is hoped that this
inhibition of PIBK/AKT/mTOR and HDAC will lead to a more specific combination of targeted
therapy that results in the abolition of AML.

Keywords: AML, Histone deacetylase inhibitors, PTEN/PI3K/AKT/mTOR, autophagy,
combination

vi
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1. GIRIS ve LITERATUR OZETI

1.1 Akut myeloid I6semi

Akut Miyeloid Lésemi (AML), periferik kan, kemik iligi, dalak ve karacigerde, blast adi verilen
olgunlasmamis miyeloid hucrelerin birikimi ile karakterize olan ve sonunda hematopoietik
maligniteye yol agan bir hastaliktir (Lima vd.,2016; Yamamoto vd.,2015; Déhner vd., 2015).
Kromozomal anormallikler, genetik bozukluklar ve abnormal sinyal yolaklarr AML
patogenezinde rol oynayabilir, bu durum AML'yi olduk¢a karmasik ve kompleks bir hastalik

haline getirir (Lima vd., 2016; Kihara vd., 2014; Déhner vd., 2015; Heidel vd.,2015; Kumar
vd., 2011).
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Sekil 1.1 Normal ve I6semik hematopoez (Khwaja vd., 2016)

AML her yasta gorulebilir ancak 6zellikle 65-74 yas arasinda goérulme sikhidr yuksek oldugu
icin yetiskin 16semi turl olarak bilinir ve akut I6semilerin yaklasik %80’ini olusturur (Thein vd.,
2013; Ocias vd.,2016; Shallis vd., 2019). AML simdiye kadar Ug¢ farkli kategoriye gore
siniflandinimistir: Diinya Saglik Orgiti (DSO), Fransiz-Amerikan-ingiliz siniflandirma sistemi
(FAB), European LeukemiaNet (ELN). Baslangicta AML siniflandirmasi, AML'yi hicresel

farkhlagsma Ozellikleri ve sitogenetige bagh olarak farkli morfolojik gruplara ayiran Fransiz-
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Amerikan-ingiliz siniflandirma sistemine (FAB-M0-M7) gore yapiimistir (Bennett vd, 1976).
Daha sonra 2002 yilinda AML, Diinya Saglik Orgiiti (DSO) tarafindan morfoloji, sitogenetik ve
immunofenotiplemeye dayali olarak farkh alt tiplere yeniden siniflandinimistir (Vardiman vd.
2002). WHO, AML'yi Tekrarlayan genetik anomalilerle iligkili AML, Myelodisplazi ile iligkili
degisikliklerle giden AML, Terapi ile iligkili AML, AML, Siniflandirlamayan grup, Myeloid
Sarkom, Down Sendromu ile iligkili Myeloid proliferasyonlar ve Blastik plazmositoid dendritik
hicre neoplazileri olmak Uzere alti ana gruba ayirmistir (Arber vd, 2016). Ayrica, WHO
siniflandirmasi, AML tanisi icin gerekli olan l6semik patlama oranini %30'dan (FAB
siniflandirmasina gore) %20'ye dusurmugstir. FAB ve WHO siniflandirmasina ek olarak,
European LeukemiaNet (ELN), 2010 yilinda AML igin yeni bir siniflandirma énermistir (Déhner
vd., 2017). ELN, siniflandirmayi "Hastayla iligkili faktorler" ve "AML ile iligkili faktorler" gibi
prognostik faktorlere dayali olarak dnermistir ve AML, klinik sonug ile genetik anormallikler
arasinda bir korelasyon gostermek igin ELN tarafindan Olumlu, Orta-l, Orta-ll ve Olumsuz
prognoz olarak doért kategoriye ayrilmistir (Déhner vd., 2017). Yeni gelistirilen sekanslama
teknolojilerinin kullanilmasi, son zamanlarda AML'nin patogenezi hakkindaki bilgilerimizi
oldukga genisletmigtir ve hastaligin molekuler, genetik ve epigenetik degisikliklere bagl olarak
farkh risk gruplarina siniflandiriimasina izin vermistir (Gbadamosi vd., 2018; Liersch, Déhner
vd., 2015). Bu nedenle, genetik anormallikler, hastalari farkh risk gruplarina ayirmak igin
doktorlarin baktigi ilk prognostik faktordir. Bu genetik anormalliklerden bazilari, FMS-benzeri
tirozin kinaz reseptérii (FLT3), Tet Metilsitozin Dioksijenaz 2 (TET2), izositrat Dehidrogenaz
(IDH), Varsayilan Polycomb Grubu Proteini (ASXL1), Nukleofosmin 1 (NPM1), CCAAT /
Arttinci Baglayici Protein a (CEBPA) gibi genlerde gelen farkli tip mutasyonlan igerir
(Gbadamosi vd., 2018; Liersch, Déhner vd., 2015; Déhner vd., 2017) (Tablo 1). Bu sapmalarin
Onemini vurgulamak icin WHO, RUNX1, NPM1 CEBPA genlerinde mutasyonu barindiran AML
alt gruplarini karakterize etmek ve siniflandirmak i¢in "tekrarlayan genetik anormallikler ile
iliskili AML" adli bir grup eklemistir (Arber vd, 2016). FLT3 bir tir reseptor tirozin kinazdir ve
kdk hicre farklilagsmasi ve ¢ogalmasi gibi 6nemli hlcresel olaylarda rol alir (Kottaridis vd.,
2003; McKenna vd., 2000, Perl vd., 2017). Fakat bu gende meydana gelen iki ana mutasyon,
Jukstamembran alaninda Internal Tandem Duplikasyonu (ITD) ve Tirozin Kinaz Domaini (TKD)
nokta mutasyonu AML fenotipi ile sonuglanir (Grunwald vd. 2013; Pratz vd., 2017; Whitman
vd., 2001; Abu-Duhier vd. 2001). AML icin diger 6nemli molekiler marker olan NPM1 geni,
genomik stabilite, hiicre dongusu ve apoptoz ile iligkilidir. Bu nedenle, NPM1'de exon 12'de
meydana gelen bir mutasyon, ¢ekirdek yerine sitoplazmada anormal protein ekspresyonuna
neden olur ve apoptozun dizenlenmesi yoluyla AML hicresinin hayatta kalmasini tegvik eder
(Rau vd., 2009; Sportoletti vd., 2011; Falini vd., 2007). Akut miyeloid I6semi 1 proteini (AML1)



olarak da bilinen bir transkripsiyon faktori olan RUNX1, hematopoietik hicreler tarafindan

yaygin olarak eksprese edilir ve hematopoietik farkhlagsma igin gereklidir (Gaidzik vd., 2016).
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Tablo 1.1 AML'deki genetik degisiklikler fonksiyonel gruplandiriimasi (Kjwaha vd., 2016)

Fonksiyonel gruplar

AML’de mutasyona ugramig

genler

AML hastalarinda goriilme
sikhigi (%)

Sinyal yolaklar

FLT3,KIT,KRAS, NRAS and

SMC3

serine/threonine kinases 2
DNA metilasyonu DNMT3A, TET2, IDH1 and IDH2 44
. - MLL (KMT2A)
K f I
romatin modifiye edenler | ¢ onlan, ASXL7 andEzH2 | °C
Niikleofosmin NPMT 27
Miyeloid transkripsiyon RUNX1 and CEBPA 22
faktorleri
- u o PML-RARA, MYH11-
Transkripsiyon faktérleri CBEB and RUNX1—-RUNX1T1 18
Tumor baskilayicilar TP53, WT1 and PHF6 16
Spliceosome kompleks SRSF2 and U2AF1 14
Kohesin kompleks STAG2, RAD21, SMC1 and 13
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Ozellikle, AML1 ve ETO genlerini iceren ve AML vakalarinin yaklasik %10'unda meydana
gelen AML1-ETO fizyon proteininin ekspresyonuna yol acan t (8; 21) translokasyonu
hastalarda kétu bir prognoza sahiptir (Kumar vd. 2011). AML ye neden olan diger dnemli bir
mutasyon, MLL MLLT3-flzyon proteini ile sonuglanan t(9; 11) (p22; g23) translokasyonudur
(Mrézek vd., 1997). Dahasi, genetik mutasyonlar AML'yi aralarinda akut megakaryoblastik
I6semi (AMKL) olan farkh alt gruplara siniflandirir (Thiollier vd., 2012). AMKL, genetik
anormalliklere bagh olarak down sendromu (DS) -AMKL ve DS-AMKL olmayan olarak ikiye
ayrilir. DS-AMKL'nin 6zelligi, GATA 1 (GATA baglayici protein 1 (globin transkripsiyon faktora
1)) mutasyonlari ile iligkili trizomi 21 iken, DS-AMKL olmayan t (1; 22) (p13; q13) kromozomal
translokasyonu ile karakterize edilir. (Thiollier vd., 2012). AML'nin diger bir alt tipi akut
promiyelositik 16semidir (APL) (Wang vd., 2015; Tallman vd. 1997). APL'nin klinik 6zelligi, t
(15; 17) (924; 921) kromozomal translokasyondan kaynaklanan Promiyelositik I6semi proteini-
Retinoik Asit Reseptorl, Alfa (PML-RARA) flzyon proteinidir (Wang vd., 2015; Tallman vd.,
1997).

1.1.1 Akut myeloid I6semini molekiler patogenezi

Genetik anormalliklere ek olarak, PI3K / AKT / mTOR, Wnt, Notch, STAT3, Hedgehog gibi
o6nemli hiicresel yolaklarin da AML hiicrelerinde bozuldugu ve AML de dahil olmak Gizere birgok
kanserin patogenezinde rol oynadidi rapor edilmistir (Tohda vd., 2014; Staal vd, 2016; Yu vd.,
2016; Kubota vd. 2004; Liang vd. 2017; Arberger vd., 2017; Heidel vd.,2015). Bu yollardan biri,
hicre buyumesi ve ¢ogalmasi, hucre sag kalimi, hucre metabolizmasi ve anjiyogenezi
dizenleyen en o6nemli hicre ic¢i yollardan biri olan Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/AKT/
Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR) sinyal yolagidir (Yu vd., 2016; Kubota
vd. 2004; Liang vd. 2017; Arberger vd., 2017; Heidel vd.,2015). PI3K / AKT / mTOR yolagi,
meme kanseri, kolorektal kanser ve hematolojik maligniteler gibi hemen hemen tim
kanserlerde anormal oldugu bulunmustur ve bu yolagin anormal aktivasyonu, artan hiicre
dénglsu, hicre cogalmasi, hicre metabolizmasi ve hiicre sag kalimi da dahil olmak Gzere

kanserin cogu 6zelligine katkida bulunur (Yang vd., 2019).
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Reseptor Tirozin Kinaz'lerin (RTK) buyume faktérleri tarafindan uyariimasiyla, PI3K'in bir alt
birimi olan p85, Platelet Kdkenli Blylime Faktori (PDGF) reseptdrl gibi aktive edilmis
reseptorler Gzerindeki fosfotirozin motifleri ile etkilesimi yoluyla veya bu reseptdrlerle baglantili
insiilin Reseptorii Substrati 1 (IRS1) gibi adaptér proteinler tizerinde, plazma membranina
alinir. PI3K, fosfatidilinozitol-4,5-bifosfati (PIP2) fosfatidilinozitol-3,4,5-trisfosfata (PIP3)
dénusturur, bu da fosfoinositide bagimli kinaz (PDK) -1 ve serin-treonin kinaz AKT gibi
proteinler icin baglanma bdlgesi olusturur. Akive edilen AKT, AKT substrati 1 (AKT1S1) ve
Tuberoskleroz Kompleksi 2 (TSC2) proteinleri fosforile ederek mTORC1'i aktive edebilir.
mTOR, o6karyotik hiicre blylimesini ve metabolizmasini diizenleyen ve protein sentezinden
otofajiye kadar birgok temel hiicre strecininin merkezinde yer alan 6nemli bir proteindir (Zhang
vd., 2011).

PI3K aktivitesi, bliylime faktorl reseptorleri tarafindan dizenlenir ve bu nedenle, PI3K'nin
yukarisindaki RTK'lerde meydana gelecek herhangi bir modtlasyon, yolun sirekli aktivitesine
neden olabilir (Owusu-Brackett VD., 2019). Ayrica, PI3K / AKT / mTOR, PIK3CA, PIK3R1,
PTEN, AKT, TSC1, TSC2, LKB1, mTOR gibi onkojenler veya timar baskilayici genleri igeren
cesitli genomik degisiklikler dahil olmak tzere birden fazla mekanizma yoluyla anormal sekilde
aktive edilebilir (Janku vd., 2011; Hyman vd., 2017; Grabiner vd., 2014; Krueger vd., 2010).
PI3K / AKT / mTOR yolagi metastaz, hicre buylimesi, anjiogenez gibi farkli kanser iligkili
hiicresel olaylar diizenleyerek, kanserlesmeyi tesvik eder. Omegin, PI3K yolunun, pro-
anjiyojenik faktorlerin asiri ekspresyonu ya da anti-anjiyojenik faktorlerin inhibisyonu
aracihigiyla anjiyogenezi tesvik ettigi bulunmustur (Jiang vd.,2009). Dahasi, PI3K yolu, gesitli
mekanizmalar araciligiyla tumér metastazini destekler (Jiang vd.,2009). Ayrica, PI3K / AKT /
mTOR sinyal yolagi, pro-apoptotik faktorleri inhibe ederek ve S fazi ile iligkili genlerinin
transkripsiyonunu artirarak kanserde hiicre déngisinu tesvik ettigi rapor edilmistir (Dey vd.,
2016).
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Sekil 1.2 AML'de hassas tibbin gelisen manzarasi ve cesitli hassas tedavi konseptlerinin klinik
gelisimine iligkin bir bakis agisi saglar (Déhner vd., 2021).
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PI3K / AKT / mTOR yolaginin kanser gelisiminde ve patogenezindeki roli dusunuldigunde,
kanser tedavisinde potansiyel bir terapétik yon olarak bu yolu hedeflemek olduk¢a énemlidir.
Birgok calismada, PI3K inhibisyonunun hem hiicresel ¢cogalmayi azalarak hem de hicresel
Olumine neden olarak kanser gelisimini engelledigi rapor edilmistir (Aziz vd., 2010; Martinelli
vd.,2013; Zhang vd., 2011). PI3K delta-spesifik inhibitor idelalisib, Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ilk PI3K inhibitdrii olup saglkli hiicrelerin
normal iglevi i¢in gerekli olan PI3K sinyalini inhibe etmeden birgcok kanser icin terapdétik etkilere
sahip oldugu gosterilmistir (Markham, 2014). Wortmannin ve LY294002, cesitli timor
hdcrelerinde PI3K yolaginin inhibisyonu igin kullanilan en iyi karakterize edilmis PI3K
inhibitérleridir (Martelli vd.,2009). Tamoksifen ve PI3K'nin ATP baglanma bdlgesinin yarigsmali
ve geri donlgumll bir inhibitdérd olan LY294002'nin kombinasyonu, gégus Kanseri MCF-7
hdcrelerinde sinerjik etki géstermis ve apoptoz aracili hiicre élimunu tesvik ederek ve hiicre
dongusunin durdurulmasina neden olmustur (Abdallah vd., 2020). Dahasi, Baicalein ve
LY294002'nin kombinasyonu, karaciger kanseri hucrelerinde hiicre proliferasyonunu inhibe
etmis ve apoptozunu indiiklemistir (He vd., 2018). Bir pan-PI3K inhibitéri olan Buparlisib, insan
timor hicre dizilerinde antiproliferatif ve apoptotik aktivite gostermis ve PIK3CA-mutant timor
ksenograftlarinda anlamli doza bagh timoér buyimesi gecikmesi veya gerilemesine neden
olmustur (Maira vd.,2012). Ayrica, Faz | galismasinda, daha 6nce endokrin tedavisi ile tedavi
edilen HR + postmenopozal MBC hastalarinda fulvestrant ile kombinasyon halinde
Buparlisib’in kombinasyon tedavisinde %58,6'lik bir klinik fayda orani elde edildigi rapor
edilmistir (Ma vd., 2016). Onkojen aktive edici mutasyonlarin, onkojen amplifikasyonunun,
RTK'lerin yukari akis aktivasyonunun veya tumoér baskilayici genlerin inaktivasyonunun
ardindan PI3K-Akt-mTOR sinyal yolunun dizensizligi, AML dahil birgok insan malignitesinde
gosterilmistir (Nepstad vd., 2020). RTK'ler veya GTPazlar gibi zara bagl proteinlerdeki
mutasyonlar, duzensiz PI3K-Akt-mTOR sinyallemesinin baslica nedenleridir ve AML
vakalarinin %55'inde gdzlenir (Kandoth vd.,2013). FLT3 araciligiyla baslatilan sinyal, AML'de
PI3K / AKT / mTOR sinyallemesinin diizensizliginin en énemli nedenlerinden biridir ve FLT3
gen mutasyonlari, yolun anormal aktivasyonuna yol agar. PI3K / AKT / mTOR yolunun surekli
aktivasyonu Akt fosforilasyonu ile sonuglanir ve AML hicrelerinin hayatta kalmasi igin
gereklidir (Watanabe vd., 2019). Ayrica, PI3K / Akt / mTOR sinyallemesinin yapisal
aktivasyonu, de novo AML vakalarinda olumlu bir prognostik faktdr olabilecegi vurgulanmistir
(Tamburini vd.,2007). Tek basina veya diger ilaglarla kombinasyon halinde kullanilan PI3K /
Akt / mTOR inhibitérlerinin, in vitro veya in vivo birgok ¢alismada hicre proliferasyonunu asagi
reglle ederek ve apoptozu indukledigi rapor edilmistir (Billottet vd., 2009; Casanova vd., 2008;
Hao vd., 2019). PI3K/ AKT / mTOR AML hicrelerindeki bu rolleri distnildiginde, 16semik
bldyimeyi engellemek igin PI3K / AKT / mTOR yolunun hedeflenmesi olduk¢ga 6nemlidir.
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Glnumizde AML tedavisinde kullanilan klinikte en yaygin tedavi yontemleri kemoterapi,
immunoterapi ve kdk hiicre naklidir. AML, farkli kromozomal anomalilerini iceren ve bozulmus
sinyal yollarin neden oldugu karmasik bir hastaliktir (Lima vd.,2016; Yamamoto vd.,2015;
Dohner vd., 2015; Heidel vd.,2015), bu nedenle geleneksel tedavi yontemleri AML ile
micadelede ¢ok basarili degildir ve bu, AML'ye karsi her zaman yeni tedavilere ihtiyag
oldugunu gdstermektedir. Normalde, AML bir genetik hastalik olarak kabul edilmistir, ancak
son zamanlarda yapilan bir dizi galisma, epigenetik degisikliklerin de AML patogenezinde rol
oynadigini gostermistir (Plass vd. 2008; Lagunas-Rangel vd. 2017; Sheng vd. 2019). Bu
epigenetik degisiklikler, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarini igerir ve kromatin
yapisinin yeniden modellenmesi ve gen ekspresyonunun dizenlenmesi gibi dnemli olaylari
duzenler. Bahsedilen epigenetik degisiklikler, DNA metiltransferazlar (DNMT'ler), histon
metiltransferazlar (HMT'ler), histon asetiltransferazlar (HAT'lar) ve histon deasetilazlar
(HDAC'ler) gibi epigenetik diizenleyici enzimler tarafindan katalize edilir (Dawson vd. 2012).
Ozelikle, asetil grubunu DNA (izerindeki histon proteinlerinden uzaklastiran ve DNA'y
transkripsiyon faktorleri icin daha az erigilebilir hale getiren enzim Histon deasetilaz (HDAC),
kromatinin yeniden sekillenmesi ve gen ekspresyonu icin dnemli bir epigenetik dizenleyicidir.
Bu nedenle, kanser hucrelerinde HDAC'lerin iglevinde meydana gelecek herhangi bir
dizensizlik, hicre farklilagmasi, anjiyogenez, apoptoz ve hiicre gogalmasi gibi 5nemli hiicresel
olaylarin dizenlenmesini iceren genlerin baskilanmasina yol acabilir (Li vd., 2016). HDAC I (
HDAC 1,2,8), HDAC Il ( HDAC 4,5,6,7,9), HDAC Il (sirtuin, SIRT) ve HDAC IV (HDAC 11)

olmak tzere dort sinifa ayriimis 18 potansiyel insan HDAC enzimi vardir (Ropero vd., 2007).
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1.2 Epigenetik regiilasyon
1.2.1 Histon deasetilaz enzimleri

Bircok kanser turinde, HDAC'lerin (sinif I, II, IV) anormal ekspresyonuna rastlanmis ve
hastaligin ilerlemesi ve kétu hasta prognozu ile iliskilendirilmistir (San vd. 2019; Li vd., 2016).
Ornegin, HDAC1 ve HDAC2'nin yiiksek oranda ifade edildigi ve mide, yumurtalik ve akciger
kanserinde metastaz ve kotu prognoz ile iligkili oldugu ortaya konulmustur (Weichert vd. 2008;
Sudo vd., 2011; Weichert vd. 2008; Osada vd., 2004). Ayrica, HDAC' lerin pro- ve antiapoptotik
proteinlerin ekspresyonunu degistirerek cesitli kanser hucrelerinde apoptozu dizenledigi
gOsterilmistir (Jung vd. 2012; Li vd., 2016). Buna ek olarak, 6zelikle kromatinin yeniden
sekillenmesinde ve DNA hasari ile ilgili proteinlerin dinamik asetilasyon dengesini korumada
kritik Gneme sahip olmasindan dolayi, HDAC'larin DNA tamir mekanizmasinda énemli rolleri
oldugu ortaya konulmustur (Li vd., 2014). DNA hasari kontroli ile iligkili olan HDAC3'Un
inaktivasyonu genomik dengesizlige neden oldugu ve karaciger hicrelerinde HDAC3'Un
delesyonun hepatoselliler karsinoma yol actigi ortaya konulmustur. (Bhaskara vd, 2010).
HDAC'ler ayrica invazyon ve metastaz gibi énemli kanser iligkili hiicresel olaylara da katilir.
HDAC1 ve HDAC2'nin E-kaderin ekspresyonunu baskiladigini ve pankreas kanserinde
metastazi destekledigi gdsterilmistir (Aghdassi vd., 2012). HDAC enzimlerinin hucre
icerisindeki bircok dnemli hiicresel ve kanser ile iliskili yolagi dizenledigi distunuldiginde, son
zamanlarda yapilan galismalarda, histon deasetilaz inhibitorleri (HDACI), potansiyel antikanser
ajanlar olarak sunulmustur (Li vd., 2016). Vorinostat (SAHA), Romidepsin, Panobinostat ve
Belinostat gibi HDAC inhibitorleri ilgili kanser tedavisi igin FDA tarafindan onaylanmis ve
klinikte birgok kanser turinun tedavisi igin kullaniimaya baslanmistir (Li vd., 2016). Ayrica, su

anda potansiyel birgok HDAC inhibitori igin klinik faz caligmalari devam etmektedir.
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Sekil 1.3 Histon deasetilazlarin (HDAC'ler) dahil oldugu kanser hiicresi biyolojisinin ayirt edici
Ozellikleri (Hontecillas-Prieto vd. 2020)

Vorinostat (SAHA), asetilasyonu tesvik eden, gen ekspresyonunu dizenleyen, tumor
hicrelerinin farklilagmasini, buyimesini durduran ve programli hiicre 6limi apoptozunu
indukleyen ilk olarak onaylanan HDAC inhibitérudar (Silva vd., 2013; Bubna, 2015).
HDAC'lerin aktif bolgesine baglanarak, sinif | ve sinif Il HDAC enzimlerini inhibe eder ve birgok
farkli kanser turlerine karsi umut verici klinik aktivite gostermistir (Silva vd., 2013; Bubna,
2015). Ayrica birgok faz galismasi, SAHA'nin apoptozu indikledigini ve timaor hicrelerinin
proliferasyonunu ve metastazi azalttigini géstermistir (Bubna, 2015; Schaefer vd. 2009). Buna
ek olarak, birgok calisma SAHA ile Cytarabine, Etoposide, decitabine gibi inhibitdrlerin
kombinasyon tedavisi, AML hiicrelerinde sinerjistik etki gdsterdigi ve hlicre proliferasyonunu
azaltarak leukemik bayimeyi engelledigi ortaya konulmustur (Kirschbaum vd. 2014, Shiozawa
vd. 2009). SAHA — Bendamustin hibrid inhibitdrin ile PARP inhibitdri BMN673 kombinasyonu,
AML'de guglu bir sinerjistik etki gostererek, in vitro apoptozu indikledigi ve in vivo fare sag
kalimini uzattigi ortaya konulmustur (Li vd., 2018). Panobinostat (LBH589), HDAC 1, 2, 3 ve
6 uzerinde baskin bir etkiye sahip olan ve kanser gelisiminde rol oynayan baska bir HDACi'dir
(Vilas-Zornoza vd. 2012; San vd., 2019). Tum HDAC'lerin fonksiyonel aktivitesini inhibe eder
ve asetillenmig histonlarin ve diger histon olmayan proteinlerin birikmesini tegvik ederek hucre
dongisl durmasi ve apoptozu indiklenmesine neden olur (San vd., 2019). Ayrica,

Panobinostat, multipl miyelom (MM) tedavisi icin FDA tarafindan onaylanmistir (Suraweera
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vd., 2018). FDA tarafindan onaylanmis kanser tedavisinde kullanilan diger dnemli bir HDACi
Belinostat (PXD101), 6zellikle HDAC1, 2, 3 ve 6 hedeflemektedir (San vd., 2019). Belinostat,
periferik T hucreli lenfoma tedavisi icin FDA tarafindan onaylanmistir (Lee vd., 2015).
Belinostat'in ve ATRA ile kombinasyonu, 6zellikle AML'nin énemli bir alt grubu olan APL
hicrelerinde, hiicre gogalmasini inhibe etmis ve apoptozu indiklemistir (Valiuliene vd., 2015).
Segici bir HDACS6 inhibitérl olan Tubastatin A, birgok galismada kanser tedavisi igin umut vaat
edici etkiler gosteren baska bir HDAC inhibitéridir. Tubastatin A glioblastoma hucrelerinde
hlcre gociund ve hicrelerin koloni olusturma kapasitesini azaltmig ve epitelyal - mezenkimal
gecisi tersine ceviren bir etki gdstermistir (Urdiciain vd., 2019). Ayrica, HDAC6'nin melanoma
hdcrelerinde Tubastatin A ile inhibisyonu, hucre donglsinu ve hlcre cogalmasini
baskilamistir (Woan vd. 2015). HDACS8'in kromozom 16'nin inversiyonunu [inv (16)] tasiyan
bir AML alt tipinde ve farkli hematopoietik malignansilerde ylksek oranda ekspresse edildigi
rapor edilmistir (Spreafico vd., 2020). HDACS8-spesifik inhibitér PCI-34051'in, T hucre
lenfomalarinda apoptozu indiikledigi ortaya konulmustur. (Balasubramania vd., 2008). Dahasi,
HDACS8'in PCI-34051 ve fakli varyantlari ile baskilanmasi, in vitro ve in vivo ndroblastoma
bluyumesini azatmis ve retinoik asit aracih farklilasmayi artirmigtir (Rettig vd., 2015).
Literatlrde bulunan birgok ¢caligma HDAC inhibitérlerinin AML Gzerindeki anti-proliferatif ve
anti-apoptotik etkisini desteklemektedir. ~ Ozelikle AML’nin heterojen ve kompleks bir
patogeneze sahip olmasi, her zaman potansiyel ek tedavi yontemlerine ihtiyag duyuldugunu
ortaya koymaktadir.

Kimyasal yapilarina gore farkl gruplara ayrilabilen birgok HDACis turi gelistiriimistir. HDAC'ler
yapisal olarak en az bes sinifa ayrilabilir: hidroksamatlar, siklik peptidler, kisa zincirli yagh
(alifatik) asitler, benzamidler ve sirtuin inhibitérleri. Hidroksamat bilesikleri, klinik dncesi ve

klinik caligmalarda en yaygin olarak kesfedilen HDAC inhibitorleridir (Tablo 2).
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Tablo 1.2 Klinik oncesi ve klinik ¢alismalardaki HDAC inhibitorleri ve kimyasal yapilarina gore
siniflandiriimasi

Class HDACis Specificity
Hydroxamates Trichostatin A I, I, and IV
SAHANorinostat [, 1l, and IV
Belinostat [, 1l, and IV
Panabinostat [, 1, and IV
Givinostat I, 1l, and IV
Abexinostat I, 1l, and IV
Resminostat [, I, and IV
Quisinostat I, I, and IV
Riconilostat HDAC 6
Practinostat [, 1l, and IV
Tefinostat |
MPTOEO028 HDAC 1, 2, and 6
CHR-3996 |
CUDC-101 [l
CUDC-907 Il
Cyclic peptides Romidepsin |
Short chain fatty acids Sodium butyrate [, 11
Phenylbutyrate [l
Valproic acid [l
AR-42 [l
Pivanex [, 1l
AN-9 I
Benzamides Entinostat [ 1l
Mocetinostat I, IV
Tacedinaline I
45C-202 |
Chidamide HDAC 1, 2, 3, and 10
Clo44 HDAC 1 and 3
Sirtuin inhibitors Nicotinamide I
Sirtinol SIRT 1 and 2
EX527 SIRT 1 and 2
Cambinal SIRT 1 and 2

inhibe edilen HDAC sinifina bagli olarak, farkli galigmalar HDAC'lerin otofajinin inhibitorleri
veya aktivatorleri oldugunu géstermistir. HDAC6 ve HDAC10 gibi sitoplazmik proteinlerin de-
asetilasyonunu duzenleyen HDAC'ler, otofaji slrecinin dizenlenmesinde dogrudan rol
oynamistir (Koeneke vd., 2015). HDACG6'nin, otofagozomlarin ve lizozomlarin flizyonunu

kontrol ederek otofajiyi tesvik ettigi ortaya konulmustur (Lee vd., 2010). Farelerde hem HDAC1
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hem de HDAC2'nin ayni anda delesyonu, otofagozom indiksiyonunu ve olusumunu
engellemistir (Moresi vd.,2012). Ayrica bazi ¢alismalar, HDAC’larin otofaji Uzerindeki inhibe
edici etkisini gostermistir. HDAC4'Un baskilanmasi, artmis LC3-1l seviyelerine ve Beclin-1 ve
ATG7 gibi 6nemili otofaiji iliskili 6nemli proteinler dizenleyerek ile otofaji indiksiyonuna yol
acmistir (Kang vd., 2014). HDAC1 inaktivasyonun, Hep3B hucrelerinde LC3B-Il aktivasyonu
aracihgiyla timor hicre buyidmesini engelledigi ve otofajik hiicre élumunin aktivasyonu ile
sonuclandigi gosterilmistir (Xie vd., 2012). PI3K / AKT / mTOR yolaginda 6zelikle mTOR’un
otofaji negatif dizenleyicisi olmasi ve HDAC'larin, 6zelikle HDACG6 (Lee vd., 2010), otofaiji
uzerindeki dizenleyici roll dusunuldigunde, PI3K / AKT / mTOR yolagi ile HDAC enzimlerini
ayni anda hedeflemek aralarinda nasil bir iliski oldugunu ve altinda yatan molekuler
mekanizmayi aydinlatacak ve AML htcrelerinde, bu hicresel yollarin AML’nin patogenezinde

nasil bir etkisi oldugu ortaya konulacaktir.

1.3 Projenin Amaci

Sonug olarak, AML'de, PI3K / AKT / mTOR yolaginin hedeflenmesi olduk¢a dnemlidir. Fakat,
PI3K inhibisyonunun 6zellikle bu yolun karmasikligindan ve diger yollarla kesismesinden
dolayi tek basina bagarili olmama olasiligi mevcuttur. Tek ajanh tedavi, kanser yonetiminde
sinirl uygulanabilirlige sahipken, kombinasyon tedavisi birgok tumor tedavisinde oldukca
basarilidir. HDAC enzimlerinin hem AML hem de farkli kanser Uzerindeki etkileri ve birgok
epigenetik mekanizmanin AML'nin patogenezinde rol oynadidi dusundugunde, HDAC
inhibisyonu AML igin 6nemli ve potansiyeli oldukga yuksek bir hedeftir. Bu nedenle bu proje,
PI3K/ AKT / mTOR yolaginin ve HDAC’larin inhibisyonun ve farkli AML alt gruplari Gzerindeki
etkisini ve bunun altinda yatan molekiler mekanizmasini arastirmayr amagclamistir. Ayrica
calisma AML'nin patogenezine yol agan mekanizmalar hakkinda bir fikir verebilir. Sonug olarak
bu PI3K / AKT / mTOR ve HDAC inhibisyonun, AML'nin ortadan kaldirilmasiyla sonuglanan

daha spesifik bir kombinasyon hedefli tedaviye yol acacagi umulmaktadir.
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2 GEREG ve YONTEM

2.1 Geregler
2.1.1 Kimyasallar

Proje kapsaminda kullanilan kimyasallar su sekildedir: RPMI besiyeri (Sigma-Aldrich, R8758),
FBS (Biological industries, 04-127-1A), Penisilin/streptomisin (Gibco, 15140-122-100ml),
LY294002 (Sigma, L9908-1MG), SAHA (Sigma, SML0061-5mg), Tubastatin A (Sigma-Aldrich,
SML0044-5mg), PCI-34051 (Cayman chemical, 950762-95-5). Inhibitérler DMSO’da ¢6zildi

ve stoklari 5 mM olacak sekilde hazirlanip -20°de muhafaza edildi.

Table 2.1 Calismada kullanilan spesifik inhibitorlerin kimyasal yapilari
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< e
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N H
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PCI 34051 N N. o
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MTT solisyonu (Sigma Aldrich, M2128), DMSO (Panreacapplichem, 67-68-5-250ml),
Propidium lodide boyama solisyonu (eBioscience™) Triton-X (Merck Millipore,
1.08603.1000), RNase (Sigma Aldrich, R5503), Pierce™ Fosfataz inhibitér Mini Tabletleri
(Thermo Fisher Scientific, A32957), PVDF membranlar (Merck, IPV00005), metanol (Isolab,
947.046), sut tozu (Serva, 42590.01), GAPDH (Proteintech, 10494-1-AP), LC3B antikor (Cell
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Signaling, 2775S), Bovine Serum Albumin (Sigma Aldrich, A9647), Anti-Rabbit IgG —FITC
antikoru (Sigma Aldrcih, F0382)
Projede su deney kitleri kullaniimistir: Annexin V (eBioscience™ Annexin V Apoptosis
Detection Kit APC, 88-8007-72), DC protein tahlil kiti (Biorad/USA, 500-0113, 500-0114, 500-
0115), ECL Western Blot Substrate (32106; Thermo Scientific™).

2.1.2 Techizatlar

Proje kapsaminda kullanilan baslica cihazlar; Varioskan™ LUX ¢ok modlu mikroplaka okuyucu
(Thermo Scientific™), BD Biosciences LSRFORTESSA akis sitometresi, ChemiDoc™
Goruntuleme Sistemli (Biorad), Biyoguvenlik kabini (Class 1l), CO, inkubatér (NEW
BRUNSWICK), 1s1k mikroskobu, No Frost Buzdolabi (Vestel NFY 520 EKO), Dikey tip Derin
Dondurucular (-80°C, -86HAIER DW), Derin Dondurucular (-20°C, BEKO), Masaiistii Onden
Yuklemeli Otoklav (TUTTNAUER 3850 EL-C), Dalgali Sallamah Calkalayici (HEIDOLPH), Uv-
Vis Spektrofotometre Cihazi (THERMO GENESYS 10 S).

2.2 Yontemler
2.2.1 Hiicre kiiltara

CMK ve MOLM-13 AML hicre hatlari, Aliman Ulusal Biyolojik Malzeme Kaynak Merkezi'nden
(DSMZ) temin edildi, 6nerilen kosullar altinda iki parental hiicre hatti kiltir edildi. Besiyeri
ortami tim hicre hatlar igin ayniydi. %10 FBS ve 100 U/mL penisilin/streptomisin ile
desteklenmis RPMI ortami (Sigma, R8758) kullanilarak, hucrelerin inklibasyonu 37°C'de
%>5'lik CO, ortaminda gergeklestirildi.

CMK ve MOLM-13 hiicreleri, 5x10° hiicre/10 mL/96mm x 21mm doku kiltiir(i plakalarina ekildi.
%60-70 konfluent duruma geldiklerinde, hucrelerin pasajlari 2-3 glinde bir yapildi. Toplanan
hicreler 700 rpm'de 5 dakika santrifij edildi. SantrifUjleme adimini takiben slpernatant
uzaklastirildi ve hiicre pelleti taze besiyeri ortami ile ¢ézuldi. Hicreler 96 mm x 21 mm doku
kaltaru plakalarina (TPP, 93100) ekildi.

2.2.2 In vitro hiicre canliligi deneyi

LY294002 ve HDACi (SAHA + PCI-34051 + Tubastatin A) belirtilen hicre hatlari Gzerindeki
sitotoksik  etkilerini  belirlemek amaciyla hiicre proliferasyon testi kullanildi. ilag

uygulamasindan sonra hcrelerin proliferasyonu, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-
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tetrazolyum bromdir Huicre Canliligi Deneyi (MTT) ile hesaplandi. MTT deneyi kolorimetrik bir
deneydir ve hicresel canliigin (biylime ve hayatta kalma) hesaplanmasi ve belirlenmesi igin
kullaniimaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda, 10.000 hdcreye ilgili inhibitdrler eklenerek 48 saat
boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 20 uyl MTT reaktifi eklendi ve 2
saat 37°C'de %5 CO: igeren inkiibatdrde inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi bitiminde 96-
kuyucuklu tabaklar 1800 rpm’de 10 dakika santriflijlenecek ve olusan formazan kristalleri 100
ul dimetilstlfoksit (DMSO) ile ¢6zuldi. Formazan kristallerinin ve  DSMO karigiminin
homojenlestiriimesi icin plakalar, calkalayici Gzerinde 15 dakika sureyle inkiibe edilip ardindan
formazan yogunluklar, spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda Varioskan™ LUX ¢ok
modlu mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific™) ile absorbans dlgulda.
Spektrofotometrik sonuglara gore hiicre gogalma grafigi olusturuldu ve belirtilen inhibitdrler igin
GI50 ve GI20 (hlcre buylimesini %50 ve %20 oraninda inhibe eden) konsantrasyonu
hesaplandi. Sonug¢ olarak, ilgili ajanlarin ve kombinasyonlarin her iki hiicre hatti Gzerindeki
sitotoksik etkileri belirlendi. (Gencer vd., 2011). Bu deneylerden elde edilen GI50 degerleri,

sonraki is paketlerinde inhibitér konsantrasyonlari olarak kullanildi.

2.2.3 Apoptoz deneyleri

LY294002, SAHA + PCI-34051 ve Tubastatin A tekli ve kombinasyonlari ile tg tekrarli halde
ve DMSO kontrol olarak kullanilarak muamele edilen CMK ve MOLM-13 hiicrelerinde fosfatidil
serinin miktarlari ve yerlesimi Anneksin V/Propidyum iyodur ikili boyama yéntemi yardimiyla
akis sitometrisi ile belirlendi. Bu amagla, 1x10° hiicre inhibitdrler ve kombinasyonlari ile 48 saat
inkibe edildi. ilaglarla 48 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicreler toplandi ve ardindan 4°C'de
1700 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Hicreler iki kez 1XPBS ile yikandi ve her yikamada
hicreler santrifijlendi. En son yikama sonrasinda PBS uzaklastiridi ve hiicre pelleti 200 pl 1X
Anneksin baglama solisyonu (ultra saf su ile 1:10 seyreltildi) icinde ¢ézuldu. Daha sonra, bu
karisimin Gzerine 5 pl Anneksin V ve 5 pl propidyum iyodur eklenip 15 dakika oda sicakliginda
karanlikta inkiibe edilecektir. Herhangi bir isleme maruz kalmayan kontrol hicreleri 400 pl 1X
baglama tamponunda ¢ézuduiruldu ve Pl+ /FITC+, Pl- /FITC- olarak bolindi. Apoptoz tespiti
amaciyla, hucreler 5 pyL florokrom konjuge Annexin V (eBioscience™ Annexin V Apoptosis
Detection Kit APC, kat. no. 88-8007-72) ve 5 pL Propidium lodide boyama solisyonu
(eBioscience™ Annexin V) ile boyandi. Ornekler oda sicakliginda ve karanlkta 15 dakika
inkibe edildi. Ardindan, hicreler BD LSRFortessa (Becton Dickinson) akis sitometrisinde
analiz edildi (Yenigul vd., 2022).
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2.2.4 Hiicre dongusii deneyleri

LY294002, SAHA, PCI-34051 ve Tubastatin A inhibitorlerinin tekli ve PI3K:HDACI
kombinasyonlari ile ug¢ tekrarli halde ve DMSO kontrol olarak kullanilarak muamele edilen
CMK ve MOLM-13 hcrelerinde, hiicre dongusu analizleri akis sitometrisi kullanilarak yapildi.
(Camgoz vd., 2013; Gencer vd., 2011). 1x10° hiicre ilgili inhibitdr ve kombinasyonlari ile 48
saat inkibe edildi. 48 saat sonunda hicreler toplandi ve 260 G'de 4 °C'de 10 dakika
santrifijlendi. Santrifijden sonra stpernatant uzaklastirildi ve hiicreler 1 mL soguk 1XPBS ile
¢Ozuldu. 4 °C'de 10 dakika boyunca 260 G'de santrifljlemenin ardindan Ust faz atildi ve pellet
1 ml 1XPBS ile yikanma adimi iki kez tekrarlandi. SantrifGjin ardindan hicreler 1 mL soguk
1XPBS ile ¢dzuldu ve 4 mL soguk etanol (%70) santriflj tipUne ilave edildi. Karigsim, hiicreleri
ve PBS'yi icerir ve eklenen etanol girdap yoluyla homojenize edildi. Karigim, hicrenin
sabitlenmesi igin gece boyunca -20 °C'de inkiibe edildi. 24 saatlik inklibasyonun ardindan
hicreler, 4 °C'de 260 G'de 10 dakika santrifijlendi ve sipernatant tamamen uzaklastirildi.

Hucreler 1 mL soduk 1XPBS ile ¢dzundurildi ve 260 G'de 10 dakika 4 °C'de santrifujlendi,
santrifijlemeden sonra stupernatan atildi. Pelet, 1XPBS igerisinde 1 mL %0,1 Triton-X (Merck
Millipore 1.08603.1000) ve 100 pyL RNase (200pg/mL) (Sigma R5503) karisimi ile
homojenlestirildi ve 37 °C'de 30 dakika karanlikta inkiibe edildi. Kontrol (islenmemis) 6rnegi
ikiye bolinmus ve bu iki tip (kontroller) pozitif kontrol olarak propidyum iyodur (PI) (Sigma
P4170) ile boyanmis (PI+) ve negatif kontrol olarak Pl boyanmamis (PI-) islenmistir. Orneklere
tek tek 100 pL PI (1 mg/mL) eklendi ve igslem gérmemis kontrol Pl ile boyandi. 15 dakikalik oda
sicakhiginda inkiibasyonun ardindan 6rnekler BD Biosciences LSRFORTESS Cell Analyzer

akis sitometresi ile analiz edildi.

2.2.5 Western blotlama ile protein ifadesinin tespiti

CMK ve MOLM-13 hicrelerinde, LY294002, SAHA + PCI-34051 ve Tubastatin A
inhibitorlerinin tekli ve kombinasyonlarin protein seviyeleri Uzeninde etkileri western blot teknigi
kullanilarak incelendi. PI3K-AKT-mTOR sinyal yolunun endojen ekspresyon seviyesini tespit
etmek igin LC3I, LC3II, protein seviyelerini kontrol edilecektir. Ozellikle LY294002 inhibitériiniin
otofagosom olugumunu engellemesi ve mTOR un otofajinin negatif dizenleyici oldugu
disltnudldiginde bu kombinasyonun bazal otofaji Gizeninde etkisinin kontrol etmek énemlidir.
Bu amacgla, inhibitdrlerin tekli ve kombinasyonlar u¢ tekrarli halde ve DMSO kontrol olarak
kullanilarak CMK ve MOLM-13 hiicre hatlari (5x10° hiicre / mL) ile 6 kuyucuklu plakalarda 48
saat boyunca muamele edildi ve hiicre lizatlari hazirlandi. 48 saatin sonunda, hicreler steril

tlplere toplanacak ve 1300 rpm'de 5 dakika santrifijlendi. Pelet, 1 ml soguk PBS ile yikandi
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5 dakika boyunca 1300 rpm'de santrifiijlendi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Daha sonra hucreler,
10 pl proteaz inhibitdr kokteyli, 10 ul PMSF solisyonu ve ml basina 10 pl sodyum ortovanadat
soliisyonu igeren 1X RIPA liziz tamponunda (ChemCruz, kat. No. Sc-24948) lize edildi ve 4°C
hizda en az 20 dk santrifij edildi. Protein konsantrasyonu DC protein kiti (Biorad/USA cat. no.
500-0113, 500-0114, 500-0115) ile olculdi. Daha sonra, 20 pylL’de 100 pg protein
konsantrasyonu olacak sekilde drnekler Laemmli tamponu ile seyreltildi ve 5 dakika boyunca
95°C’de kaynatilarak denatire edildi. Ardindan SDS-PAGE ile ayrilan 6rnekler SDS jelden
PVDF membrana transfer edilip membran bloklama soliisyonunda inkiibe edildi. Bu sayede
spesifik olmayan baglanmalar bloke edildi. Ardindan membranlar tespit edilmek istenen ilgili
proteinlere 6zgl birincil antibadiler ile inklibe edildikten sonra yikanip ikincil antibadiler ile
inkiibe edildikten sonra proteinlerin varligi kromojenik substrat ile saptandi. Western blotlarda
internal pozitif kontrol olarak GAPDH proteini kullanildi (Sha vd., 2013).

2.2.6 Koloni olusturma potansiyellerinin incelenmesi

MOLM-13 ve CMK hicrelerinin koloni olusturma potansiyelleri Yumusak Agar Koloni
Olusturma Teknigi kullanilarak incelendi. Bu amagla hicreler, LY294002, SAHA + PCI-34051
ve Tubastatin A inhibitérlerinin tekli ve kombinasyonlari ile muamele edildi ve 2 hafta sonra
kristal viyolet ile boyanip mikroskop altinda incelendi. Yumusak Agar Koloni deneyinde,
MOLM-13 ve CMK hucreleri (2.5 x 103), %10 fetal sidir serumu ile beslenmis RPMI-1640
icinde % 1,2 agar (Sigma, A1296) bir Ust tabakada inklibe edildi. Stspansiyon, alti oyuklu bir
plakada %10 fetal sigir serumu ile %0,6 bazal agar tzerine bindirilecek ve agar katillasana
kadar oda sicakliginda yerlestirildi (Borowicz, 2014). Plakalar, %5 CO: inkibatoriine
aktarilacak ve kristal viyolet ile boyanmadan énce 2 hafta boyunca 37 ° C'de inkibe edildi. 2
haftanin sonunda, hicreler %0.01’lik kristal viyolet ile 30 dk muamele edildi ve dH2O ile

yikanip, boyanan koloniler mikroskop altinda sayildi.

2.2.7 istatistiksel analizler

Proje de elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmelerinde farkli veriler igin farkh istatistik
programlari kullaniimistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmustur.

Hicre hatlari igin tekli ve kombinasyon inhibitér uygulamalarinda istatistiksel analizler iki yonlii
ANOVA ile yapildi. Anlamlilik seviyesi P <0.0001 olarak ayarlandi. Hiicre déngustui igin yapilan
analizlerde Istatistiksel anlamlilik, tedavi edilmemis kontrollere kiyasla Dunnett tahlili igin tek
yonli bir varyans analizi (ANOVA) kullanilarak tespit edildi. Onem diizeyi, tedavi ediimemis

kontrollerle karsilastiriidiginda P<0.0001 olarak ayarlandi.
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3 BULGULAR

3.1 CMK ve MOLM-13 hiicreleri lizerinde PI3K enzim inhibitori olan LY294002

antiproliferatif etkileri

LY294002 spesifik bir PI3K inhibitdrudir ve kinaz enziminin ATP baglanma bdlgesine
baglanarak etki gdsterir. Bu baglanma sonucunda, PI3K alt yolaginda bulunan AKT
fosforilasyonu engellenmis olur. Hicre proliferasyonunda énemli bir yolak olan PI3K/AKT
yolaginin inhibisyonu édnemlidir.

Oncelikle, CMK ve MOLM-13 hiicre hatlari LY294002'nin doz optimizasyonlari yapimistir.
Ardindan 3 bagimsiz deney ile hicre proliferasyon grafikleri her iki hiicre hatti igin, sirasiyla
belirlenmistir (Sekil 3.1). Bu calisma sonunda LY294002 inhibitérinin her iki hiicre hatti
uzerinde dusuk mikromolar konsantrasyonda etkili oldugu gozlenmistir. Bu sonugclar 1siginda
LY294002 inhibitériinin CMK hicresi igin GI20 ve GI50 degerleri sirasiyla 1 uM ve 6,15 uM
olarak belirlenirken, MOLM-13 igin 2,8 uM ve 6,8 uM seklinde belirlenmistir .

CMK MOLM-13
180~ 180~

120 120-

*kkk

o
T

*kkk
F— *kkk

*kkk

Cell Proliferation (%)
Cell Proliferation (%)

T T T T T T 0 T T T T T T
C DMSO 1 5 10 20 C DMSO 1 5 10 20

LY294002(xM) 48h LY294002 (M) 48h

Sekil 3.1 PI3K inhibitéri LY294002 inhibitérinin CMK ve MOLM-13 hicreleri tzerine 48 saatlik hiicre
proliferasyonu. Standart sapma, uygulama basina 3 oyuk olan tekrar sayisi tzerinde yapildi
ve deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlandi (n = 3). istatistiksel analizler iki yonli ANOVA ile
yapildi. Anlamlilik seviyesi P <0.0001 olarak ayarlandi. Tium veriler ortalama * s.d olarak
sunulmustur. Hesaplamalar GraphPad Prism 8 kullanilarak yapildi.
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3.2 CMK ve MOLM13 hiicreleri lizerinde farkli HDAC inhibitorlerinin antiproliferatif

etkileri

Farkli HDAC inhibitorleri farkh siniflarda bulunan enzimleri hedeflemektedirler (Xu vd. 2007).
HDAC'ler c¢ogunlukla yardimci baskilayici multiprotein  komplekslerinde bulunur. Bu
komplekslerde, bir asetil grubunun histon kuyruklarinin, O6zellikle lizin kalintilarindan
cikarilmasina aracilik edebilirler. Bu nedenle, HDAC'lerin kanserdeki fonksiyonlarindaki
dizensizlik, esas olarak farklilagma, anjiyogenez, gogalma, gé¢ ve metastaz dizenlemesini
iceren genlerin baskilanmasina yol agabilir (Morine vd. 2012; Sriraksa vd. 2013; Pchejetsk vd.
2015). Calismada kullanilan inhibitérlerden SAHA birgok kanser turiinde calisiimig, etkinligi
gOsteriimis ve 2006 senesinde FDA tarafindan kutan6z T hicre lenfoma tedavisi igin
onaylanmig bir inhibitérdir (Duvic vd. 2007; Marks ve Breslow 2007). Bu sebeple bu inhibitor
bir kontrol olarak kullaniimistir. Calismamizda asagida Tablo 3.1’de listelenmis ve farkli HDAC
enzimlerini hedefleyen inhibitorler ile galisildi. Bu inhibitérlerden SAHA bir¢ok kanser tirtinde
calisiimig, etkinligi gosteriimis ve 2006 senesinde FDA tarafindan kutanéz T hicre lenfoma
tedavisi igin onaylanmig bir inhibitérdir (Duvic vd. 2007; Marks ve Breslow 2007). Bu sebeple
bu inhibitor bir kontrol olarak kullaniimistir. PCI-34051’in ise T-hlcresi lenfomalarda apoptozu
indukledigi gézlemlenmistir (Balasubramanian vd. 2008). Tubastatin A, segici bir HDAC 6
enzim inhibitdéridir ve bu enzim birgok kanser tipinde ylksek seviyede ifade edilmektedir
(Yenigul ve Gencer-Akgok, 2021). Bu galismadaki ama¢ mumkin oldugunda farkli HDAC

enzimleri spesifik olarak hedefleyebilmektir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan HDAC inhibitorleri ve hedefledikleri enzimler

Inhibitor HDAC enzimi
SAHA (vorinostat) Class I/ll
Tubastatin A HDAC 6
PCI 34051 HDAC 8

CMK ve MOLM-13 hicre hatlari igin 3 HDAC inhibitériiniin doz optimizasyonlari yapilmigtir.
Ardindan 3 bagimsiz deney ile hiicre proliferasyon grafikleri her iki hiicre hatti igin Sekil
3.2°'deki gibi belirlenmistir. Bu c¢alisma sonucunda inhibitorlerin GI20 ve GI50 degerleri
hesaplanmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2 CMK ve MOLM-13 hcreleri igin HDAC inhibitorlerinin G120 ve GI50 degerleri

CMK Gl20 degeri G150 degeri
SAHA (uM) 0,07 0,52
Tubastatin A (uM) 1 5,85
PCI 34051 (uM) 1,7 17.05
MOLM-13 Gl20 degeri G150 degeri
SAHA (uM) 0,05 0,55
Tubastatin A (uM) 0,3 1,26
PCI 34051 (uM) 5,5 28,8
CMK CMK CMK
180 150 180
E 120 E 100 E 120
g 60 s g s § 60
° (': DMISO 051 1I é 1'0 ° c':DM'so 051 ofs 5 tIS 1'0 ) éDM‘SOO-bs 031 1I 5 5
TUBASTATIN A (zM) 48h PCI-34051 (M) 48h SAHA (uM) 48h
MOLM-13 MOLM-13 MOLM-13
180 180 180
g 120 % 120 E 120
g - 2
" Tomsoor 05 1 1 3 1o M T B S A " Mook 01 1 3 4
TUBASTATIN A (M) 48h PCI-34051 (uM) 48h SAHA (uM) 48h

Sekil 3.2 HDAC inhibitérlerinin CMK ve MOLM-13 hiicre hatlar Uzerine 48 saatlik hiicre proliferasyonu.
Standart sapma, uygulama basina 3 oyuk olan tekrar sayisi Uzerinde yapildi ve deney 3 kez
bagimsiz olarak tekrarlandi (n = 3). istatistiksel analizler iki yonli ANOVA ile yapildi. Anlamlilik
seviyesi P <0.0001 olarak ayarlandi. Tum veriler ortalama = s.d olarak sunulmugtur.
Hesaplamalar GraphPad Prism 8 kullanilarak yapildi.

3.3 CMK ve MOLM-13 hiicreleri lizerinde LY294002 ve farkli HDAC inhibitorlerinin
kombinatoryal antiproliferatif etkileri

Galismada kullanilan PI3K inhibitdriinin HDAC inhibitérleri ile kombinasyon seklinde
uygulanmalari sonucunda ortaya ¢ikacak antiproliferatif etkileri incelemek igin MTT deneyi
yapilmistir. CMK (Sekil 3.5) ve MOLM-13 (Sekil 3.6) hiicre hatlarina HDAC inhibitori ve
LY294002 inhibitorintn GI20 degerleri tekli ve kombinasyon seklinde uygulanmistir. Bu deney
sonucunda DMSO ¢oézucusunln etkisi de gézlenmigstir ve beklendigi gibi ilag uygulanmamis

kontrol hiicreleri ile ayni canhilikta olduklari saptanmistir. CMK hicrelerinde LY294002 ve

21



A4

TUBITAK

PCI34051 kombinasyonunun tekli ilag uygulamasina gére ¢ok fark gdzlenmemigtir. ilag
uygulanmamis hicrelere kiyasla CMK hicrelerinde LY294002: Tubastatin A, LY294002:SAHA
kombinasyonu sirasiyla %40 ve %25 azalmaya sebep olmustur. LY294002+PCI-34051 ile 48

saatlik tedavi sonrasinda her iki hiicre hattinin gogalmasi yaklasik %30 oraninda azaldi.
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LY294002+TUBASTATIN A (M) 48h LY294002+SAHA (uM) 48h LY294002+PCI-34051 (M) 48h

Sekil 3.3 Sabit GI20 konsantrasyonundaki HDAC inhibitorleri ve LY294002 kombinasyonu uygulanmis
CMK hcre hatlarinin 48 saatlik hicre proliferasyonu. Standart sapma, uygulama bagina 3 oyuk
olan tekrar sayisi Uzerinde yapildi ve deney 3 kez bagdimsiz olarak tekrarlandi (n = 3).
istatistiksel analizler iki yonli ANOVA ile yapildi. Anlamlilik seviyesi P <0.0001 olarak ayarlandi.
Tdm veriler ortalama * s.d olarak sunulmustur. Hesaplamalar GraphPad Prism 8 kullanilarak
yapildi

Benzer sekilde MOLM-13 hicrelerinde de PCI-34051 kombinasyon uygulamasi sonucunda
tekli LY294002 uygulamasindan daha iyi bir antiproliferatif etki gézlenmemistir. Ancak SAHA
ve Tubastatin A kombinasyonlari sonucunda ilag uygulanmayan kontrole gore ve tekli ilag
uygulamasina goére daha istatisiksel olarak anlamli bir inhibisyon elde edilmistir.
LY294002+SAHA kombinasyon tedavisinin MOLM-13 hucrelerinde hicre proliferasyonunu
%50 azalttigini gosterirken, LY294002+Tubastatin A tedavisi bu hicrelerde %65 azalma
saptanmistir. Ote yandan, LY294002+PCI-34051 ile 48 saatlik tedavi sonrasinda her iki hiicre
hattinin gogalmasi yaklasik %70 oraninda azaldi. Bu sonuglar ile MOLM-13 hcreleri igin
kombinasyon tedavisinin en iyi galistigi kombinasyonlarin LY294002 ile Tubastatin A ve SAHA

kombinasyonu oldugunu soyleyebiliriz.

MOLM-13

MOLM-13 MOLM-13
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LY294002+TUBASTATIN A (uM) 48h
LY294002+SAHA (1M) 48h LY294002+PCI-34051 (¢M) 48h

Sekil 3.4 Sabit GI20 konsantrasyonundaki HDAC inhibitorleri ve LY294002 kombinasyonu uygulanmis
MOLM-13 hticre hatlarinin 48 saatlik hiicre proliferasyonu. Standart sapma, uygulama basina
3 oyuk olan tekrar sayisi Uzerinde yapildi ve deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlandi (n = 3).
istatistiksel analizler iki yonli ANOVA ile yapildi. Anlamlilik seviyesi P <0.0001 olarak ayarlandi.
Tdm veriler ortalama * s.d olarak sunulmustur. Hesaplamalar GraphPad Prism 8 kullanilarak
yapildi.
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3.4 CMK ve MOLM-13 hiicrelerinde kombinasyon uygulamasinin hiicre déngiisii Uzerine
etkisi

LY294002 uygulamasi sonucunda PI3K/AKT yolagi inhibe edilmesi sonucunda spesifik olarak
G1 hacre tutulmasi gézlenmekte ve nihayet apoptoz gorilmektedir (15,16). HDAC enzimlerinin
hlcre déngusu dizenlenmesindeki ve hiicre dongusi kontrol noktalarindaki rolG bilinmektedir
(Jamaladdin vd., 2014; Li vd., 2020). Calismanin bu kisminda PI3K inhibisyonu ve HDAC
inhibisyonunun htcre doéngusu tutulmasi Uzerine sinerjistik bir etki yapip yapmadiginin
g6zlenmesi amaglanmigtir.

Propidyum iyodir (Pl) boyamasinin akis sitometrisi ile tespiti ilag tedavileri gibi cesitli
degisikliklerden sonra hiicre déngistndeki degdisiklikleri takip edebilen akis sitometrik analiz
yontemlerinden biridir. PI, nlkleik asitlere stokiyometrik olarak baglanabilen florojenik
boyalardan biridir, bu nedenle hiicrenin DNA iceridi floresan emisyonu yoluyla tespit edilebilir
(Wallen vd. 1982).

Parental CMK ve MOLM-13 hucrelerinde LY294002’'nin SAHA, Tubastatin A ve PCI34051 ile
kombinasyonunun hiicre déngusu tzerine etkileri Sekil 3.5 (CMK) ve Sekil 3.6 (MOLM-13)’de
verilmistir.

Sonuglarimiz, LY294002+ Tubastatin A (Sekil 3.5a) kombinasyon tedavisi, CMK hucrelerinde
kontrol ile kargilastinldiginda G1 faz tutuklandigini gésterdi. LY294002+SAHA (Sekil 3.5b) ve
LY294002+PCI-3501 (Sekil 3.5c) kombinasyonlari ile tedavi edilen CMK hucreleri, sirasiyla
G0/G1 ve G2/M fazinda tutuklandigini ve Ote yandan, LY294002+SAHA (Sekil 3.6Db),
LY294002+PCI-3501 (Sekil 3.6c) ve LY294002+ Tubastatin A (Sekil 3.6a)
kombinasyonlarinin, kontrol huicrelerine kiyasla MOLM-13 hicrelerinde G1 fazi durmasiyla

sonuglandigini gosterdi.
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Propidium Iodine

Sekil 3.5 Kombinasyon uygulamasinin CMK hiicre déngusu ilerlemesi tzerindeki etkisi. Parental CMK
hiicrelerine 48 saat boyunca HDAC inhibitorlerinin, LY294002’'nin G120 degerleri tekli ve
kombinasyon seklinde uygulandi, hiicreler toplandi, sabitlendi ve propidyum iyodur ile boyandi.
Daha sonra hiicreler akis sitometresi ile analiz edildi. Ug bagimsiz deney yapildi, birlestirildi ve
analiz edildi. Onem dlzeyi, tedavi edilmemis kontrollerle karsilastirildiginda P<0.0018 olarak
ayarlandi.
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Sekil 3.6 Kombinasyon uygulamasinin MOLM13 hiicre donglsu ilerlemesi Uzerindeki etkisi. Parental
CMK hucrelerine 48 saat boyunca HDAC inhibitorlerinin, LY294002'nin G120 degerleri tekli ve
kombinasyon seklinde uygulandi, hiicreler toplandi, sabitlendi ve propidyum iyodur ile boyandi.
Daha sonra hiicreler akis sitometresi ile analiz edildi. Ug bagimsiz deney yapildi, birlestirildi ve
analiz edildi. Onem dlzeyi, tedavi edilmemis kontrollerle karsilastirildiginda P<0.0001 olarak

ayarlandi.
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3.5 CMK ve MOLM-13 hiicrelerinde kombinasyon uygulamasinin apoptotik hiicre 6liimii

uzerine etkisi

Apoptotik hiicrelerin tanimlanmasinda ¢esitli ydntemler kullaniimaktadir. Azalan DNA icerigine
ve morfolojideki degisikliklere baglh olarak nikleer yogunlasma apoptotik hicreleri
tanimlamaktadir ve bu hicreler akis sitometrisi, Trypan Mavisi veya Hoechst boyamasi gibi
farkli ydntemlerle tespit edilebilir. Apoptotik hiicrelerde plazma zari bilesiminde meydana gelen
degisiklikler de plazma zari Uzerinde fosfatidilserin goérinimu ile tespit edilir. Apoptozun bir
gOstergesi olarak fosfatidilserinin plazma membraninin i¢ katindan dis katina yer degistirmesi
sonucu, fosfatidilserin hiicre dis yluzeyinde Annexin V-florokrom konjugatlari ile reaksiyona
girer. Annexin V-florokrom konjugatlari ve propidium iyodur (PI) ikili boyamasinin bir
kombinasyonu, erken ve ge¢ apoptotik olaylar arasindaki farki gésterir (Mazumder vd. 2006).
Pl boyamasi hiicrelerde nekrotik ya da ge¢ apoptotik hiicre popllasyonunu tespit eder.
inhibitdrlerin anti-proliferatif ve sitostatik etkilerinin belilenmesinin ardindan proliferasyon test
sonugclarina bagl olarak inhibitérlerin G120 degerleri ile kombinasyon deneyi kurulmustur.
Parental CMK ve MOLM-13 hiicrelerinde LY294002’nin SAHA, Tubastatin A ve PCI34051 ile
kombinasyonunun hiicre 6limui UGzerine etkileri Sekil 3.7 (CMK) ve Sekil 3.8 (MOLM-13)'de
verilmistir.

Calismamiz sonucunda, CMK hiicre hattinda tiim kombinasyonlarda total apoptotik
hiicre olumiinde ilag uygulanmamis kontrole kiyasla bir fark go6zlenmezken,
LY294002:SAHA ve LY294002:PCI-3501 kombinasyonunlarinda kontrole goére erken
apoptotik hiicre sayisinda sirasiyla % 15,8 ve % 16,4 artis gézlemlenmistir.

MOLM-13 hiicre hattinda LY294002:SAHA kombinasyon tedavisi kontrol hicrelerine gére
1,17 kat artmis apoptoz goésterirken, LY294002:Tubastatin A kombinasyonu 0,52 kat artmig
apoptotik hicre 6limu ile sonuglanmistir. Buna ek olarak LY294002:SAHA kombinasyonunda
MOLM-13 hiicresindeki erken apoptotik hiicre 6liimi islenmemis kontrole oranla 1,38 kat
erken apoptotik hiicre artigi vardir. Geg apoptotik hicrelere bakildiginda ise bu oran kontrole
kiyasla 0,12 kat ile sonuglanmigtir. LY294002:Tubastatin A kombinasyonunda ise kontrol ile
karsilastirildiginda MOLM-13 hiicresnde 0,48 kat artan geg apoptotik hiicre gorilmustdr.
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Sekil 3.7 ilag kombinasyonunun CMK hiicrelerinde hiicre élimii (izerine olan etkisi. Boyanmis hiicreler,

apoptotik hucrelerin yluzdesini saptanmasi igcin akis sitometrisi ile analiz edildi. Temsili
histogramlar gosterildi. Sag alt (Q4; Annexin V-FITC+/PI-) ve sag Ust (Q2; Annexin V-FITC+/PI+)
kadranlarindaki hucreler, sirasiyla erken ve geg apoptozu gosterir. Sag paneldeki grafikler
apoptotik hiicrelerin ylzdelerini gosterdi. Ustteki grafik toplam apoptotik hiicre sayisini (Q2+Q4),
alttaki grafik ise erken (Q4) ve ge¢ (Q2) apoptotik hlicre popllasyonunu ayri ayri géstermektedir.

27



Propidium Iodine

Propidium Iodine

Propidium Iodine

Control

DMSO

LY294002
P

A4

TUBITAK

Control

Annexin-V FITC

DMSO

LY294002

Apoptotic Cells/Control (%)

Control

PCI-34051

Annexin-V FITC

DMSO

LY294002

MOLM-13
g 201
H
£ 15
H
o
)
3 10
o
£
3 s
2
g
2
<
o\
v
/\0 @Q’
&
&
<
MOLM-13
200
150
100
50:
[
> 3 ¥ v
«© X R O
N 5 3o 2 2
I S & e ’B‘g
& &
@h
&
MOLM-13
3 200
K]
£ 150
s
o
]
= 100-
o
K
5 5
k-
g
2
<
> N 9 N N
& & & $ »
& B & & &
A O O
2 ] L
&
&

Annexin-V FITC

MOLM-13

Bl Early Apoptosis
=1 Late Apoptosis

Apoptotic Cells (/)
NS

& v v
SIS S
(, o"’ rep ORS
& $
P
<5
&
o
&
MOLM-13
8 5
Ml Early Apoptosis
A =3 Late Apoptosis
9
8
g4
8
g
g 2
<
o
> o & ¥
RO $ S S
& S » A ¥
S & )
(5 o W &
g,s
oo
<
MOLM-13
8 !
Il Early Apoptosis
S =1 Late Apoptosis
Py
3
S
g4
3
g
g 2
<
0-
P q‘&g» & &
& & @ o
€ F
&
O

Sekil 3.8 ilag kombinasyonunun MOLM-13 hiicrelerin hiicre 8limi (izerine olan etkisi. Boyanmig
hicreler, apoptotik hicrelerin ylzdesini saptanmasi igin akis sitometrisi ile analiz edildi. Temsili
histogramlar gésterildi. Sag alt (Q4; Annexin V-FITC+/PI-) ve sag Ust (Q2; Annexin V-FITC+/PI+)
kadranlarindaki hucreler, sirasiyla erken ve ge¢ apoptozu gésterir. Sag paneldeki grafikler
apoptotik hiicrelerin ylzdelerini gosterdi. Ustteki grafik toplam apoptotik hiicre sayisini (Q2+Q4),
alttaki grafik ise erken (Q4) ve ge¢ (Q2) apoptotik hlicre popllasyonunu ayri ayri géstermektedir.
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3.6 Otofaji inhibisyonunun ve HDAC inhibisyonunun Kombinasyonunun Otofajinin

Molekiiler isaretleri Uzerindeki Etkisi

Kombinasyon uygulamasinin otofajinin molekuler belirtegleri tGzerine etkisini anlamak igin
etkisini anlamak i¢in, mikrotubule bagli protein hafif zincir 3 (LC3) I'in LC3-ll'ye donligimunin
oranina bakildl. Lizozom ve otofagozomun fizyonu Uzerine LC3B-Il, lizozomal enzimler
tarafindan pargalanir ve bu da LC3B-II'nin ekspresyon seviyesinde bir azalmaya yol agar.

Calismamizda CMK hicrelerine LY294002:PCI-34051 kombinasyonu uygulandiginda kontrol
hicrelerine kiyasla LC3BIl/I orani 2,5 kat artmistir (Sekil 3.9A). Bu sonucun aksine LY294002,
SAHA (Sekil 3.9B) ve Tubastatin A (Sekil 3.9C) ile birlikte uygulandiginda bu oranda kontrol
hicrelerine gére anlamli bir fark elde edilmemistir. Ancak bu kombinasyonlarda LY294002
uygulamasi LC3BIl/I oranini kontrol hicrelerine goére artitirmistir. MOLM-13 igin ise
LY294002:SAHA kombinasyonu uygulandiginda kontrol hiicrelerine kiyasla LC3BIl/I orani 2,4
kat artarken (Sekil 3.10B), LY294002:Tubastatin A kombinasyonununda (S$ekil 3.10C) 1,3 kat
LC3BII/l oraninda artis gbzlemlenmistir. Ote yandan, LY294002:PCI-34051 (Sekil 3.10A)
kombinasyonunda kontrol hicrelerine goére LC3BIl/l oranininda anlamh bir fark

gbzlemlenememigtir.
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Sekil 3.9 LY294002 ve PCI34051 (A), SAHA (B), Tubastatin A (C) kombinasyon uygulamasinin CMK
hiicrelerinde 48 saat boyunca LC3B I/l proteininin ifadesi Gzerindeki etkisi. Sag panellerde
GAPDH ile normalizasyondan sonra LC3B'nin relatif yogunlugu grafiklerde gosterilmistir.
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Sekil 3.10 LY294002 ve PCI34051 (A), SAHA (B), Tubastatin A (C) kombinasyon uygulamasinin MOLM-
13 hucrelerinde 48 saat boyunca LC3B I/l proteininin ifadesi tizerindeki etkisi. Sag panellerde GAPDH
ile normalizasyondan sonra LC3B'nin relatif yogunlugu grafiklerde gosterilmistir.
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3.7 ilag uygulanan hiicrelerin koloni olusturma potansiyellerinin tespit edilmesi

Proje 6nerisinde MOLM-13 ve CMK huicrelerinin koloni olusturma potansiyelleri Yumusak Agar
Koloni Olusturma Teknigi kullanilarak incelenmek istenmistir. Bu amagcla hucreler, 6ncelikle 6
kuyulu plakaya %0,6 Ust agara ekilmis ve plakalar, %5 CO; inkiibatériinde 2 hafta boyunca
37°C'de inkube edilmistir. Hicrelerin koloni olusturma becerileri 2 giinde bir mikroskop altinda
kontrol edilmis ve hicrelerin saglikl bir sekilde buylimedikleri ve pargalandiklari géraimustir
(Sekil 3.11). Bu yuzden st agarin %0,5, %0,4 ve %0,35 farkli oranlari hazirlanmis ve yine
hdcrelerin gogalmadigi ve sagliksiz oldugu goértlmigstir. Daha sonra agar yerine agaroz
kullanilan bazi protokoller denenmistir. Benzer sonuglar bu protokollerde de géruimustur. Ek
olarak agar yerine metil seliloziinde sispense hulcrelerde koloni olusturma deneyleri igin
kullanilabilecegi bir metotta denenmistir. Birgok farkli yontem ve besiyeri konsantrasyonu
kullaniimasina ragmen koloni olusturan hicreler tespit edilememigstir. Hicreler bu sekilde de
blyimemis ve koloni olusturmamistir. Ardindan, koloni olusturma potansiyeli bilinen Kronik
miyeloid 16semi (KML) hicre hatti olan K562 hicreleri belirtilen protokole uygun bir sekilde
Yumusak Agar Koloni Olusturma Teknigi kullanilarak %5 CO- inkiibatériinde 2 hafta boyunca
37 ° C'de inklbe edilmistir. Sonucta hicrelerin koloni olusturdugu goérulmustir (Sekil 3.12).
K562 hicreleri sekilde goruldaga tzere normal sartlar altinda da yakin koloniler olusturarak
blayimektedir (Sekil 3.13). Buda MOLM-13 ve CMK hicrelerinin protokol kaynakli degil de
hdcre tipi kaynakh olarak agarda blyumediginin sebebini agiklamaktadir. Bu iki hicrenin
normal gartlar altinda da koloni olugturma yeteneklerinin diger hucrelere gore daha dusuk
oldugunu varsayiyoruz. Bu yuzden denedigimiz protokollerde hicrelerin koloni olugturamadan

parcalandigini disunuyoruz.
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Sekil 3.11 MOLM-13 (a) ve CMK (b) htcrelerinin yumusak agar koloni olusumu mikroskop
goruntusu ve kristal viyolet ile boyanmasi

A
s

Sekil 3.12 K562 hiicresinin yumusak agar koloni olusumu mikroskop gorintasu
ve kristal viyolet ile boyanmasi
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4 TARTISMA

Akut Miyeloid Lésemi (AML), periferik kan, kemik iligi, dalak ve karacigerde patlama adi verilen
olgunlasmamis miyeloid hicrelerin birikmesiyle karakterize edilen ve sonunda hematopoietik
maligniteye yol acan bir hastaliktir. Kromozomal anormallikler ve genetik anormallikler, AML'yi
oldukca karmasik bir hastallk yapan AML'nin patogenezinde rol oynayabilir. Genetik
anormalliklerin yani sira PI3BK/AKT/mTOR, Wnt, Notch, STAT3, Hedgehog gibi 6nemli hiicresel
yolaklarin AML hucrelerinde deregule oldugu ve birgcok kanserin patogenezinde rol oynadigi
bildirilmigtir. Bu yollardan biri, hiicre buaylimesini ve gogalmasini, hucre sagkalimini, hicre
metabolizmasini ve anjiyogenezi dizenleyen en &énemli hicre igi yollardan biri olan
Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/AKT/ Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR)
sinyal yoludur. . PI3BK/AKT/mTOR yolunun, meme kanseri, kolorektal kanser ve hematolojik
maligniteler gibi hemen hemen tim kanserlerde anormal oldugu bulunmustur ve bu yolun
anormal aktivasyonu, artan hiicre déngusu, hlcre proliferasyonu, hiicre metabolizmasi ve
hdcre sagkalimi dahil olmak tGzere kanserin birgok yonune katkida bulunur. AML hicreleri PI3K
yolaginin aktivasyonuna ihtiyag duymaktadir ve AML hastalarindan alinan orneklerde
LY294002 ile bu yolagin spesifik inhibisyonu doza bagli bir azalma gdstermektedir (Xu vd.,
2003). Son zamanlarda yapilan birkag c¢alisma, epigenetik degisikliklerin  AML'nin
patogenezinde de rol oynadigini gostermistir. Histon deasetilaz (HDAC), kromatin yeniden
sekillenmesi ve gen ekspresyonu igin 6nemli bir epigenetik diizenleyicidir. Bu nedenle, kanser
hicrelerinde HDAC'lerin islevindeki herhangi bir diizensizlik, hiicre farklilagsmasi, anjiyogenez,
apoptoz ve hicre proliferasyonu gibi énemli hicresel olaylarin diizenlenmesinde yer alan
genlerin baskilanmasina yol agabilir. Bu g¢aligmada, iki farkli AML hicre hatti kullanarak
PIBK/AKT/mTOR yolu modulasyonu ve HDAC enzim inhibisyonunun hiicre dénglsu ve hucre
O0lim mekanizmasi Uzerindeki etkisini arastirmayl amagladik; MOLM-13 ve CMK. Literatur
calismalari, HDAC inhibitérlerinin, kemoterapi veya metilasyonu baskilayici ajanlarla
kombinasyon halinde bir role sahip olabilecegini gdstermistir (Khan vd., 2012).

Bu calismada, spesifik PI3K inhibitérii olan LY294002 ve farkli HDAC enzim inhibitorleri
(SAHA, PCI-34051 ve Tubastatin A) kullaniimistir. LY294002 PI3K aktif bolgesine baglanan
ATP yarismali bir inhibitdrdir. Bu inhibitdrin kullanildigi literatlirde birgok ¢alisma vardir.
FLT3-ITD mutasyonlu ve sorafenib direngli AML hucrelerinde bu inhibitérin direnci geri
cevirdigi ve direngli hiicreleri apoptoza goétirdigu goézlenmistir (Huang vd., 2021). Ayrica bu
inhibitdérin kombinasyon galismalari AML’de etkili bir sekilde ¢alisiimistir. Chen ve arkadaslari,
LY294002 inhibitérd ile As203 inhibitérinin AML hcreleri Gzerinde sinerjistik etkilerini
saptamiglardir (Chen vd., 2015). Bcl-2 inhibitéri olan ABT199 ile LY294002 kombinasyonu

K562, HL60 ve KG1a hicrelerinin hiicre donguleri Gizerinde sinerijistik bir etki gostermiglerdir
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(Geng vd., 2021). Calismamizda kullandigimiz her iki hiicre hatti i¢in bu inhibitor icin dugsuk
mikromolar seviyesinde GI50 degeri tespit edilmigtir.

HDAC inhibitérleri kanser tedavisinde umut verici ajanlardir. HDAC inhibitdrleri, kanser
hdcrelerinde anormal sekilde baskilanan genleri potansiyel olarak aktive edebilir ve bu sekilde
malign fenotipi tersine gevirebilir. Bu ajanlar ayrica kromatin yapisini degistirir ve artan
genomik kirilganliga ve DNA hasarina yol acabilir. Tek ajanli HDAC inhibitéri tedavisi yalnizca
%10 ila %20 yanit oranlari saglar. ilk onaylanmigs HDAC inhibitérlerinden olan Vorinostat
(SAHA), AML’de tek uygulandiginda hafif bir inhibitér etkisine sahip olmasina ragmen 5-
azasitidin ile kombine edildiginde %30'luk bir yanit orani saglamistir (Garcia-Manero vd.,
2011). Yapilan bir klinik faz Il denemesinde, SAHA ile cytarabine kombinasyonun %85'lik yanit
orani ile tek basina cytarabine tedavisinden ¢ok daha ustindi (Garcia-Manero vd., 2012);
Ozellikle, FLT3-ITD mutasyonlar olan tim hastalarda yanitlar vardi. 5-azasitidin ile HDAC
inhibitéri Mocetinostat (MGCDO0103) kombinasyonunda da cesaret verici sonuglar bildirilmigtir.
HDAC inhibitdr tedavisinin tek basina daha hafif ancak kombinasyon g¢aligmalarinda daha
kuvvetli sonuglar gdstermesi ve preklinik testlerin PI3K inhibitérlerinin histon deasetilaz
(HDAC) inhibitérleri ile kombinasyonu igin umut verici anti-kanser aktivitesi ortaya ¢ikarmasi
bu calismanin da motivasyon kaynagidir (Gupta vd., 2009; Rahmani vd., 2003, 2014). Ote
yandan yapilan bir galismada PI3K ve histon deasetilaz ikili inhibitéri CUDC-907’nin bir seri
AML hdcre hatlan ve hasta érnekleri Gzerinde etkisi ¢alisiimig, sonug olarak her iki yolagin
inhibisyonunun AML progenitér huacreleri hedefledigi  bulunmustur ve bu iki yolagi
hedeflemenin umut verici oldugunu gdstermistir (Li vd., 2019).

Galismamizda farkl tip HDAC enzimlerini inhibe eden ilaglar kullaniimis ve her iki hicre
hattinda dustuk mikromolar konsantrasyonlarda GI50 degeri saptanmistir. Kullanilan HDAC
inhibitérleri arasinda HDACS inhbitori olan PCI-34051 ile yapilan kombinasyon ¢aligmalarinda
LY294002'nin tek basina uygulanmasina kiyasla ¢ok bir fark gézlenmemistir. Calismamizda
PCI-34051 tek basina hicre canliigini azaltmig, ancak hicre 6limu ya da hicre dongusu
tutulmasi Uzerinde etkili olmamistir. Spreafico ve arkadaslari bes farkli AML hiicresi GUzerinde
PCI-34051 inhibitérinlu test etmis ve bazi AML hicre hatlan igin benzer bulgulari
g6zlemlemislerdir (Spreafico vd., 2020). Farkh bir calismada ise HDACB8’in p53 deasetilasyonu
yoluyla l6semik kok hicre (LSC) transformasyonunu indukledigi ve spesifik HDACS8
inhibisyonunun AML yayilimi ve hem murin hem de hasta kaynakli LSC'lerin I6semi baglatma
kapasitesini ortadan kaldirdigi gézlenmistir (Qi vd., 2015). Literatlirde yapilmis ¢alismalar
iIsiginda PCI-34051 inhibitériinin etkisinin hiicre spesifik oldugunu ve ¢alismamizda
kullandigimiz hucrelerde etkili olmadigini duguinmekteyiz. Bu etki, kullandigimiz hiucrelerdeki
HDACS ifade duizeyine bagl olabilir ve bu durum daha ileriki caligmalarda test edilebilir. Ayrica

stromal sarkoma hicrelerinde SAHA ve LY294002 kombinasyonu en glclu sinerjistik etkiyi

35



N4
TUBITAK

gOstermistir (Quan vd., 2014). Calismamiz ile benzer olarak her iki hiicre hattinda da SAHA
kombinasyonu hdcre canhligini anlamli bir sekilde inhibe etmistir. Literatlirdeki verilerin aksine,
calismamizda LY294002 ne CMK ne de MOLM-13 hicrelerinde apoptoz indiklememigtir.
Aksine MOLM-13 hicrelerinde nekrotik hiicre populasyonunu arttirmistir. AML blast
hdcrelerinde 25 uM LY294002 inhibitériiniin uygulanmasi sonucunda hdcreler apoptoza
gitmistir (Xu vd., 2002). Baska bir makalede ise MV4-11 AML hucrelerinde 40 ve 80 uM
LY294002 inhibitériintn kullaniimasi apoptotik hiicre popllasyonu sirasiyla %13,9 ve %23,4
artmistir. Calismamizda sinerjistik bir apoptotik etki gorebilmek igin GI20 degeri CMK ve
MOLM-13 igin 1 ve 2,8 uM olarak kullaniimistir. Bu sebeple galismamizda yiksek oranda
apoptoz goérilmemesinin sebebi disik doz kullanimindan kaynaklaniyor olabilir. Bir dizi AML
ve KML hucresi Uzerinde HDAC inhibitérlerinin hassasiyetini gosteren c¢alisma, CMK
hicrelerinin tek basina Tubastatin A ve PCI-34051 inhibitérlerine hassas olmadigini
gOstermigtir (Stankov vd., 2014). Ancak bizim ¢alismamizda kullanilan 10 uM Tubastatin ve
PCI-34051, hicre canliigint %90 oraninda azalmigtir.

Galismamizda kullandigimiz ilag kombinasyonunda, kullanilan dozlarda belirgin bir apoptoz
induksiyonu gézlenmemigtir. Bu sonu¢ doza bagimh olabilir. Daha ylksek dozlarda apoptoz
g6zlemlenebilir.

PI3BK/AKT/mTOR yoladi, homeostazi tesvik etmek igin lizozom aracili bozunma yoluyla
istenmeyen molekilleri ortadan kaldiran hiicresel suireg olan otofaji’nin yukari akisinda bulunur
(Aman vd., 2021). mTOR otofajinin negatif duzenleyicisi olarak tanimlanmigtir (Kim vd., 2015).
Mikrottbulle iligkili protein 1 hafif zincir 3 (MAP1LC3) olarak da bilinen LC3, otofaji strecinde
yer alan énemli bir proteindir (Koukourakis vd., 2015). Artan LC3-II seviyesi, otofaji belirteci
olarak yaygin olarak kullaniimaktadir (Rodriguez-Arribas vd., 2017). PI3K inhibitori
LY294002'nin Ozellikle tekli tedavisinde LC3BII'nin ekspresyon seviyesinin islenmemis
kontrole bakildiginda iki hucre hattinda da arttigi gézlemlenmigtir. PI3K’in inhibisyonu ayni
zamanda onun alt yolaginda bulunan otofajinin negatif regilatéri olan mTOR’un da
ekspresyon seviyesinin azalmasina neden olmakta ve bu durum otofajinin aktivasyonuna
neden olmaktadir. Her iki hiicre hattinda LY294002; Tubastatin A kombinasyonu LC3B II'nin
kontrole ve tekli LY294002 tedavisine goére azalmasina neden olmustur. Bu durum otofajinin
azaldigina isaret eder. Otofaji'nin kanser ile olan iliskisi digunuldiginde hem pro-kanser hem
anti-kanser olarak rol oynadigi bilinmektedir (Yun vd., 2018). Hicre canliigi ¢alismalarimiza
bakildiginda kombinasyon tedavisi tekli tedavilere gére daha fazla canhlikta azalmaya neden
olmustur. Bu durumda MOLM-13 ve CMK AML hucrelerinde otofajinin pro-kanser olarak rol
aldig1 seklinde yorumlanabilir. Clnku her iki hicre hattinda da LY294002; Tubastatin A
kombinasyonu sonucunda islenmemis kontrol ile karsilastirildiginda hem hicre canhlig

azalmis hem de LC3B II'nin ekspresyon seviyesinde disis meydana gelmistir. LC3BII
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proteininde goézlenen azalmaya, otofagozom olusumunun azalmasi ve otofaji-lizozomal
sistemden akinin azalmasi neden olabilir. Ayrica, LC3BII/LC3BI oranina bakildiginda
LY294002; PCI-34051 kombinasyonunda CMK hicresinde artarken MOLM-13 de azalmistir.
LY294002; SAHA kombinasyonunda ise LC3BII/LC3BI orani CMK hicre hattinda azalirken
MOLM-13 hicre hattinda artmigtir.  Buda AML'nin farkli alt tiplerinde ayni kombinasyonun
farkli sonuglar verebilecegine isarettir. Calismamizda da iki farkli arka plana sahip hiicre
secilmis ve tedaviye verilen yanitlar karsilastirmak ve AML’nin patogenezi bakimindan
yorumlanmak istenmistir. Buda Kigisellestirilmis tedavilerin énini agacak ve kisiye 0Ozel
yaklagimlar ile hizli ve etkili tedavi yontemleri ile klinikte destek bulacaktir.
Bu galismada her ne kadar MOLM-13 ve CMK hiicre hattinda PI3K ve HDAC inhibisyonunun
birlikte otofaji Uzerine etkilerini anlamak i¢in LC3B oranina bakilmis olsa altinda yatan
mekanizmay! anlamak igin ilave galismalara ihtiyag vardir. Otofaji olduk¢a karmasik birgok
farkli proteinin rol aldigi énemli bir hiicresel mekanizmadir. Bu yuzden kesin yorumlar
yapabilmek igin ileri galigmalarda ULK-1, ATG5, Beclin-1, p62 vb. gibi otofaji iligkili
proteinlerinde ekspresyon seviyesi incelenebilir ve AML’deki potansiyel roli hakkinda daha net

yorumlar yapilabilir.

5  SONUC ve ONERILER

Su ana kadar ¢alismamizin bazi kisimlar ulusal ve uluslararasi kongrelerde s6zli ve poster
olarak sunulmustur. Projeden elde edilecek sonuglara gbre, hayvan modellerinde in vivo
calismalar ve hasta drneklerinde benzer calismalar ve projeler planlanacaktir. Proje ile bu
sinyal yolaklarinin anlagiimasi, kisiye 6zgl kanser tedavisinde yeni bir yaklagsim ortaya
koyacak ve klinik calismalarin yolunu agacaktir.

Projemiz kapsaminda iki 6grencisi bursiyer olarak desteklenmis ve bu alanda Turkiye'de geng
bilim insanlarinin egitimine katki sunulmustur. Projemiz ayni zamanda bir STAR bursiyerine
ev sahipligi yapmistir ve bolumimuz Gglncu sinif 6grencimiz projede yer alarak tecribe
kazanmistir. Proje ¢alismalarindan elde edilen sonuglar yiksek etki degerine sahip SCI ya da
SCI-E endeksli dergilerde yayinlanmak tizere yazim asamasindadir.

Proje calismalarindan elde edilen veriler umut verici ve yeni calismalara temel bilgi
saglayacaktir. Ozellikle in vivo ve Klinik calismalar yapilmasina yénlendirebilecektir. Bu agresif
hastaligin tedavisi icin milli kaynaklarimiz ile elde edilen veriler sayesinde yeni ve guclu bir
terapotik segenek olma potansiyeline sahip ¢alisma oldugunu dusinidyoruz. Calismada elde
edilen sonuglan yuksek etki faktorll dergilerde yayinlamak éncelikli hedefimizdir.

Son olarak, proje O6nerisinde basta o©ngorilen hedeflerin yliksek oranda ulasildigini

dusinmekteyiz.
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