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OZET

RABDOMYOSARKOM HUCRE DIiZiSINDE ONKOGENIK WIP1 FOSFATAZIN VE
DNA HASARI CEVABI REGULASYONUNUN ARASTIRILMASI

DEMIR E. 2021, Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022

Amac: RMS A204 hiicre hattinda onkojenik Wipl fosfatazin genotoksik stres kaynakli

(etoposid) apoptoz aktivasyonu lizerine etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, A204 hiicrelerinde etoposid, GSK2830371 ve etoposid +
GSK2830371 kullanilarak; Hiicre canliligi, 24-48-72 saatlik inkiibasyonun ardindan MTT ile
analizi edildi. Apoptozu indiiklemek i¢in 24-48-72 saatlik inkiibasyonun ardindan Annexin V
testi yapildi. WIP1, GAPDH, fosfo p53 ve total p53 proteinlerinin seviyeleri, 48 saatlik

inkiibasyonun ardindan Western blot analizi ile 6l¢iilmiistiir.

Bulgular: Etoposide'in GSK ile kombinasyonu halinde zamana ve doz artigina bagli olarak
metabolik aktiviteyi azalttigit MTT testi ile belirlenmistir. Etoposid ve GSK kombinasyonun
da zaman artisina bagli olarak apoptoz miktarinda artis oldugu Annexin V testi ile
saptanmigtir. Etoposid + GSK kombinasyonunun Wip1’in baskilanmasiyla fosfo p53 proteini

seviyesinde artisa sebep oldugu Western Blot analizi ile tespit edilmistir.

Sonu¢: bu calismada, A204 rabdomyosarkom hiicre hattinda PPM1D amplifikasyonu
nedeniyle asir1 artan Wipl ekspresyonunu inhibe ederek genotoksik stres olusturan bir
kemoterapi ajani olan etoposidin etkinligi ve bu hiicrelerin apoptoz yoluyla kemoterapiye

yaniti arastirildi.

Anahtar kelimeler: DNA hasar1 cevabi (DDR), A204, Rabdomyosarkom (RMS), Wipl

fosfataz.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ONCOGENIC WIP1 PHOSPHATASE AND DNA DAMAGE
RESPONSE REGULATION IN RHABDOMYOSARCOMA CELL LINE.

DEMIR E. 2021, Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences,
Faculty of Medicine, Medical Biology Program Master Thesis, Aydin, 2022

Objective: It was aimed to investigate the effect of oncogenic Wipl phosphatase on
genotoxic stress-induced (etoposide) apoptosis activation in RMS A204 cell line.

Material and Methods: In the study, using etoposide, GSK2830371, and etoposide +
GSK2830371 in A204 cells; Cell viability was tested by MTT analysis after 24-48-72 hours
of incubation. Annexin V test was performed at the end of the 24-48-72 hours period to
induce apoptosis. The levels of WIP1, GAPDH, phospho p53, and total p53 proteins were

measured by Western blot analysis at 48 hours.

Results: It has been determined by the MTT test that Etoposide reduces metabolic activity
depending on time and dose increase in combination with GSK. It was determined by the
Annexin V test that the combination of etoposide and GSK also increased the amount of
apoptosis depending on the increase in time. It was determined by Western blot analysis that
the combination of etoposide + GSK caused an increase in the level of phospho p53 protein

by suppressing Wip1.

Conclusion: in this study, the efficacy of etoposide, a chemotherapy agent that creates
genotoxic stress by inhibiting the excessively increased expression of Wipl due to PPM1D
amplification in A204 rhabdomyosarcoma cell line, and the response of these cells to

chemotherapy were investigated through apoptosis.

Key words: DNA damage response (DDR), A204, Rhabdomyosarcoma (RMS), Wipl
phosphatase.



1. GIRIS

Kanserin tanimin ilkkez Hippokrat yapmis vetiimoriin etrafindaki sigsmis damarlari bir
yengecin bacaklarina benzettigi i¢in Latince yengec anlamina gelen "canker" veya "carcinos”
kelimelerinden tiiretmistir (Baykara, 2016). Kanser ¢oklu molekiiler degisikligi kapsayan
heterojen bir hastaliktir. Genomikstabilitenin  korunmasi, DNA replikasyonundan
kaynaklanan hatalari, hiicresel metabolizmadan kaynaklanan reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi
endojengenotoksik stresi ve eksojen kanserojen hakaretleri dnlemek igin hiicresel biitiinliik
icin gereklidir (Yao ve Dai, 2014). Genomik kararsizlik; baz ¢ifti mutasyonu sikliklarinin
artist ve mikrosatellit kararsizigini igerir. Bununla birlikte, kromozom sayisinda veya
yapisindaki varyasyonlara kromozom kararsizligi adi verilir (Al-Sohaily ve digerleri, 2012,
Roschke ve Kirsch, 2010).

Rabdomyosarkom (RMS), cocuklarda en sik goriilen yumusak doku sarkomudur
Histolojik ozelliklerine gore, embriyonal rabdomiyosarkom, alveolar rabdomiyosarkom,
pleomorfik rabdomiyosarkom ve igsi hiicre/sklerozan rabdomyosarkom olmak tizere dort alt
tipi vardir (Kallen ve Hornick, 2021). Yumusak doku sarkomlari, patolojik ve klinik olarak
farklilik gosteren nadir bir mezenkimal tiimér grubudur. Bu tiimérlerin ¢ogu, translokasyonlar
olarak ortaya cikan spesifik iskelet kasi Oncii hiicrelerinin kromozomal anormallikleri ile
iligkilidir (Charytonowiczve ve digerleri, 2009). Alveolar rabdomiyosarkomlu hastalarinin
cogunda; t(2;13), (q35; gl14) veya t(1;13) (g36;014) kromozomal translokasyonlar: tespit
edilmistir. Benzer sekilde bu hastalarin yaklasik %60’1nda PAX3-FOXO1 geninin, %20’sinde
ise PAX7-FOXO1 geninin ifade edildigi tespit edilmistir (Barr ve digerleri, 2002; Wachtel ve
digerleri, 2004).

RMS; iskelet kasi, bag dokusu, kemik, mesane, burun, géz gukuru, prostat, testis ve
aniis gibi yumusak dokularda ortaya ¢ikabildigi rapor edilmistir (Ognjanovic ve digerleri,
2009). RMS hastalarin yaklasik olarak %70’i 10 yasindan once teshis edilmesine ragmen,
ergenlik ve eriskin donemlerde de rastlanilabilmektedir (Miwa ve digerleri, 2020).

RMS’de diger kanserlerin ilerlemesi gibi; kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinin yani
sira, hiicre popiilasyonunda biiylik bir genislemeye yol agan apoptotik fonksiyonlarin
kaybinin bir sonucudur (Safarzadeh ve digerleri, 2014). Bu sebep ile ¢ogu antikanser
tedavisinin, kemoterapi veya radyoterapi, esas olarak kanser hiicrelerinde programlanmig

hiicre 6ltimiinii (apoptoz) tetikleyerek hareket ettigi diistiniilmektedir.



Bir memeli genomunda hiicresel metabolizma, kendiliginden bozulma ve replikasyon
hatalar1 nedeniyle her giin yaklasik olarak 10° DNA lezyonlarmin ortaya ¢iktigi tahmin
edilmektedir (Hoeijmakers, 2009). Okaryotik hiicrelerde genomik stabilitenin siirdiiriilmesi
icin herhangi bir DNA hasar1 meydana geldiginde DNA tamirinin devreye girmesi icin
korunmus bir DNA hasar1 yanitt (DNA DamageResponse;) olan DDR bulunur (Bartkova ve
digerleri, 2005). Bu koruma mekanizmasi, genom dengesizligini 6nleyen ve hiicreleri tiimor
gelisimine kars1 koruyan igsel bir bariyeri temsil eder (Karlsson-Rosenthal ve Millar, 2006).
DDR, DNA hasarina yanit olarak aktive edilen bir siliregtir, DNA tamirini koordine eden
mekanizmalarin diizenlenmesinden sorumludur ve DNA’da meydana gelen hasar1 gidererek
hiicrenin genomik biitiinliglinii korumay1 hedefler (Zannini ve digerleri, 2014). DDR’nin
tetiklenmesiyle fosforilasyon yoluyla aktive olan bir dizi sinyal kaskadi baslatilir. Hiicrede
DNA hasar algilandiginda ATM/ATR, Chk2/Chkl1 kinazlarin aktivasyonu ve takiben p53°iin
hizli aktivasyonu saglanir. Sekil 1.’de p53’iin aktivitesi iizere gerceklesebilen hiicre ici

reaksiyonlar gosterilmektedir.

HUCRE DONGUSU
KONTROL NOKTASI

APOPTOZ

DNA ONARIMI

Sekil 1. P53’iin aktivitesi lizere gergeklesebilen hiicre ici reaksiyonlar.

Sekil 1.°de gosterildigi tiizere p53 hiicre dongiisiiniin  durdurulmasi, senesens,
proliferasyon, DNA tamiri ve apoptozise aracilik eden ¢ok sayida genin transkripsiyonel
aktivasyonunu da saglar (Jacksonve Bartek, 2009). DDR’de p53 tarafindan baslatilan DNA
onarim igleminin bitirilmesiyle bu hiicrelerde, hiicre dongiisiiniin tekrar baglatilabilmesi i¢in
p53’in fosforilasyon diizeyini azaltarak gorev yapan fosfatazlar da yer almaktadir. Bir
Serin/Treonin (Ser/Thr) fosfataz olan PPM1D/Wip1 p53’iin fosforilasyon diizeyini dogrudan

2



ve dolayli olarak azaltan ve p53°e de baglh olarak indiiklenen en 6nemli fosfatazdir (Lu ve
digerleri, 2004). Sekil 2. de gosterildigi tlizere PPM1D/Wipl, 17923 bolgesi iginde

lokalizedir ve insan Wip1 proteinini kodlar.
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Sekil 2. PPM1D/Wip1 geninin, 17q23 bolgesi i¢cinde gosterimi.
(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PPM1D
05.08.2021 tarihinde modifiye edilerek alinmistir)

Esasen PPM1D/Wipl o6zellikle genotoksik stresle p53’e bagli olarak indiiklenen bir
gendir ve Wiplde p53°iin ATM/ATR kinazlarca baslatilan aktivasyonunu kapatmada p53°i
defosforile etmek yoluyla rol oynamaktadir. (Pommierve digerleri, 2010). Wipl’in
regiilasyonu bozulmus ve siirekli ifade edilmeye baslanmigsa onkogen 6zelligi kazanmakta ve
ATM/ATR aracili DNA hasar1 cevabini ve p53°e bagl tiimor siipresor cevaplart (apoptozis,
senesens) inhibe ederek tiimorigenezi tesvik edebilmektedir (Cosseve digerleri, 2007). Wipl
kendi basina kanser baslatan bir onkogen olarak hareket etmeyebilir, ancak birden fazla hedef
molekil tizerindeki baskilayict islevi araciligiyla P53’ inhibe ederek tiimor gelisimine sebep
olabilir. Bu neden ile PPMI1D geninin asir1 ifade edilmesi Wipl’in onkogen 06zelligi
kazanmasina sebep olmaktadir. Bulunan bu sonu¢ Wipl’in up-regiilasyonunun kanserde
onemli oldugunu ortaya koymaktadir. Wip1’in p53’ii inhibe etmesiyle tiimorogenezin tesvik

edildigi 6nemli bir mekanizma olabilecegini ortaya koymaktadir (Manvati ve digerleri, 2014).

Etoposid, DNA ve topoizomeraz Il enzimini inhibe ederve boylelikle DNA ipliklerinin
yeniden baglanmasini onleyen bir kemoterapétik ilactir (Sekil 3). Testis, akciger, lenfoma,
l6semi, noroblastoma ve yumurtalik kanserlerinde tedavi amacgli kullanilmaktadir (Krishna,
2007). Topoizomeraz inhibitorii olan etoposid molekiilii hiicre bdliinmesinin premitotik
asamasinda ciddi DNA hatalarina neden olur ve bu durum kanser hiicresinin apoptoza
yonelmesine neden olur (Pommier ve digerleri, 2010). Sekil 3’de Etoposid molekiilii ve Wipl

fosfataz inhibitorii GSK'nin acik kimyasal yapisini gérmekteyiz.


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PPM1D
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Sekil 3. Etoposid molekiilii ve Wiplfosfatazinhibitorii GSK2830371'nin agik kimyasal
yapisi

Roos ve Kaina 2006 yilinda yaptig1 c¢alismadaspesifik DNA lezyonlarin
apoptozunutetikledigi tespit edilmistir (Roos ve Kaina, 2006). Etoposid kemoterapisinin,
cocuklarda ve geng yetiskinlerde RMS icin %69 genel yanit orani ile oldukga aktif bir rejim
oldugu bulunmustur (Sasadave digerleri, 2016). Etoposideapoptozu indiikleyerek timor
bliylimesini baskiladigindan, bu kemoterapi ajan1 insan RMS hiicrelerinde hiicre 6limiinii
tesvik edebilecegi bilinmektedir. Bu ¢alismada, Etoposid'in Wipl varlifinda ve yoklugunda
RMS hiicre dizisinde zamana ve doza baglh biiylimeyi inhibe edici etkileri arastirilmuistir.
RMS tedavisinin basarisizligi genellikle kanser hiicrelerinin kemoterapétik ilaglara direnci
temelinde degerlendirilir. Bu nedenle, apoptotik savunmanin restorasyonunu kullanan
yenilik¢i bir terapotik yaklagim, oldukca kotli huylu tiimore sahip hastalarin tedavisi icin etkili

olabilir.

GSK2830371 (kisaca GSK); oral aktif, allosterik Wipl fosfataz inhibitoriidiir ve
ICsodegeri 6 nM'dir (Sekil 3) (Gilmartin ve digerleri, 2014). Inhibitdriin TUPAC adi su
sekildedir;5-[[(5-kloro-2-metil-3-piridinil)-amino]metil]-N-[(1S)-1-(siklopentilmetil)-
2(siklopropilamino)-2-okzoetil]-2-tiofenekarboksamit,  (S)-5-(((5-kloro-2-metilpiridin-3-il)-
amino)metil)-N-(3-siklopentil-1-(siklolopropilamino)-1-okzopropan-2-yl)-tiofen-2-

karboksiamit.

Bu tez calismasinda A204 hiicre dizisi kullanilarak, Etoposid’in GSK2830371 (GSK)
ile sinerjistik etki gosterip gostermedigi arastirilmistir. Wip1’in RMS’de apoptozis direncine
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etkisi aragtirllmistir. Ayrica olast direng mekanizmasini aydinlatmak tizere Wip1 varliginda ve
yoklugunda etoposidle indiiklenen DDR sinyal yolag ile iligkili protein p53’iin total ve/veya

fosforilasyon diizeyleri test edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Rabdomyosarkom

Kanser tim diinyada halen en sik rastlanilan 6liim nedenlerinden birisi olarak yerini
korumaktadir. Kanserin molekiiler temelinin anlagilmasinda, teshisinde ve tedavisinde biiytik
ilerlemeler kaydedilmistir. Tedavi rejimlerindeki ilerlemelere ragmen, yiiksek riskli RMS'li
hastalarin, ozellikle de primermetastatik veya niikseden hastaligi barindiran hastalarin
sagkalimm da son on yilda 6nemli Ol¢iide bir degisiklik goriilmedigi yapilan ¢alismalarla
ortaya konulmustur (Malempati ve Hawkins, 2012). Bununla birlikte kanser mortalite orani

halen c¢ok yiiksek olup yeni tedavi yaklasimlarina gereksinim duyulmaktadir.

RMS'nin ilk tanimi 1854'te Weber tarafindan yapilmistir. Bununla birlikte, ilk yayinin
92 yil sonra 1946'da Stout tarafindan yapildig1 diisiiniilmektedir (Stout, 1946). Dort alt tipi
vardir;  embriyonal  rabdomiyosarkom, alveolar  rabdomiyosarkom,  pleomorfik
rabdomiyosarkom ve igsi hiicre/ sklerozan rabdomyosarkom (Kallen ve Hornick, 2021).
RMS, iskelet kas1 miyositlerine tam olarak farklilasamayan mezenkimal hiicrelerden gelisen
oldukca agresif bir kanser tiiriidiir. Bu tiimdr hiicreleri rabdomiyoblastlar olarak tanimlanir
(Kallen ve Hornick, 2021). Rabdomiyosarkomlarin, adindan da anlasilacagi gibi, iskelet kasi
ile iliskili oldugu varsayilir. Ancak sasirtic1 bir sekilde, bu tiimorler histolojik olarak prostat,
idrar kesesi veya safra kesesi gibi iskelet kasi olmayan cesitli yumusak doku veya viseral
bolgeleri igerirler. Cogu agresif bir klinik seyreder. (Dashti ve Cates, 2021; Spunt ve digerleri,
2000).

Bu tiimoriin, cesitli gelisimsel genler, dis biiylime faktorleri ve hiicre dongiisii ile iligkili
genler aracilifiyla siki bir sekilde diizenlenen normal miyojenikproliferasyon ve farklilasma
stireclerinin kesintiye ugramasi yoluyla iskelet kasi oOncii hiicrelerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Rabdomiyosarkomla iligkili ¢oklu genetik lezyonlar vardir (Shern ve
digerleri, 2014). Bir kimerik protein olan PAX-FOXO1'in aktif transkripsiyon faktorii olarak
gorev aldig1 ve abnormal genlerin tetiklenmesi yoluyla onkogenik transformasyona yol actig1
rapor edilmistir. Benzer sekilde; PAX-FOXO1 fiizyon proteinlerinin onkogenik potansiyeli
oldugu ve flizyon-pozitif RMS'de tiimdrlesmede dominant onkogenler olarak fonksiyon

gordiikleri tespit edilmistir (Xia ve digerleri, 2002; Fredericks ve digerleri, 2000). Bu
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raporlara dayanarak PAX-FOXOLl'in potansiyeli yiiksek bir terapdtik hedef ve PAX-
FOXOL1 translokasyonu olan RMS hastalarinda prognozu Ongoren giicli bir markor

olabilecegi rapor edilmistir (Miwa ve digerleri, 2020).

Bununla birlikte, bu tiimoérlerin siklikla c¢esitli kromozomalabnormalitelerle iliskili
oldugu ve bunlarla iliskiliolarak tiimor baskilayict pS3 geninin fonksiyonunu kaybetmesi
sonucu gelistigi farkli ¢alismalarla ortaya konmustur (Parham ve Ellison, 2006; Borden ve
digerleri, 2003). Kanser gelisiminde aktif rol oynayan genlerin hasar almasi durumunda ilgili
hiicrede apoptoz mekanizmasinin aktiflestirilmesi biiylik 6nem tasimaktadir (Su ve digerleri,

2015).

2.2. DNA Hasari ve DNA Hasar1 Cevabi

Hiicre genomu dinamik bir yapiya sahip oldugu i¢in hem hiicre metabolizmas1 ve
replikasyon gibi dogal siirecler hem de cevresel faktorlerin etkisiyle devamli hasara maruz
kalmaktadir. DNA molekiiliinde mutasyona neden olan faktorler genom yapisinin fonksiyonel

yapisinda istenmeyen degisikliklere yol acarlar (Turgeon ve digerleri, 2018).

Bu faktdrler; iyonize radyasyon, U.V. 1sinlari, sigara, alkilleyici ajanlar, aflatoksinler,
vinilklorid, hardal gazlar1 vs. gibi dis kaynakli (¢evresel) olabilecegi gibi, hiicre igerisinde
meydana gelen yanlis eslesmeler (insersiyon, delesyon gibi), deaminasyon ve metilasyon gibi
kimyasal degisimler, baz kayiplari, oksidatif hasar ve replikasyon hatalar1 gibi i¢ kaynakli
faktorleride icermektedir (Zannini ve digerleri, 2014). Hiicrelerin maruz kaldigi i¢ ve dis
kaynakli stres faktorleri DNA’da basit baz degisikliklerine neden olabilir veya delesyonlar,
flizyonlar, translokasyonlar veya andploidi gibi daha karmasik degisikliklere neden olabilir
(Sancar ve digerleri, 2004). Ayrica DNA hasarlart mutajenik etkiye sahip olduklari igin;
replikasyon sirasinda tamir edilemezlerse kanser ve yaslanma gibi agir insan patolojilerini
aciga cikarirlar (Bhattacharjee ve Nandi, 2017). Bu tiir degisiklikler nihayetinde tek hiicreli
organizmalarin hiicresel 6liimiine veya ¢ok hiicreli organizmalarin dejeneratif degisikliklerine

ve yaslanmasina yol agabilir.

DNA hasar1 olustugunda, belirli kromozomal yap1 degisiklikleri veya H2AX histonunun
fosforilasyonu (fosforile formu; y-H2AX) gibi histon modifikasyonlariyla DDR  yolu



aktiflestirilebilir. y-H2AX yapist DDR faktorlerin DNA hasar bdlgesine entegrasyonunda ve
dolayistyla DNA tamirinde kritik role sahiptir (Cha ve digerleri, 2010).

Bu tedbirlerin alimmasii saglayacak olan en Onemli sinyal kaskadi ise DDR’dir
(Blackford ve Jackson, 2017). DNA hasarinin tetikledigi ve buna bagli olarak hasari notralize
edicibilinen veya varsayilan tamir yolaklari; DNA tamiri, DNA hasar kontrol noktalari,

transkripsiyonel yanit ve apoptoz seklinde siniflandirilabilir (Sekil 4) (Sancar ve digerleri,
2004).
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Sekil 4. DNA Hasar Yanit Reaksiyonlar1 (Sancar ve digerleri, 2004’den modifiye edilerek

alinmustir.)

DNA’da olusan kiigiik hasarlar genellikle onarim sistemleri tarafindan onarilir. Eger
DNA tamiri miimkiin olamazsa veya uygun bir sekilde tamir gergeklestirilemezse hiicrenin
genomik biitiinliigli saglanamayacagindan DDR, Sekil 4.’de gosterildigi iizere hasarli
DNA’nin ¢ogalmasina engel olmak i¢in apoptozis ve senesens gibi alt mekanizmalarini aktive

ederek tiimdr supresor bir bariyer gibi davranir (O’Connor, 2015).



2.3. PPM1D/Wip1 Fosfatazin Regiilasyonu ve DDR’de Rolii

Wipl ilk olarak Fiscella tarafindan 1997 yilinda, p53'e bagh bir sekilde indiiklenen bir
niikleer fosfataz olarak (wild-type p53-induced phosphatase) tanimlanmustir (Fiscella ve
digerleri, 1997). PPM1D/Wipl, 17q23 bolgesi i¢inde lokalizedir ve insan Wipl proteinini
kodlar (Pommierve digerleri, 2010). Wipl'in ekspresyonu; iyonize radyasyon,
ultraviyoleradyasyonu, anizomisin, hidrojen peroksit (H202), metil metan siilfonat ve
inflamatuarsitokinlere maruz kalma gibi ¢esitli stresler tarafindan tetiklendigi rapor edilmistir
(Lowe ve digerleri, 2010; Chew ve digerleri, 2009; Takekawa ve digerleri, 2000).

Bir serin/threoninfosfataz olan PPM1D/Wipl; UV veya iyonize edici radyasyona
maruziyetten sonra p53 tarafindan tranksripsiyonel olarak tetiklenir (Lu ve digerleri, 2004).
Wip1 proteini in vitro Mg?" bagimli fosfataz aktivitesine sahiptir ve tip-2C fosfatazlarin
karakteristik 6zelliklerinden olan okadaik asit inhibisyonuna karsi duyarsizdir (Fiscella ve
digerleri, 1997). Son ¢alismalar, Wipl'in ayrica inflamatuar sinyali baskiladigini, yaslanma
kagisin1  kolaylastirdigini ve kok hiicrelerde govdeyi korudugunu gostermistir. Wipl
sinyalinin bu yonleri Sekil 5’de gosterilmektedir (Lowe ve digerleri, 2012).

DNA Tamiri

P53
CHK 2 =ty = Hiiicre Diingiisii Tutuklanmasi APOPTOZIS

Sekil 5. Wip1’in hedefleri fonksiyonel aktivasyonunun sonuglari (Lowe ve digerleri,

2012’den modifiye edilerek alinmigtir).

Wipl sinyalizasyonunun hedefleri ve fonksiyonel sonuglarini defosforilasyon yolu ile
gerceklestirir. Wipl hedef proteinlerin dogrudan fosforilasyonu yoluyla sinyal verir. Kirmizi
ile vurgulanan proteinler timdér olusumunu baskilar ve bu proteinlerin Wipl inhibisyonu

timor olusumunu tesvik eder (Lowe ve digerleri, 2012).



2.3.1. Tiimér Hiicrelerinde PPM1D Geni Transkripsiyonu ve Etkileri

Bir serin/treoninfosfataz olan PPM1D, kritik stres yaniti olan p53 tiimor baskilayici
genin bir¢ok transkripsiyonel hedefleri arasinda yer almaktadir. PPM1D’in ATM/ATR
hedefleri olan Chkl ve p53’ii defosforile ettigi ve hiicre dongiisii kontrol noktalarini islevsiz
kildig1 tespit edilmistir. PPM1D defosforilasyonlarinin, UV ve iyonize radyasyon sonucu
aktiflesmis DNA tamir yanitinda ger¢eklesen indirgenmis hiicresel intra-S ve G2/M kontrol
noktas1 aktivitesi ile uyumlu oldugu rapor edilmistir. Ayni1 ¢alismada PPMI1D’nin asil
gorevinin p53 ve Chkl-bazli DNA hasarmin geri doniislimiinii saglamak olabilecegi hususu

tartistlmistir (Lu ve digerleri, 2005).

DNA hasar1 ile indiiklenen hiicresel yanitta p53 aktivasyonunun ardindan Wipl
promotdriine baglanir ve yiiksek Wipl protein seviyeleri ile sonuglanan Wipl
transkripsiyonunun baglatilmasina yol agar (Lu ve digerleri, 2005). Wipl proteinin
transkripsiyonunun ardindan, Wipl Ser 15 {izerindeki p53'i dogrudan defosforile eder,
dolayisiyla p53 aktivitesini ve seviyelerini azaltir. (Lu ve digerleri, 2008). P53’iin
inaktivasyonu DDR ile iliskili apoptozu etkiledigi i¢in hayati 6neme sahiptir. Eger Wip1’in
regiilasyonu bozulmus ve asir1 ifade edilmeye baglanmigsa onkogen 6zelligi kazanmakta ve
p53’e bagl tiimor siipresor cevaplart (apoptozis, senesens) inhibe ederek tiimorigenezi tesvik
edebilmektedir (Cosse ve digerleri, 2007; Manvati ve digerleri, 2014; Yin ve digerleri, 2016;
Wamsley ve digerleri, 2017).

DDR, hiicrelerin, hasar aninda hiicre dongiisii fazina bagli olarak, hiicre kontrol
noktalar1 sayesinde hiicre dongiisii ilerlemesini durdurabilir (Lavin ve Kozlov, 2007). Ancak
hasar onarilamaz ise hiicre apoptozu tetikleyebilir. Apoptoz ve hiicre donglisii durmas1 ¢ok
onemlidir. Ciinkii islevsiz kontrol noktasina ve islevsiz apoptotik tepkilere sahip hiicreler
kalic1 hasara ragmen c¢ogalabilir, potansiyel olarak mutasyonlara ve tiimor olusumuna yol
acabilir (Su ve digerleri, 2015).

Wipl hiicrelerde, genetik hasar stres sinyalini azaltir. Ayrica Wipl hasar onarildiktan
sonra hiicrenin homeostatik duruma geri donmesini kolaylastirir (Fiscella ve digerleri, 1997;
Lavin ve Kozlov, 2007). Sekil 6.’de gosterildigi gibi DDR’nin 6nemli diizenleyicilerinden
olan WIP1, p53 ile substrati1 defosforilasyon yoluyla inaktive etmekte ve bu siireci

gerceklestirmektedir (Goloudina ve digerleri, 2016).
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Sekil 6. Wip1 fosfataz diizenlenmesi ve hedefleri (Goloudina ve digerleri, 2006 modifiye

edilerek alinmistir)

ATM, Chkl, Chk2, y-H2AX proteinleri DNA hasarinin algilanmasindan ve DDR’nin
aktiflestirilmesinden sorumlu olup Wipl tarafindan negatif diizenlenen ajanlardir (Goloudina
ve digerleri, 2016). Wip1 p53 sinyalini sadece p53 protein stabilitesini etkileyerek degil, ayni
zamanda p53’tin hedef genlerinin transkripsiyonunu da baskilamak suretiyle etkilemektedir
(Pechackova ve digerleri, 2017). Fareler iizerinde yapilan bilimsel ¢aligmalarda p53 yolagimin
iyi calistigi ve Wipl geni tasimayan APC (Min) bagirsak tiimdrleri ve c-myc indiiklenmis
lenfoma hiicrelerinde tiimorigenezin 6nemli dlgiide zayifladig: tespit edilmistir (Demirov ve

digerleri, 2007; Lu ve digerleri 2005).

Kanserli hiicrelerde Wip1 geninin yaygin bir sekilde asir1 ifade edildigi tespit edilmistir.
Ornegin; primer meme kanserleri (Li ve digerleri, 2002; Rauta ve digerleri, 2006), mide
kanserleri (Fuku ve digerleri, 2007), medulloblastoma (Castellino ve digerleri, 2008),

noroblastoma (Saito-Ohara ve digerleri, 2003) ve adenokarsinomalar (Tan ve digerleri, 2009).
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Sonu¢ olarak, Wipl hiicre dongiisii kontrol noktalarmi iptal etmeyi, yaslanmayi,
apoptozu, DNA onarimini ve inflamatuarsitokinlerin iiretimini inhibe etme islevi goriir. Wip1
ayrica sadece p53’lin tek hedefi degil ayn1 zamanda Gstrojen reseptorii-alfa ve kappaB gibi
diger tranksipsiyon faktorlerinin de hedefi oldugu bilinmektedir (Lowe ve digerleri, 2012).
Bulunan bu sonu¢ Wipl’in up-regiilasyonunun kanserde oOnemli oldugunu ortaya

koymaktadir.

2.3.2. Wip1’in Apoptozis Uzerine Etkisi

Programlanmis hiicre 6liimii ya da kisaca apoptozis; hasarli hiicrelerin ¢ogalmasini
engelleyerek hasarli genomik DNA’nin yeni jenerasyonlara aktarilmasini Onleyen bir
mekanizmadir. Apoptozis mekanizmasinin devre disi kalmasi, mutasyona ugramig DNA
molekiillerinin sonraki kusaklara aktarilmasi nedeniyle timorlesmeye neden olabilmektedir
(Lu ve digerleri, 2005).

Apoptozis mekanizmasi hiicrelerde p53, Bax ve Caspaz 3 gibi pro-apoptotik ve Blc-2
gibi anti-apoptotik faktorleri arasindaki dengeyle diizenlenmektedir. Pro-apoptotik ve anti-
apoptotik faktorler arasindaki interaksiyon tiimorlerin gelisimi ve patogeneziyle yakindan
iligkilidir (Feng ve digerleri, 2017). P53 apoptozis mekanizmasinin Onemli bir
diizenleyicisidir ve merkezi konumdadir.

MAPK sinyal yolagi; hiicre ici sinyal sisteminin en 6nemli unsurlarindan birisidir ve
hiicre biiyiimesi, gelismesi ve apoptozisin diizenlenmesinde etkilidir. P38 MAPK sinyal
yolag1 dogrudan apoptozisin anahtar diizenleyicisi p53’li dogrudan fosforile eder ve hiicre
dongiisii tutulmasini aktiflestirir. Ayrica, p38 MAPK yolagimin aktiflesmesi ilag-indiiklii
timor hiicre 6liimiinde gerekli bir prosestir (Lin ve digerleri, 2008).

Yapilan bilimsel ¢aligmalarda prostat kanser hiicrelerinde y-radyasyonu uygulamasini
takiben Wipl seviyesinde onemli derecede artis oldugu tespit edilmistir. Bu hiicrelerde
Wipl’in Bax ile etkilesime gectigi ve onu defosforile ettigi, bunun sonucunda Bax’in
mitokondriye tasmmmasma neden oldugu ve boylelikle apoptozisin engellendigi tespit
edilmistir (Song ve digerleri, 2005). Ayni1 ¢alismada Wip1’in apoptozisinhibisyonu, Wipl
inhibitorleri kullanilarak ve apoptozis iglevinin tekrar kazandirilmasi yoluyla daha net bir
sekilde ortaya konulmustur. Wang ve digerleri (2014) yilinda yaptiklar1 ¢alismada; HeLa

hiicrelerinde Wip1’in engellenmesiyle hiicre biiylimesi ve koloni olusumunun 6nemli oranda
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azaldigin1 ve buna paralel olarak p-p38 MAPK, p53 ve p-p53 proteinlerinin seviyelerinde
onemli artig oldugunu kesfetmiglerdir. Wipl’in Chk2 ve p38 MAPK’nin DNA hasari-
indiikliifosforilasyonunu baskiladigi ve bunun ATO tedavisi ile restore edilen bir etki oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, Wipl tiimor hiicre apoptozisin baskilanmasinda ATO’nun
dogrudan hedefi olarak tanimlanmistir (Feng ve digerleri, 2017). Bununla birlikte; p53-negatif
timor hiicrelerinde Wipl’in asir1 ifade edildigini ve bu durumun Bax/Blc-XL oranimi
arttirarak apoptozis yolaginmi aktiflestirdigi ve sonug¢ olarak kanser hiicresinde apoptozise

neden oldugu rapor edilmistir (Goloudina ve digerleri, 2012).

Wipl son zamanlarda gen ekspresyon analizi ve in vitrofosfataz deneyleri yoluyla
kanser tedavisi icin terapotik bir hedef oldugu bilimsel calismayla ortaya konulmustur
(Richter ve digerleri, 2015). Yeni bir Wipl inhibitorii olan GSK2830371; Wipl
fosfatazinallosterik bir inhibitoriidiir. GSK2830371 ayrica kemoterapdtik etkinligi arttirir ve
etoposid gibi geleneksel kemoterapotik ilaglara karsi hassaslastirir (Chen ve digerleri,
2016). Etoposidin birincil sitotoksik hedefi topoizomerazll'dir. Tedavi edilen hiicrelerde
boliinme komplekslerinin birikmesi, mutagenezi tetikleyen kalict DNA zincir kiriklarinin
olusmasina yol agar ve dolayisi ile apoptoz ile kanserli hiicre ortadan kaldirilir (Baldwin ve
Osheroff, 2005). Birlikte ele alindiginda, RMS kanserinin hiicre hatti olan A204'de
GSK2830371'in tek basmna veya etoposid kombinasyon halinde uygulanabilir tedavi

stratejileri olabilecegini gostermektedir.

2.3.3. Wip1’in kontrol noktalar iizerine etkisi

DNA hasar kontrol noktast G2 asamasinda ATM ve ATR kinazlar ve p21, p53 gibi
asag1 akis efektorleri tarafindan koordine edilir (Andreassen ve digerleri, 2004). P21 Siklin B
ve CDKI tarafindan iiretilen mitoz tesvik edici faktorii (MPF) dogrudan engeller ve bdylece

hiicre boliinmesi engellenir (Charrier-Savournin ve digerleri, 2004).

DNA hasar diizeltildiginde, kontrol noktas1 diizeltme birimi (CHKREC), G2 noktasini
inaktive eder ve mitoza girisi tetikler (Tsvetkov ve Stern, 2005; Medema ve Macurek, 2011).
CHKREC komponentleri; kontrol noktasi aracilarin1 defosforile eden fosfatazlar ailesinden
Wipl ve CDC25’1 i¢ermektedir (Ray ve Kiyokawa, 2008; Lindqvist ve digerleri, 2009;
Shaltiel ve digerleri, 2014). Bununla birlikte, CHKREC’in CDK1, Aurora A kinaz, PLK1

13



(Polo benzer kinaz 1) ve MAST-L’yi inhibe ettigi rapor edilmistir (Mamely ve digerleri,
2006; Seki ve digerleri, 2008; Peng, 2013).

DNA hasar1 varliginda hiicre dongiisiiniin béliinmeden 6nceki son kontrol noktasi olan
G2/M noktasindan kacinmasi kritik diizeyde onemlidir (Giglia-Marri ve digerleri, 2011).
G2/M kontrol noktasinin asilmasi Siklin B/CDK1 kompleksi (mitoz tesvik edici faktor)
tarafindan desteklendigi i¢in 6zellikle DNA hasar1 gelistiginde bu kompleksin siki bir sekilde
denetlenmesi  gerekmektedir (Charrier-Savournin ve digerleri, 2004). P53 bir kez
tetiklendiginde; Cyclin B/CDK1 kompleksinin kinaz aktivitesini inhibe eden ve DNA onarim
islemleri gergeklestirilirken hiicre dongiisii ilerlemesini 6nleyen ana hiicre dongiisii inhibitorii

olan p21'in ekspresyonunu aktive eder (Charrier-Savournin ve digerleri, 2004).

Wipl; yYH2AX, ATM, CHK2 ve CHK1’i defosforileedererek kontrol noktasini inaktive
eder (Cha ve digerleri, 2010). Diger fosfatazlarin PP2A-B55, PP4 v4 PP6 (PP2A-B55 nodu)
gibi kontrol noktalarini elimine etmek i¢cin Wipl ile koordine calistigi tespit edilmistir
(Schmitz, 2010). Bu durumu destekleyen bir diger ¢aligmada Wipl eksikliginin kontrol
noktasinin tekrar islevsellestirilmesinde (kurtarma/iyilestirme) yetersizlige neden oldugu ve

hiicrenin G2 fazinda tutuklu kaldig1 rapor edilmistir (Belova ve digerleri, 2005).

Sonug olarak; hiicre dongiisii tutuklanmas1 ve DNA onarimi DNA hasar1 varliginda
uyumlu bir sekilde hareket eden iki mekanizmadir, her iki isleme aracilik eden proteinler,
DNA hasar1 ortadan kaldirildiginda CHKREC tarafindan etkisiz hale getirilmektedir
(Rodriguez ve digerleri, 2019).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gereg

3.1.1.Kullanilan Hiicre Dizisi, Cihazlar ve Aletler

Calisma boyunca kullanilan ve ticari olarak iretilmis olan A204 hiicre hatlar

ATCC'den temin edilmistir.
Tablo 1. Calismada kullanilan hiicrenin 6zellikleri ve tipi

Kullanilan Hiicre Tipi ve Ozellikleri

ATCC® Kodu: HTB-82™

Adr: A204

Hastalik: Rhabdomyosarcoma
Biiyiime Ozelligi: Adherent

Organizma: Homo sapiens (insan)
Morfolojisi: Epitelyal

Tablo 2. Calismalarda kullanilan cihazlar ve aletlerin listesi

Uriin Firma
Steril Kabin AirStream
Inkiibator NUAIRE
Su Banyosu Niive
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Muse Hiicre Analiz Cihaz1
Otoklav

S1vi Azot Tanki

Dikey Jel Elektroforezi
Goriintileme Cihazi
Transfer Cihazi

Gii¢ Kaynagi

Inverted Mikroskop
Vorteks

Manyetik Karistirict

pH Metre

Mikro Santrifii

Sogutmali Mikro Santrifiij
Sogutmal1 Santrifiij
Kriyo-Dondurucu Kap
Modiiler Inkiibator
Spektrofotometre
Qubitfluorometer
NanoDrop 2000 Spektrofotometre
Floresan Mikroskop

Doku Takip Cihazi

Muse

HIRAYAMA

MRC

BIO-RAD

Chemidoc-I1t2 510 Imager
BIO-RAD

Thermo

Euromex

Iso-Lab

IKA

Hanna Instruments
Hettich

Eppendorf

Hettich

Nalgene
ChamberBillupsRottenberg
Thermo

Invitrogen
ThermoScientific
Olympos

Leica
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Bu proje kapsaminda rabdomyosarkom kanseri hiicre hattt olan A204 hiicresi
kullanilmistir. Bu hiicre i¢in (4,5 mg/mL) DMEM (Dulbecco'smodifiedEagle'smedium)
besiyeri kullanilmigtir. 500 ml DMEM besiyeri iizerine %10 FBS, 100 pg/ml penisilin
streptomisin eklenmistir. Tiim hiicreler normoksik kosullar1 (37 °C’de, %5 CO2 ve %20 O,)

iceren inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

3.2.2. Hiicrelerin Cozdiiriiliip Kullanilmasi

-196°C’de siv1 azotta stoklanmis olan hiicreler 37 °C’lik su banyosunda hizlica
¢ozdiiriildii. Coziilmiis olan hiicreler bekletilmeden 15 ml’ lik steril falkona alinip, {izerine
2ml DMEM Complete besiyeri ilave edilerek 5 dakika 1400 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiijiin ardindan siipernatant kismi atildi. Daha sonra pelet iizerine tamamlanmis DMEM
biiylime besi yerinden eklendi ve peletbesiyeri icerisinde pipetaj yapilarak homojen hale

getirildi. Hiicreler, kiiltiir devamliligi saglamak amaciyla 25 ml’lik steril flask igerisine alindk.

3.2.3. Hiicrelerin Sayim Yontemi

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda yapilacak olan denemelerden dnce belirli ve esit sayida
hiicre alinabilmesi i¢in hiicre sayim1 yapildi. Kiiltiiriin i¢indeki canli ve 6lii hiicre miktarin
belirlemek icin 1:1 (v:v) oraninda hiicre siispansiyonundan ve tripan mavisi birbirine

karigtirildi. Karisimdan 10ul alinarak Neubauer lamina mikro pipet yardimiyla aktarildi.
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Neubauer lami L

HH

Sekil 7. Neuber laminin mikroskop altindaki temsili goriiniisii

(https://slideplayer.biz.tr/slide/2709491/ ‘den 05.08.2021 tarihinde alinmustir.)

Sekil 7°de gosterildigi lizere Neubauer lamina aktarilan hiicre-tripan mavi karisim 151k
mikroskobu altinda 4 biiylik kare igerisinde konumlanmis olanlar sayilmaktadir. Canl
hiicreler seffaf goriiniirken, O6lii hiicreler ise tripan mavisinden dolayr koyu mavi
goriilmektedir. Her biiylik kareye diisen canli ve oOli hiicreler ayr1i ayri sayilarak
ortalamalar1 alimmaktadir. Sayilan hiicrelerin ortalamasi, diliisyon faktorii ve 10* sabiti
carpilarak 1 ml’de ne kadar canli hiicre oldugu bulunmaktadir. Saymis olunan canli ve 6lii
hiicreleri birbirleri ile oranlayarak canlilik yiizdesi hesaplanmaktadir. Eger ki sayilan

hiicrenin canlilik oran1 %80 ve tizeri ise deney kurulmaktadir.

3.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

A204 hiicreleri kullanilan flask yiizeyinin %70’ine ulastiginda 2 veya 4’e boliinerek
pasajlanmistir. Pasajlama islemine Oncelikle hiicrenin besiyeriuzaklastilarak baslanmustir.
Ardindan 5ml 1X PBS ile yikanip ardindan PBS uzaklastirilmistir. Uzerine 1ml Tripsin-
EDTA soliisyonu eklenerek her tarafa esit dagildigindan emin olunduktan sonra

inkiibatorde 2-3 dakika kadar inkiibe edilmistir. Daha sonra 6 ml’ye tamamlanmis, Complet
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DMEM eklenerek hiicreler pipetaj yardimiyla kaldirilmis ve istenilen sayida boliinerek veya

dondurularak saklanmistir.

3.2.5. Hiicrelerin Dondurulup Saklanma Islemi Dondurma Besiyeri Icerigi

Dondurma besiyeri igerigi;

o % 65 DMEM (completemedium)
o % 30FetalBovin Serum (FBS)
o % 5 DMSO

Kiiltir devamlilig1 bir siire devam etmis ve canlilik oram1 %90 ve iizerinde olan
kiiltiirdeki hiicrelerin bir kismi daha sonra kullanilmak iizere dondurularak sivi azotta
saklanmigtir. Dondurma islemi i¢in 1X tripsinle muamele olan hiicreler steril falkon
igerisine alinarak 14.000 rpm’de, 4°C’de, 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Daha sonra
siipernatant kismi uzaklastirilmistir. Her bir dondurma tiipiiniin igerisinde 1 ml olacak
sekilde aktarilmistir. Pelet, dondurma besiyeri ile homojenize edilmistir. Tiipler- 80°C’de
bir gece muhafaza edilmis ve daha sonra dondurma tiipii sivi azot tankina alinarak -
196°C’de saklanmustir.

3.2.6. Kemoterapotik fla¢ Stoklarinin Hazirlanmasi

Etoposid, DNA ve topoizomeraz II enzimi ile i¢lii bir kompleks olusturur. DNA
ipliklerinin yeniden baglanmasini 6nler ve bu sekilde DNA gegici ¢ift zincir kiriklarinin
meydana gelmesine yardimci olur. (Pommierve digerleri, 2010). Kanser hiicreleri, daha hizli
boliindiikleri ig¢in bu enzime saglikli hiicrelerden daha ¢ok giivenirler. Bu nedenleetoposid,
kanser hiicrelerinde DNA sentezinde hatalara neden olur ve kanser hiicresinin apoptozunu
tesvik eder (Hande, 1998). Etoposid en yaygin kullanilan kemoterapi ajanlarindandir (Vesela
ve digerleri, 2017). Bu tez ¢alismasinda kullanilmig olan etoposid ticari olarak temin edilmis
ve konsantrasyonlari 100 mM stok olacak sekilde DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek steril

ortamda dillisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler -20 °C’ de saklanmustir.
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Tablo 3. Calismada kullanilan Eto konsantrasyonlari

Eto 100 pM
Eto 150 uM
Eto 200 uM
Eto 250 uM

GSK2830371, PPMID/Wipl’in inhibitoriidiir (Esfandiari ve digerleri, 2016).
GSK2830371, p53'tin aracilik ettigi apoptozu uyararak kanser gelisimini engeller. Yapilan
deneylerde GSK2830371, doksorubisin ve etoposid tarafindan uyarilan sitotoksiteyi arttirdigi
gozlemlenmistir. Ayrica kanser hiicrelerinin ¢ogalma ve koloni olusumundaki kapasitesini de
bloke ettigi de ortaya konmustur (Chen ve digerleri, 2016). Bu tez ¢aligmasinda kullanilmis
olan GSK2830371ticari olarak temin edilmis ve konsantrasyonlar1 100 mM stok olacak
sekilde DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek steril ortamda diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan

stok ¢ozeltiler -20 °C’ de saklanmustir.

Tablo 4. Calismada kullanilan tek basmma GSK konsantrasyonu ve Eto + GSK

kombinasyonlarinin konsantrasyonlari

GSK 2.5uM

Eto 100uM + GSK 2.5uM
Eto 150uM + GSK 2.5uM
Eto 200uM + GSK 2.5uM
Eto 250uM + GSK 2.5uM
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3.2.7. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarmmin ve Sonrasinda Yapilacak Olan Analizlerin

Hazirlams1

Calismada kullanilan A204 hiicre dizisiyle kemoterapi ajan1 olan etoposid, Wipl
inhibitorii olan GSK2830371 ve her ikisi kombin halinde kullanilarak ayri ayri muamele
edilmistir. Hiicre canliligt ve DNA hasar1 cevabi gibi tiimor baskilayic1 yolaklarin etkili
calisip calismadigi kontrol grubu ile kiyaslanarak test edilmistir. Literatiir arastirmasi ve 6n
denemelerle birlikte ilaglarin apoptotik indiikledigi uygun konsantrasyonlar belirlenmistir.
A204 hiicrelerinde; Apoptozun indiiklemesi i¢in 24-48-72 saatlik, siirenin sonunda deneme
sonlandirilmistir.  Devaminda  hiicre  dongiisii, AnnexinV, ve Western Blot

analizleriyapilmustir.

3.2.8. A204 Hiicre Hattinda MTT Hiicre Canlihig1 Testi

MTT-proliferasyon yontemi hiicre canliliginin degerlendirilmesinde, siklikla kullanilan
bir yontemdir. Bu yontem, suda ¢oziilebilir bir tetrazolyum tuzu olan MTT ’nintetrazolyum
halkasinin canli hiicre mitokondrisinde bulunan siiksinatdehidrogenaz enzimine 6zgiildiir. Bu
yontem, canli hiicrelerin mitokondrisinde yer alan siiksinat-dehidrogenaz enziminin MTT
boyasinin tetrazolyum halkasin1 pargalayarak suda c¢oziinmeyen formazanlara doniigim
prensibine dayanmaktadir. Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canl
hiicrelerde goriilmektedir ve bu da hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul edilir. Bu
formazan kristalleri DMSO ile ¢ozdiiriilerek spektrofotometrede dlgiim yapilir. Bu islem
asamasida MTT analizi i¢in bolim 4.2.°de ve 4.4 de belirtildigi deney diizenegi gibi
hazirlanmis 24-48-72 saat inkiibasyon siiresi dolmus hiicrelerin tizerine 10 pl MTT soliisyonu
eklenmis ve 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra plakadaki MTT medyum soliisyonu
uzaklastirilip, canli hiicrelerin olusturdugu formazan tuzlarinin ¢éziilmesi icin her bir kuyuya
100 ul DMSO ile ¢ozdiiriilerek plakalar 15 dakika i¢in plaka calkalayiciya birakilmigtir.
Ardindan absorbans okuma asamasina gecilmistir. Olgiilen deger o soliisyondaki canli hiicre
sayisint gostermektedir (Plumb, 2004). Hiicrede proliferasyon azaldik¢a formazan kristalleri

azalir. Formazan kristalleri azalirsa absorbans degeri de azalir. Bunun tam aksine,
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proliferasyon artiyorsa soliisyondaki formazan kristallerine paralel olarak absorbans degeri de
artar. Absorbans okumalar1 570 nm dalga boyu spektrofotometrede gergeklestirilmektedir
(Ogbomo ve digerleri, 2008). MTT aywract 1s1iga duyarli oldugu i¢in, MTT deneyleri
genellikle dogrudan 151k almayacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.9. A204 Hiicre Hattinda Annexin V ApoptozisTesti

Annexin V testi; siispanse hiicrelerde ki apoptotik hiicrelerin membranlarinin dis
ylizeylerinde bulunan fosfotidilserine Annexin V’ in baglanarak apoptotik hiicrelerin ayirt
edilmesi temeline dayanir. Saglikli hiicre membranininsitozolikkisiminda bulunan
fosfotidilserin, hiicre apoptotik hale geldiginde membraninekstraseliiler kismina flip-flop
hareketi yaparak yer degistirir. Annexin V testinin prensibi de apoptotik hiicrelerde
ekstraseliiler kisimda bulunan fosfotidilserine baglanmasina dayanmaktadir. Bdylelikle
saglikli ve apoptotik hiicreler birbirinden ayirt edilebilir hale gelmektedir. Bu test ile

apoptotik hiicrelerin kantitatif analizini muse hiicre analizorii kullanilarak gergeklestirilir.

Bu caligmada; GSK 2.5uM, Eto 100uM, Eto 150uM, Eto 200uM, Eto 250uM, Eto
100uM + GSK 2.5uM, Eto 150uM + GSK 2.5uM, Eto 200uM + GSK 2.5uM, Eto 250uM +
GSK 2.5uM apoptotik dozlar1 ile muamele edilmis olan A204 hiicrelerinde, 24-48 ve 72 saat
inkiibasyon sonrasi ger¢eklesebilecek olan erken apoptozisin belirlenmesi amaglanmstir.
Bunun i¢in dncelikle flasklarda 10°-107 ml hiicre olacak sekilde ayarlanmistir. Boliim 4.2.°de
belirtilen hiicre kiiltiirii calismalar1 gergeklestirilmis olup yine belirtilen siirede inkiibasyonlari
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyeri alinmis ve
hiicreler 300ul, 1X PBS ile yikanip, PBS uzaklastirilmistir. Her kuyucuga 50ul 1X tripsin
eklenerek 37°C’de 2 dakika inkiibe edilmistir. Uzerilerine 500ul besiyeri eklenerek pipetaj
yardimiyla hiicreler yilizeyden kaldirilmis sonrasinda ependorflara alimmistir. Ardindan
1200°de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatanttan 50 pl kalacak sekilde
pellete dokunmadan alinmis olup ve her bir 6rege 50 pl ‘Annexin V (muse 6zel kit)’
soliisyonundan eklenmistir. 3-5 snpipetaj yardimiyla siispanse edildikten sonra oda
sicakliginda ve karanlik bir ortamda 20 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonun devaminda
200 pldistile su konduktan sonra muse hiicre analiz cihazinda 6l¢limii yapilmistir. Elde edilen

veriler grafiksel ve istatistiksel analizlerle degerlendirilmistir.
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3.2.10. Western Blot Analizi i¢in Yapilan Calismalar

3.2.10.1. Protein izolasyonu ve Protein Miktar Tayini

Western blotanalizi i¢in boliim 4.2.’de ve 4.4 de belirtildigi gibi hazirlanmis 48 saatte
apoptozis indiiklendigi hiicrelerin besiyerleri uzaklastirilmig ve hiicreler 1X PBS ile 2 kez
yikanmig, ardindan PBS uzaklastirilmistir. Her bir petride proteinlerin yikilmasina neden
olabilecek proteazlarin aktivitesini inhibe etmesi igin 100ul olacak sekilde RIPA lizis
tamponundan eklenmistir. Protein izolasyonu icin kullanilan RiPA lizisbufer icerigi asagida

verilmigtir.

RIPA LizisBuffer Icerigi (100 ml Stok I¢in)
10 ml Tris-HCI (0,5M)

3 ml NaCl (5M)

10 ml Tris-HCI (0,5M)
0,5 ml EDTA (0,5M)

1 ml Na3VO4 (100mM)
0,19 SDS

0,5 g Sodyum deoksikolat

Pelet RIPA igerisinde ependorflarraka strttiiriilerek c¢ozdiiriilmiistiir. Soguk odada
(4C°) 30-40 dakika termal shaker iizerinde 450 rpm’de galkalanmustir. Siire sonunda
ornekler 30-40 dakika sogutmali santrifiijde 4°C, 13000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Santrifiijii takiben ¢oken DNA pipet yardimiyla ortamdan uzaklastirilmis ve siipernatant
yeni ependorflara alinarak protein miktar tayini asamasina gecilmistir. Bu agsamada BCA
protein assay kitinin protokolii kullanilmistir. Spektrofotometrede 562 nm’de olgiilerek

miktar tayini yapilmistir.
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3.2.10.2.Western BlotAnalizi

Western blot, karmasik bir numunede bir protein hedefini tespit etme araci olarak
baslayan bir tekniktir. Yani Western blot; elektroforez kullanilarak SDS-PAGE (SDS-
Poliakrilamid Gel) yiiriitiilen proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasini saglar. Bu
islemin sonrasinda ise jelde ayrilmis olan proteinlerin nitroseliiloz veya polivinilidindifluorid
(PVDF) membrana transferi gergeklesir. Membranda bulunan proteinlerden amaca uygun
olanini goriintiileyebilmek adina membrandanonspesifik baglanmay1 dnlemek gerekmektedir.
Bunun icin bloklama islemi gerceklestirilir. Blotlama isleminde, spesifik primer antikorla
muamele edilir. Primer antikora baglanan sekonder antikorla muamele edilir. Devaminda
sekonder antikorda bulunan isaretleyiciye spesifik substratla reaksiyon ve goriintiilleme

basamaklarina sahip birtekniktir.

Western Blot analizleri sirasinda kullanilmis olan buffer ve soliisyonlarin igerigi asagida

belirtilmistir.

10X TBS (1L):
30,2 g Tris-base
43,8 g NaCl

932 mg KCI

TOWBIN Transfer Buffer (800 ml):
3.03 g Tris-base

14,4 g Glycin

5 ml SDS (%10 luk SDS soliisyonundan)
Distile su (pH: 8,1-8,5)

Not: Kullanim 6nce %20 oraninda metanol ilave edilir.
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10X RunningBuffer (1L):
30 g Tris-base

144 g Glycin

159 SDS

Distile su

(pH: 8,6)

LowerBuffer (500 ml):

91 g Tris-base

20 ml SDS (%10 luk SDS soliisyonundan)
14 ml HCI (6N)

Distile su

(pH: 8,8)

UpperBuffer (500 ml):

30,5 g Tris-base

20 ml SDS (%10 luk SDS soliisyonundan)
30 ml HCI (6N)

Distile su

(pH: 6,7)

1X TBS-t (1L):
100 ml 10X TBS
900 ml Distile su

1 ml Tween 20
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%40 Amonyum persiilfat:
0,59 APS

1 ml Distile su

%6’ lik Siit Tozu (Skim Milk) Soliisyonu:
100 ml 1X TBS-t
5 g Skim Milk

10 ml Tris-HCI (0,5M)

%>5’lik Bovin Serum Albiimin (BSA) Soliisyonu:
100 ml 1X TBS-t

5 BSA

3.2.10.3.Poliakrilamid Jelin (SDS-PAGE) Hazirlanmasi

Western Blot icin kullanilacak olan cam platelerin oncelikle %70 etil alkol ile silinmis,
ardindan distile su ile yikanip kurulanmig ve diiz bir zemin iizerinde bulunan jel dokiim
standina s1zint1 yapmayacak sekilde sikica yerlestirilmesi gerceklestirilmistir. Sonrasinda ise
hedeflenen proteinin molekiiler agirligina uygun olan konsantrasyonda %7,5, %8 veya
%10’luk ayirict jel (separating) c¢ozeltisi Tablo 4’de gosterildigi {lizere hazirlanmistir.
Ardindan iki cam arasina mikropipet yardimiyla 2cm bosluk kalacak sekilde dokiilmiistiir.
Hazirlanan ayirict Jelin iistyiizeyinin bozulmasini engellemek i¢in izopropanol ile kaplanarak
diizlestirilmis ve polimerizasyon i¢in 20-30 oda sicakliginda polimerlesmesi i¢in beklenmistir.
Polimerlesen jelin iizerindeki izopropanol uzaklastirilmistir ve tiim proteinler i¢in sabit olarak
kullanilan %3’lik paketleyici (stacking) jel ¢ozeltisi Tablo 3.’de igerigi belirtildigi gibi
hazirlanarak polimerlesmis olan ayiric1 jelin tizerine mikropipet yardimiyla dokiilmiistiir.
Hizli bir sekilde camlarin arasina taraklar yerlestirilerek iist jelin gergeklesmesi i¢in tekrar oda

sicakliginda 15-20 dakika beklenmistir.
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Tablo 5. Paketleyici ve ayirici jelin igerigi ve miktarlari

Bilesenler 2X Paketleyici 2X Ayirici jel konsantrasyonlari
Jel

%3 %7,5 %8 %10
Distile su 3,27 ml 5,73 5,55 ml 4,8 ml
Upper Buffer 1,25 ml - - -
Lower Buffer - 3,8 ml 3,8 ml 3,8 ml
%40 0,380 ml 2,82 3ml 3,75 ml
Akrilamid/bisa
krilamid
%10 SDS 50 pl 150 pl 150 pl 150 pl
Gliserol - 2,5ml 2,5ml 2.5ml
TEMED 6 pl 12 pl 12 pl 12 pl
%40 APS 12 pl 18 ul 18 ul 18 ul

3.2.10.4. Jele Yiiklenecek Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Total protein izolasyonu ve miktar tayini yapildiktan sonra belirlenmek istenen
fosfop53, p53, Wipl ve GAPDH proteinlerinin analizi i¢in en az 100 pg olacak sekilde
miktarlar1 birbirlerine esitlenmistir. Jele yiiklemeden once indirgeyici bir tampon olan ‘6X
loadingdye’ ile karigtirilarak 95 °C’de 5 dakika inkiibe ederek proteinlerin denatiirasyonu

saglanmistir. Boylece ornekler bu asamadan sonra jele yiiklenmeye hazir hale getirilmistir.
6X LoadingDye (10 ml):

3,75 ml 1M Tris-HCI (pH: 6,8)

ml Gliserol+H2O ( 4 ml Gliserol, 1ml Distile su karigimi)

19 SDS

900 ul Merkaptoetanol

%0,06 Bromfenolblue
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Distile su

3.2.10.5. Elektroforetik Yiiriitme Islemi

Boliim 4.7.3.’deanlatildig1 gibi hazirlanmis olan SDS-PAGE dikey jel elektroforezi
kasetine yerlestirdikten sonra kasetlerin arasina ve tanka ‘1X RunningBuffer’ eklenmistir ve
jeldeki taraklar ¢ikartilmistir. Taraklar ¢ikartildiktan sonra olusan kuyucuklara, protein agirlik
belirteci (protein marker) ve denatlirasyonu gerceklestirilmis 6rneklerden 37 ul eklenmistir.
Tankin kapagi kapatilarak giic kaynagiyla baglantis1 yapilmistir. Ornekler stacking jelden
seperating jele gelene kadar 30 dakika 95 voltta yiiriitiilmiistiir. Markir agildiktan sonra 120

voltta 220 mA’da yliriitme islemine devam edilmistir.

3.2.10.6. Yari-Kuru Transfer (Semi-DryBlotting)

Transfer agamasinda kullanilacak olan blotlama kagitlar1 11cm eni 15cm boyu olacak
sekilde 12 adet kesilmistir ve bu kagitlarin 6 tanesi, %20 methanol eklenmis olan
towbinbuffer icerisinde islatilmistir. Sonrasinda blotlamay1 yapacak olan transfer cihazina
yerlestirilmistir. Transferde kullanilacak olan PVDF membran 6nce metanolde 5 dakika
sonrasinda ise birkag¢ saniye ‘Towbin Transfer Buffer’ igerisinde bekletilerek aktive edilmistir
ve transfer cihazina blotlama kagidinin iizerine yerlestirilmistir. Yiirlime islemi tamamlanmis
olan jeli ¢ikarmak i¢in Oncelikle kaset tanktan c¢ikartilmistir. Ardindan iki cam birbirinden
ayrilarak, jelin paketleyici kismi uzaklagtirthp sadece ayirici kismi memrabin iizerine
alinmistir. Son olarak tekrar 6 adet whatman filtrekagidiyine ‘Towbin Transfer Buffer’ da
1slatilarak jelin ilizerine yerlestirilmistir ve transfer modiiliiniin kapag: kapatilarak 1A° akim
ve 25V’da 30 dakika transfer islemi gerceklestirilmistir. Bu islemler sirasinda whatman filtre
kagitlari, membran ve jel arasinda (6zellikle membranin bulundugu bolgede) hava kabarcigi
ya da tilylin bulunmamasina dikkat edilmistir ¢linkii transfer islemini olumsuz ydnde

etkilemektedir.
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3.2.10.7. MembramBloklama islemi

Transfer islemini takiben, proteinleri baglamis olan PVDF membran %6’lik siit tozu
(Skim Milk Soliisyonu) icerisinde 1 saat a¢il1 orbital ¢alkalayici iizerinde ¢alkalanmistir. Bu
islem proteinleri baglamis olan PVDF membranda, protein olmayan kisimlar1 Orterek
spesifik olmayan baglanmalarin oniline gegmek icin protein baglanmamis kisimlarin ilgisiz
proteinlerle kaplanmasini saglamak amaci ile gerceklestirilmistir. Siire sonunda bloklama
icin kullanilan skim milk soliisyonu bir falkona alinarak sekonder antikor hazirlanmak
tizere +4°C‘de buzdolabinda saklanmistir. PVDF membran ise 1-2 dakika ‘1X TBS-t’

soliisyonu ile yikanarak fazla siit uzaklagtirilmistir.

3.2.10.8. Membranin Primer Antikor ileMuamelesi

Wip1l, p53, fosfo p53 ve internal kontrol olarak GAPDH, primer antikorlart Tablo 5.’de
belirtildigi diliisyon oranlara gore %5°lik BSA soliisyonunda diliie edilerek hazirlanmistir
ve hazirlanan primer antikor bloklama basamagini tamamlamis olan membranin {izerine
eklenerek 16 saat boyunca 4 °C’de acil1 calkalayici iizerinde inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda primer antikorlar tekrar kullanilmak {izere 4°C’de bir siire saklanmistir. Membranlar
ise 3 kez 5’er dakika siire ile ‘1X TBS-t’ soliisyonu ile yikanmistir. Bu basamagi takiben
primer antikor hangi canlida iiretildiyse o canlinin seconder antikoru alinarak %6’lik yagsiz
stit tozu igerisinde Tablo 5.’deki oranlarla hazirlanmistir. Hazirlanmis olan seconder antikor
icerisinde oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibeedilmistir. inkiibasyon sonrasi membran yine

3 kez 5’er dakika ‘TBS-t’ soliisyonu ile yikanmaistir.

Tablo 6. Kullanilan primer antikorlar ve diliisyon katsayilari

Antikor DiliisyonOrani
Wipl 1:500

GAPDH 1:10000

Total P53 1:500
FosfoP53 (SER15) 1:1000
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Tablo 7. Kullanilan sekonder antikorlar ve diliisyon katsayilari
Antikor Diliisyon

Anti-Mouse 1gG-HRP 1:1500

3.2.10.9. KemiliiminesansYontemileMembramGaoriintiileme

Sekonder antikoru uzaklastirmak i¢in yapilan yikama islemini takiben membran
tizerindeki proteinlerin dogru yerde oldugundan emin olmak icin protein marker
WesternSurePen (Licor) kalemi ile isaretlenmis ve membran ECL soliisyonu ile muamele
edilerek 5 dakika kadar karanlikta inkiibe edilmistir ve devaminda ChemiDoc-ItR2 Imager
(UVP) cihazinda goriintillenmistir. Elde edilen bant goriintiileri kaydedilerek yazilim

programi ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Testi ile Hiicre Canliliginin ve Sitotoksik Etkinin 24, 48 ve 72 s Sonuclari

A204 hiicrelerinde canliligin ve sitotoksik etkinin belirlenmesi i¢in, ilag dozlari ile 24-
48 ve 72 saat muamele edilmistir. Siire sonunda Boliim 4.5.’debelirtildigi gibi ‘MTT testi’
protokolii uygulanmistir. Veriler spektrofotometrede 570 nm’ de dl¢iilmiistiir. 24 — 48 ve 72
saat MTT deney diizenegi ile elde edilen absorbans degerleri kontrol grubu ile normalize
edilerek meydana gelen metabolik aktivitedeki degisim miktar1 sirasiyla Sekil 8, Sekil 9 ve
Sekil 10.’da gosterildigi gibi student'st testi ile yapilan istatistiksel karsilastirma % ortalama+

sapma olarak ayr1 ayr1 grafige aktarilmistir.
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Sekil 8. A204 hiicrelerinde 24sEto, GSK ve Eto+ GSK uygulamasi, MTT analizi sonuglari
(* : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

(# : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)
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Sekil 8.’de ki grafikte gosterildigi iizere MTT analizi ile kontrol ve DMSO grubunda
oOl¢iilen metabolik aktivitenin % 99 (£3) oraninda oldugu, Eto, GSK ve Eto+GSK ile muamele
edilen gruplarda ise bu oranin sirasiyla GSK 2.5uM de % 84 (+3), Eto 100uM % 75 (+2),
Eto150uM % 71 (+3),Eto200uM % 61 (+2), Eto250uM % 54 (+2), Eto 100uM + GSK
2.5uM % 70 (+3), Eto 150uM + GSK 2.5uM % 58 (+3), Eto 200uM + GSK 2.5uM % 48
(+2),Eto250uM + GSK 2.5uM % 48 (+2) oldugu tespit edilmistir.Elde edilen bu veriler
sonucu A204 hiicrelerinde, Eto, GSK ve Eto+ GSK apoptotik dozlarinin 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda metabolik aktivite lizerine etki ettikeri ortaya cikmustir. 24 saat
inkiibasyon ile MTT analiziyle elde edilen veriler sonucunda kontrol grubuna gore Eto,
kontrole gore GSK, Eto’ya gore Eto + GSK, GSK’ya gore Eto+ GSK kiyaslanmistir. Sirasiyla
p degerleri; GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto 100uM (p < 0,05), Eto150uM (p < 0,05), Eto200uM
(p < 0,05), Eto250uM (p < 0,05), Eto 100uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto 150uM + GSK
2.5uM (p < 0,05), Eto 200uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto250uM + GSK 2.5uM (p < 0,05)

[lagc muamele siireleri 48 saate ve 72 saate ayr1 ayr1 deneyler kurulmas:
kararlagtirilmistir.  Bu nedenle sonraki analizlerde 48 ve 72 saat siire sonunda
gerceklestirilmistir. Sekil 9.’de A204 hiicrelerinde 48 saat Eto, GSK ve Eto + GSK

uygulamasi sonucunda MTT analizi sonuglari aktarilmistir.
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Sekil 9. A204 hiicrelerinde 48s Eto, GSK veEto+ GSK uygulamasi, MTT analizi sonuglari

(* : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)
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(# : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

Sekil 9.°de gosterildigi lizere; MTT analizi ile kontrol grubunda 6l¢iilen metabolik
aktivitenin %99 (£3) oraninda oldugu, Eto, GSK veEto+ GSK kombineleri ile muamele
edilen gruplarda ise bu oranin sirasiyla GSK 2.5uM %63 (+2) , Eto100uM %49 (+3), Eto
150uM %35 (+3),Eto200uM %28 (+3), Eto 250uM %23 (+3),Eto100uM + GSK 2.5uM
%36 (+2), Eto 150uM + GSK 2.5uM %33 (+3), Eto200uM + GSK 2.5uM %27
(+3),Et0250uM + GSK 2.5uM %23 (+2)oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen bu veriler sonucu A204 hiicrelerinde Eto, GSK ve Eto + GSK kombine
apoptotik dozlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda Kontrole gore Eto, kontrole gére GSK,
Eto’ya gore Eto +GSK, GSK’ya goreEto+ GSK’ninkiyaslanarak istatistik oranlarinda anlamli
bir farklilik tespit edilmistir. Metabolik aktiviteyi Onemli derecede azalttiklari ve bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir. Sirastyla p degerleri; GSK 2.5uM
(p <0,05), Eto 100uM (p < 0,05), Eto150uM (p < 0,05), Eto200uM (p < 0,05), Eto250uM (p
< 0,05), Eto 100uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto 150uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto
200uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto250uM + GSK 2.5uM (p < 0,05). Sekil 10.’daA204
hiicrelerinde72 saat Eto, GSK ve Eto+ GSK uygulamasi sonucunda MTT analizi

sonuclarigrafige aktarilmistir.
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Sekil 10. A204 hiicrelerinde72s Eto, GSK veEto+ GSK uygulamasi, MTT analizi sonuglari

(* : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)
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(# : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)
($ : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

Sekil 10°da ki grafikte gosterildigi tizere MTT analizi ile kontrol grubunda &lgiilen
metabolik aktivitenin % 99 (£3) oraninda oldugu, Eto, GSK veEto+ GSK kombineleri ile
muamele edilen gruplarda ise bu oranin istatistiksel verileri sirasiyla GSK 2.5uM %58 (+3),
Eto100uM %31 (+3), Eto 150uM %20 (+3), Eto 200uM %19 (+3), Eto 250uM %18 (+3),
Eto 100uM + GSK 2.5uM %25 (+3), Eto150uM + GSK 2.5uM %19 (+3), Eto 200uM +
GSK 2.5uM %15 (+3), Eto 250uM + GSK 2.5uM %15 (+3) oldugu tespit edilmistir. Sirasiyla
p degerleri; Sirasiyla p degerleri; GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto 100uM (p < 0,05), Eto150uM
(p < 0,05), Eto200uM (p < 0,05), Eto250uM (p < 0,05), Eto 100uM + GSK 2.5uM (p < 0,05),
Eto 150uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto 200uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto250uM +
GSK 2.5uM (p < 0,05)

Elde edilen bu veriler sonucu A204 hiicrelerinde Eto, GSK veEto, GSK kombine
apoptotik dozlarinin 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda kontrole goreEto, kontrole gore
GSK, Eto’ya goreEto+GSK, GSK’ya gore Eto+ GSK’nin kiyaslanarak istatistik oranlarinda
anlamli bir farklilik tespit edilmistir. Metabolik aktiviteyi dnemli derecede azalttiklar1 ve bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir.

4.2. Annexin-V Testi ile Hiicre Oliimii Analizi 24, 48 ve 72 s Sonuclar1

A204 hiicreleri ilag dozlar1 ile 24-48-72 saat muamele edilmis ve meydana gelen
apoptozisin belirlenmesi i¢in Bolim 4.6.’da belirtildigi gibi ‘Annexin-V testi’
gerceklestirilmistir. Meydana gelen appoptozis erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve total
apoptotik hiicre miktarlar1 ile canli hiicre miktar1 %94 olarak Ol¢iilmiistiir. Birbirinden
bagimsiz 3 tekrardan olusan Ol¢liim sonuglarinin ortalamalari alinarak 24-48 ve 72 saat
deney diizenegi sonuglar1 sirastylaSekil 11, Sekil 12 ve Sekil 13.’de gosterildigi gibi %

ortalama+ sapma olarak grafige aktarilmistir.
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Sekil 11. A204 hiicrelerinde 24 Saat ANNEXIN V/7AAD analizi sonuglari

SN

(* : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel fark: temsil eder.)
(# : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

Sekil 11. ‘da gosterildigi lizere 24 saatlik inkiibasyon sonrasi elde edilen veriler sonucu;
kontrol grubu hiicrelerinde % 3.33 (£2) oraninda total apoptozis belirlenmis, DMSO,Eto,
GSK ve Eto + GSK ile muamele edilen gruplarda ise sirasiyla;, DMSO %1.62 (+2),
Eto100uM %5.54 (+2), Eto 150uM %7.85 (+2),Eto200uM % 8.08 (+2), Eto250uM %8.37
(+2), GSK 2.5uM %2.81 (+2),Eto100uM + GSK 2.5uM %5.35 (+2), Eto150uM+ GSK
2.5uM %4.76 (+2),Et0200uM GSK 2.5uM %4.56 (+2), Eto250uM GSK 2.5uM %4.33 (+2)
oraninda apoptozis meydana geldigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarla gosterildigi lizere
gruplarda meydana gelen total apoptozismiktarinnin kontrole gore Eto, kontrole gére GSK,
Eto’ya gore Eto+ GSK, GSK’ ya gore Eto+ GSK’nin kiyasla anlamli bir artig gosterdigi de
istatistiksel olarak saptanmustir. Sirastyla p degerleri; GSK 2.5uM (p > 0,05), Eto 100uM (p <
0,05), Eto150uM (p < 0,05), Eto200uM (p < 0,05), Eto250uM (p < 0,05), Eto 100uM + GSK
2.5uM (p < 0,05), Eto 150uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto 200uM + GSK 2.5uM (p <
0,05), Eto250uM + GSK 2.5uM (p < 0,05). Sekil 12.’de A204 hiicrelerinde 48 Saat
ANNEXIN V/7AAD analizi sonuglariverilmektedir.
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Sekil 12. A204 hiicrelerinde 48 Saat ANNEXIN V/7AAD analizi sonuglari

(* : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel fark: temsil eder.)
(# : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

Sekil 12.°de gosterildigi lizere; 48 saat inkiibasyon sonrast AnnexinV analizleri sonucu;
yiizde total apoptozun kontrol grubunda %1.21 (£2) oraninda, DMSO, Eto, GSK ve Eto +
GSK ile muamele edilen gruplarda ise total apoptoz ylizdesi sirastyla DMSO % 2.20 (+2),
Etol100uM %25.08 (+2), Eto150uM %36.89 (+2), Eto 200uM %51.13 (+2),Eto250uM
%83.53 (+2), GSK 2.5uM %41.45 (+2),Eto100uM + GSK 2.5uM %82.40 (+2), Eto 150uM +
GSK 2.5uM 9%86.95 (+2), Eto 200uM + GSK 2.5uM %383.12 (+2), Eto 250uM+ GSK 2.5uM
%385.09 (+2) oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglarla gosterildigi lizere kontrole gore Eto,
kontrole gore GSK, Eto’ya gore Eto+GSK, GSK’ya gore Eto+ GSK’da kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede bir artis meydana geldigi tespit edilmistir. Sirasiyla p degerleri; GSK
2.5uM (p = 0,05), Eto 100uM (p < 0,05), Eto150uM (p < 0,05), Eto200uM (p < 0,05),
Eto250uM (p < 0,05), Eto 100uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto 150uM + GSK 2.5uM (p <
0,05), Eto 200uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto250uM + GSK 2.5uM (p < 0,05)

DMSO, Eto, GSK ve Eto+ GSK ile ile 72 saat muamele edilmis A204 hiicrelerin de
meydana gelen total apoptozismiktar: Sekil 13. gosterildigi gibi % ortalama+ sapma olarak

grafige aktarilmistir.
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Sekil 13. A204 hiicrelerinde 72 Saat ANNEXIN V/7AAD analizi sonuglar

(* : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel fark: temsil eder.)
(# : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml1 olan istatistiksel farki temsil eder.)

Sekil 13.’de gosterildigi lizere; 72 saat inkiibasyon sonrasi AnnexinV analizleri sonucu;
yiizde total apoptozun kontrol grubunda %4.56 (£2) oraninda, DMSO, Eto, GSK ve Eto +
GSK ile muamele edilen gruplarda ise bu miktarin sirasiyla; DMSO %5.66 (£2), Eto100uM
%42.63 (£2),Eto150uM %65.25 (£2),Eto200uM 9%53.05 (£2), Eto 250uM  %62.34 (£2),
GSK 2.5uM %6.31 (£2), Eto100uM + GSK 2.5uM %39.49 (£2),Eto150uM + GSK 2.5uM
%354.28 (+2),Eto200uM + GSK 2.5uM %55.39 (£2), Eto250uM + GSK 2.5uM %:60.86 (+2)
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglarla gosterildigi lizere kontrole gore Eto, kontrole
gore GSK, Eto’ya gore Eto +GSK, GSK’ya gore Eto+ GSK kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede bir artis meydana geldigi tespit edilmistir Sirasiyla p degerleri; GSK 2.5uM (p >
0,05), Eto 100uM (p < 0,05), Eto150uM (p < 0,05), Eto200uM (p < 0,05), Eto250uM (p <
0,05), Eto 100uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto 150uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto
200uM + GSK 2.5uM (p < 0,05), Eto250uM + GSK 2.5uM (p < 0,05). AnnexinVanlalizi
sonucuna gore; Wipl ifadesi baskilanmis A204 hiicreleri ile Wipl’i asir1 ifade eden A204
hiicrelerinin kontrol gruplarinda tespit edilen apoptotik miktarlar arasinda anlamli bir fark

oldugu saptanmustir.
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4.3. Etoposid ve GSK2830371 uygulmasinin wip1, p53 seviyesi iizerine Etkileri

Wip1’in asir1 ifade edildigi A204 hiicrelerinde GSK 2,5 uM, Eto100 uM, Eto150 uM,
Eto100 uM + GSK 2,5 uM ve Etol50 uM + GSK 2,5 uM (apoptotik dozlarinin) 48 saat
inkiibasyon sonrast DDR’de rol alan Wipl, fosfo p53 ve total p53 proteinlerinin ifade

diizeylerini analiz etmek i¢cin ‘Western Blot (WB) analiz’1 gerceklestirilmistir.

Her bir analizin devaminda yiiklenen protein miktarlarinin ne derece esit oldugunu
ortaya cikartmak amaciyla house-keeping bir gen (herhangi bir c¢evresel kosuldan
etkilenmeyerek hiicre igerisinde ki ekspresyonu sabit olan genler) olan GAPDH’in ifade
diizeyi de analiz edilmistir. WB sonras1 analizi yapilan proteinlere ait bant goriintiileri Sekil

14.°de gosterilmistir.

ETO

K DMSO GSK2,5 100 150 100 150
GSK2,5 GSK2,5

T-P53

T S— T — - oD

Sekil 14. A204 hiicrelerinde Eto, GSK veEto, GSK’nin 48 saatte western blot sonuglari

(Sekilde gosterilen K: kontrol grubunu, GSK 2,5 uM, Eto100 uM, Eto150 uM, Eto100uM +
GSK 2,5 uM ve Eto150 uM + GSK 2,5 uM ile muamele edilen grubu, -t: proteinlerin total

formlarini, -p: proteinlerin fosforile formlarini ifade etmektedir.)
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Sekil 14.’de gosterildigi lizere WB analizi ile 48 saatte; p53 proteininin total formlari
ayri ayrt GAPDH ile karsilagtirilarak degerlendirildiginde kontrol grubu ve etoposid ile
muamele edilen gruplar arasinda 6nemli bir degisiklik olmadig: tespit edilmistir. Fosfo p53
proteinine bakildiginda etoposid ve GSK ile muamele edilen gruplarda kontrol grubuna

kiyasla 6nemli bir artis oldugu saptanmastir.
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5. TARTISMA

DNA’da bir hasar olustugunda DDR mekanizmas1 devreye girer. DDR’da ilk olarak
DNA hasarinin tamiri veya hiicre dongiisiiniin durdurulmasi saglanir. DDR mekanizmasinda
apoptozu p53 proteini aktif hale getirir. P53 proteininin negatif diizenleyicisi ise Wipl
proteinidir. Kanserli hiicrelerde wipl proteini siirekli aktif haldedir. Siirekli aktif halde olan
Wipl, p53 proteini in aktifederek dolayisi ile apoptozudainaktif etmektedir. Boylelikle
kanserli hiicrelerin sag kalimini indiiklenmektedir (Goloudina ve digerleri, 2016; Le
Guezennec ve Bulavin, 2010; Lowe ve digerleri, 2012; Qian ve Chen, 2010). Bu tez ¢alismast
ile RMS A204 hiicre dizisinde asir1 ifade edilen Wipl fozfataz enziminin kemoterapi lizerine
etkileriEto, GSK ve Eto+ GSK muamelesi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda elde
edilen tiim veriler ayrintili olarak asagida basliklar altinda tartigilmistir. Buna bagli olarak

gesitli Oneriler sunulmustur.

5.1. A204 Hiicrelerinde Wip1’in GSK2830371 Tarafindan Inhibisyonu

Wip1’in solid tiimorler de (meme, akciger, pankreatik ve kolon kanserleri) asir1 ifade
edildigi, amplifiye oldugu, mutasyona ugradigi dolayisiyla onkogen o6zellik kazandigi
bilinmektedir (Li ve digerleri, 2002; Rauta ve digerleri, 2006; Fuku ve digerleri, 2007,
Castellino ve digerleri, 2008; Saito-Ohara ve digerleri, 2003; Tan ve digerleri, 2009).

Wipl’in regililasyonu bozulmus ve siirekli ifade edilmeye baslanmissa ATM/ATR
aracilt DNA hasar1 cevabini ve p53’°ilin tlimor siipresor fonksiyonunun kaybi meydana
gelmekte ve bdylece biiylime, genetik istikrar, hiicre 6liimii, anti-kanser tedavisine duyarlilik
gibi pek cok yolak etkilenmektedir. Bu durum tiimorogenezi tesvik edebilmektedir. Spesifik
bir Wip1 antagonisti olan kiigiik molekiil GSK2830371 (GSK) allosterik bir inhibitdr olarak
etkisini ve spesifikligini proteinin flap alt bdlgesine baglanarak fosfataz aktivitesini inhibe
ederek gostermektedir (Gilmartin ve digerleri, 2014; Richter ve digerleri, 2015). Yapilan bu
tez calismasinda onkogenik Wipl proteininin asir1 ekspresyonuna sahip olan A204

hiicrelerinde GSK, onkogenik Wip1’in etkilerini baskilamak amaciyla kullanilmistir.
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Wu ve arkadaslarinin yaptigi calismada HDM201 ve GSK2830371'in hedef tlizerindeki
etkilerini dogrulamak ve olasi mekanizmalari arastirmislardir. Bu nedenle RBE ve SK-Hep-1
hiicrelerinde HDM201 (0.1 uM), GSK2830371 (2.5 uM) veya her ikisinin bir kombinasyonu
ile 2, 4, 6 ve 24 saat siiren inkiibasyona tabi tutmuslardir. Hiicreler, GSK2830371 ile
kombinasyon halinde HDM201 ile islendiginde, Wipl fosfataz proteininin azaldigi ve buna
karsilik olarak fosforlanmig p53'iin (Serl5) arttig1 kaydedilmistir. Kombinasyon tedavisinden
sonra toplam p53 proteininde 6nemli bir degisiklik gozlenmemesine ragmen, RBE ve SK-
Hep-1 hiicreleri, 6 saat ve 24 saat boyunca iki doz HDM201 (0.1 uM ve 1 uM) ve
GSK2830371 (2.5 uM) ile tedavi edildiginde benzer bulgular kaydedilmistir. (Wu ve
digerleri, 2021). Yine Wu ve arkadaslarinin 2018’de, Kutanézmelanom igin yeni tedavi
stratejileri lizerine yaptiklari bagka bir arastirmada; Wipl inhibitorii, (GSK2830371), nutlin-3,
RG7388 ve HDM201’i tek basina ve kombinasyonlariyla arastirmislardir. Optimal bir
GSK2830371 konsantrasyonunu seg¢mek igin, farkli GSK2830371 konsantrasyonlar1 ile
birlestirilmis MDM?2 inhibitérii (5u M nutlin-3 veya 1u M RG7388) ile muamele edilmistir.
2.5 uM'lik bir GSK2830371 konsantrasyonu, her iki MDM2 inhibitdrii ile birlestirildiginde en
Iyi gliclenmeyi sergiledigi ortaya konmustur. Bu nedenle, WIP1'in p53 iizerindeki roliinii
degerlendirmek igin sonraki deneylerde 2.5 x4 M'lik bir GSK2830371 konsantrasyonu
kullanilmis. GSK2830371tek basina kullanildiginda, Serl5 fosforilasyonuna sebep oldugu
goriilmiistiir. Bunun sonucunda, kutandz melanom hiicrelerinde p53'in apoptozu arttirdigi
gorilmustiir. (Wu ve digerleri, 2018). GSK2830371'in MCL hiicre hatlarinda hiicre biiyiimesi
ve canlilig1 tizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada ise; hiicreler, 72 saat boyunca gesitli
GSK?2830371 konsantrasyonlarina (0, 2.5, 5, 10 veya 20 uM) maruz birakilmistir. Yapilan
calisma sonucunda GSK ile Wip1’in baskilanmasi ile bu hiicrelerin apoptozise daha duyarl

hale geldikleri gosterilmistir (Kojima ve digerleri, 2016).

24-48 ve 72 saat 2,5 uM GSK ile inkiibe edilen A204 hiicreleriyle yapilan WB analizi
sonucunda Wip1’in kontrol grubuna kiyasla protein diizeyinde azalma oldugu goriilmektedir.
GSK283037 (2.5 uM) araciligiyla Wip1 ifadesi baskilandiginda p53°e sahip hiicre dizilerinde
apoptozis miktarinda artma meydana geldigi bu tez calismasi ilebir kez daha kanitlanmigtir.
Elde edilen veriler literatiirde; 2.5 uM'lik bir GSK2830371’in ¢esitli hiicrelerde Wiplproteini
baskilayarak apoptoza yol actigi, ¢esitli kematerapotik ilaglarla birlikte bir sinerjistik

olusturdugu goriilmektedir. Dolayisi ile ¢alismamizin var olan verilerle birebir 6rtiismektedir.
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5.2. Etoposid Uygulamasimin A204 Hiicreleri Uzerinde Etkileri

RMS, cocuklarda en sik goriilen yumusak doku sarkomudur (Skapek ve digerleri
2019). RMS tedavisinde yaygin olarak Vincaalkaloidleri, antrasiklinler, etoposid ve
siklofosfamid dahil olmak iizere kemoterapdtik ajanlar kullanilarak tedavi edilir. ilk tedavi
genellikle basarilidir, ancakilaca diren¢ nedeniyle RMS tekrar niiksetmektedir. Bu durum da
hayatta kalmanin Oniinde biiyiikk bir engel olmaya devam etmektedir (Cockerve digerleri,
2001). Doksorubisin ve ifosfamid gibi yaygin olarak kullanilan kemoterapotik ajanlarin
yumusak doku sarkomunda %30'dan daha az oranda etkili oldugu kanitlanmistir (Karlisch ve
digerleri, 2013). Bu ¢alisma da DNA hasar1 cevabi ve buna bagli olarak indiiklenen apoptozis
analizi i¢in DNA hasar1 cevabmin aktivasyonunu saglayacak bir anti-kanser ajani olan
Etoposid kullanilmistir. A204 hiicrelerinde DNA hasar1 cevabi aktivayonuna bagli olarak
apoptozis indiiksiyonu i¢in A204 hiicrelerine; 10 pg/ml etoposid, 15 pg/ml etoposid, 20 pg/ml
etoposid ve 25 pg/ml etoposid kullanilmgtir.

Schott ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada, onkojenik RAS mutantlarinin, RMS13
hiicrelerinin  antikanser ajanlarina karsi duyarliligini etkileyip etkilemedigi sorusu
aragtirtlmistir. Bu amacla, RMS tedavisi i¢in klinik protokollerde yaygin olarak kullanilan iki
kemoterap6tik ilag olan Doksorubisin veya Etoposid'insitotoksisitesi test edilmistir.
Doksorubisin ve Etoposid'in, konsantrasyonlarina (Opg/ml, 0.25ug/ml, 0.5 pg/ml, 1 ug/ml) ve
zamana (24, 48, 72) bagh bir sekilde RMS13 hiicrelerinin hiicre canlihigini azalttig
gozlemlenmistir (Schott ve digerleri, 2015). Heinicke ve arkadaslarinin 2015°de yaptig1 bir
calismada ise JNJ-26481585'in etkilerini tek basina ve RMS tedavisi i¢in klinik deney
protokollerinde yaygin olarak kullanilan kemoterapdtik ilaclarla birlikte test etmislerdir.
Etoposid (0 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 30 ug/ml) ve gesitli antikanser ilaclarini tek olarak
kullanmakla birlikte her birinin JNJ-26481585 ile kombinelerinin apoptoz etkileri test
edilmistir. Calisma sonucunda elde edilen sonuclardan biriside Etoposid’in tek basina ve
Etoposid + JNJ-26481585 kombinasyonunun sitotoksit etkisi oldugu vurgulanmigtir (Heinicke
ve digerleri, 2015). Yine baska bir ¢alismada insan Rabdomyosarkom hiicre hatlarinda (RD2
ve TE 671) artan dozlarda sitotoksik ilaglara (sisplatin, doksorubisin ve etoposid) maruz
birakilmis olup; Sisplatin i¢in baslangic dozu 0.005 pg/ml; doksorubisin i¢in 0,5 ng/ml; ve
etoposid i¢in 1.4 ng/ml olarak belirlenmistir. Bu ila¢ konsantrasyonlar1 ile 2 hafta siireyle
inkiibasyondan sonra, ilag seviyeleri, tiimor dokusunun terapétik olarak ulasilabilir

seviyesinin 10 katina veya tolere edilen maksimum doza ulasilincaya kadar her 2 haftada bir
42



arttirllmistir. Sonugcta, sisplatin, 0,5 pg/ml, doksorubisin, 50 ng/ml ve etoposid, 0.14 pg/ml
uygulanmis olmakla beraber hemen hemen tiim direngli hiicre hatlarinda ¢ogalma hizi
azaldig1 ortaya konmustur (Leuschner ve digerleri, 2002). Elde edilen veriler literatiirde;
Etoposidin ¢esitli konsantrasyon ve gesitli kombinasyonlar ile RMS hiicre hatlarinda
olusturdugu DNA hasar1 cevabina bagli olarak apoptozisi indiikledigi ortaya cikartilmistir.

Calismamizin sonuglart literatiirle birebir uyumlu oldugu goriilmektedir.

5.3. GSK ve EtoUygulamasinin A204 Hiicrelerinde Apoptotik Etkileri

Cesitli kanser tiirlerinde (meme, noéroblastoma, melanoma, mantlecelllenfoma ve
glioma) yapilan in vitro ya da in vivo ¢alismalarda GSK’nin iyonize radyasyon, Doxo veya
Etoposid gibi DNA hasar1 ajanlarina karst bu hiicreleri daha duyarli hale getirdigi ve
apoptozis oranini artirdigi goriilmektedir. Ayrica farmokolojik ya da genetik olarak Wipl’in
baskilanmasmin p53’e sahip tiimorlerde kemoterapiye duyarlilik agisindan etkili oldugu
bilinmektedir (Chen ve digerleri, 2016; Kojima ve digerleri, 2016; Pechackova ve digerleri,
2016; Sriraman ve digerleri, 2016; Stolte ve digerleri, 2018; Wu ve digerleri, 2018).
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Sekil 15. A204 hiicrelerinde 24-48-72 Saat ANNEXIN V/7AAD analizi karsilastirmasi
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Sekil 15°de gosterildigi iizere, A204 hiicrelerinde 24-48-72 Saat ANNEXIN V/7AAD
analizi karsilastirildiginda GSK tek basina gosterdigi etki en yiiksek 48 saatte %41.45 (+2)
olurken, Etoposidin tek basina gosterdigi en iyi etkinin 48 saatte 250uM %83.53 (+2) oldugu
goriilmektedir.Ancak GSK+Etokombinasyonlarinda iseen iyi apoptoz etkisinin 48 saaatte
(Eto100uM + GSK 2.5uM %382.40 (+2), Eto150uM + GSK 2.5uM %386.95 (+2), Eto 200uM
+ GSK 2.5uM %83.12 (+2), Eto 250uM+ GSK 2.5uM 9%85.09 (+2) yiiksek oranda oldugu
gozlemlenmistir. Bu tez ¢alismasinda RMS A204 hiicre dizisinde GSK ve Eto’nun birlikte
etkinligi ilk defa test edilmistir. Bu veriler Wipl’i asir1 ifade eden tiimorlerde de GSK
+Eto’nun olduk¢a iyi bir terapdtik ajan olabilecegine isaret etmektedir. Nitekim A204
hiicrelerinde GSK veya GSK+Eto uygulamasi sonrasi yapilan WB analizlerinden elde edilen
veriler de bu hipotezi destekler niteliktedir.

Wip1’in DDR f{izerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in bu ¢alismada ‘Western Blot’
analizleri gergeklestirilmistir. Wipl’in asir1 ifade edildigi ve Wipl’in baskilandigi A204
hiicrelerinde gerceklestirilen WB analizleri karsilastirildiginda p53 proteininin total formunun
esit diizeyde ifade edildigi ancak aktif olan fosforile formunun ise Wipl ifadesi baskilanmis
hiicrelerde arttis gosterdigi belirlenmistir. Bu durum Wipl ifadesi artmis A204 hiicrelerinde
bu proteinin fosforilasyonunun Wipl tarafindan baskilandigina isaret etmektedir. Bu
sonuclar1 Tablo 13. ‘de 48 saatlik Western Blot sonuglarinin karsilastirilmali olarak da gore

bilmekteyiz.

Tablo 8. 48 saatlik Western Blot sonuglarinin karsilastirilmali olarak isaretsel tablosu

WB Apoptozis Gsk Eto Gsk+ Eto
Wipl --- - ----
Fosfo-p53 - +++ ++++
Total-p53 0 0 0
GAPDH 0 0 0

(Kontrole gore belirgin bir fark olmayan (0), kontrole gore azalan (-) kontrole gore artmis

olanlar ise artis miktarlarina oranla (+) isaretiyle ifade edilmistir.)

Elde edilen sonuglar A204 hiicrelerinde; GSK 2,5 pg/ml deney grubundaWipl kontrol
grubuna kiyasla WIP1’in ifadesinin ¢ok az oldugu, Etogruplarinda GSK’ya oranla Wipl
ifadesinin biraz artis gosterdigi, ancak GSK ve Etokombine gruplarinda iste Wipl ifadesinin
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tamamen silindigi goriilmektedir. Bu sonuglar GSK’nin etkin bir Wip1 inhibitorii oldugunu

gostermektedir.

Tek bagina Eto uygulamasiyla DDR’1n 6nemli bilesenlerinden p53’iin fosforilasyonlar1
¢ok az goriilirken GSK + Etouygulamasi sonucunda Wipl’in baskilandigi ve fosfo p53’iin
fosforile oldugu net bir sekilde goriilmektedir. Bu durum beklenen sonuglarla uyumludur.
Literatiirden de bilindigi iizere DDR’nin en 6nemli elemanlarindan olan p53’iin fosforile
formu Wip1’in hedef proteinleri arasinda yer almakta ve Wipl tarafindan defosforile edilerek
DDR’nin baskilanmasina yol agmaktadir. Wip1’in asir1 ifade edildigi ve Wip1’in baskilandig1
A204 hiicrelerinde gergeklestirilen WB analizleri karsilastirildiginda p53 proteininin total
formunun esit diizeyde ifade edildigi bu sonuglar ile bir kez daha kanitlanmaktadir. Bu durum
Wipl ifadesi artmis A204 hiicrelerinde p53°tn fosforilasyonunun Wipl tarafindan
baskilandigina isaret etmektedir.

Hem bizim hem de digerlerinin gerceklestirmis oldugu calismalar birlikte
degerlendirildiginde ise bu tez calismasi kapsaminda elde edilen veriler literatiirde var olan
calismalarla paralellik gostermektedir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda onkogenik Wip1’in
wt p53 tiimorlerde tiimorogenezin bir bileseni ve p53°e¢ bagh olarak aktive olan tiimor
slipresor cevaplart baskiladigr goriilmektedir (Chen ve digerleri, 2016; Kojima ve digerleri,
2016; Pechackova ve digerleri, 2016; Sriraman ve digerleri, 2016; Stolte ve digerleri, 2018;
Wu ve digerleri, 2018). Bu tez calismasindan elde edilen bulgularda RMS’de benzer bir

durum olduguna isaret etmektedir.

Ozetle 24-48-72 saat inkiibasyon sonrast A204 hiicrelerinde meydana getirdigi
metabolik aktivite degisimleri ‘MTT’ testi ve ‘Annexin V’ testi ile degerlendirilmistir. Elde
edilen veriler sonucunda Eto ve GSK ile ayr1 ayrt muamele edilen gruplarda kontrol grubuna
kiyasla zaman artisina bagli olarak metabolik aktivitede azalma oldugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte ‘MTT’ testi ve ‘Annexin V’ analiziyle elde edilen bulgular ‘Western Blot’ ile
Olctilen Wipl, total p53, p53 protein analiz sonuglariyla da desteklenmistir. Ayni zamanda bu
GSK konsantrasyonunun A204 hiicrelerinde Eto uygulamasiyla indiiklenerek artan Wip1°i de

baskilamakta etkili olduklar1 gosterilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, PPM1D amplifikasyonundan dolayr asirt artan Wipl ekspresyonuna
sahip olan A204 hiicre dizisinde Wipl varliginda ve yoklugunda kemoterapiye verdigi yanit
ve DDR’1n 6nemli eleman1 olan fosfo p53 iizerindeki rolii ve kemoterapinin apoptozis iizerine

etkisi aragtirilmistir. Sonug olarak Wip1’in asir1 ifade edildigi A204 hiicrelerinde;

1) Etoposid’in GSK ile kombimesinde 24-48 ve 72 saatte doz artigina bagli olarak metabolik
aktiviteyi azalttigt MTT testi ile tespit edilmistir.

2) Etoposid ve GSK kombinasyonu ile 24-48 ve 72 saatte apoptozisindaha etkin indiiklendigi
ve zaman artisina bagli olarak apoptozis miktarinda artis oldugu Annexin V testi ile

saptanmistir.

3) Etoposid + GSKkombinasyonunun Wip1’in baskilanmasiylafosfo p53 proteini seviyesinde
artisa sebep oldugu Western Blotanalizi ile tespit edilmistir. Bu sayede ¢alismamiz RMS
kanseri A204 hiicrelerinde GSK + EtoindiikliiapoptoziseDDR’1n énemli elemanlarindan fosfo

p53 aktivasyonuna aracilik edebilecegini gostermektedir.

4) Yapilan testler sonucunda Wipl’in GSK ile inhibisyonu sonrasinda A204 hiicrelerinin
etoposid’e duyarli hale geldigi, GSK ve Eto kombine olarak beraber uygulandiginda daha
etkin oldugu gosterdigi tespit edilmistir.

Bu calisma kapsaminda elde edilen veriler ilk defa RMS kanseri A204 hiicre hattinda
GSK + Eto kombinasyonu ile Wipl’in baskilanarak fosfo p53 aktiflestirilerek apoptozis
indiiklenebilecegi ortaya konmustur. Dolayisiyla elde edilen bu bulgular onkogenik Wipl’i
asir1 ifade eden A204 hiicrelerinde GSK ile Wip1’in inhibisyonu sonucunda Etoile DDR’nin
aktivasyonunun en yliksek diizeyde saglandigina isaret etmektedir. Esasen bu sonuclar
DDR’nintiimorogenez sirasinda onkogenik Wipl tarafindan baskilandigina ve Wip1’in inhibe
edilmesiyle DDR’nin yeniden aktive edilebildigine ve apoptozisin daha etkin bigimde
indiiklendigine isaret etmektedir. Ayrica gelecekte kanser tedavi stratejilerinin gelistirilmesi
sirasinda onkogenik Wip1’e sahip tiimdrlerde bu durumun dikkatli degerlendirilmesi gerektigi
konusunda 6nemli bir veri saglamasi agisindan dikkat c¢ekici bir ¢alismadir. Wip1 ifadesindeki
artisin hangi mekanizmalar etkileyerek ilaca duyarliligi arttirmakta oldugu ise ilerde

kapsamli ¢aligmalarla aydinlatilmay1 bekleyen konulardan biridir.
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Ek 1 (24 Saat MTT Istatik Analizleri)

ANOVAOneWay (24.01.2022 21.08:40)
Descriptive Statistics

EKLER

N Analysis N Missing Mean Standard Deviation SE of Mean
K 2 0 0.8925 0,00495 0,0035
DMSO 2 0 0,9005 0,01061 0,0075
ETO 100 2 0 0676 0,02687 0,019
ETO 150 2 0 06395 0,00636 0,0045
ETO 200 2 0 0,5535 0,00919 0,0065
ETO 250 2 0 0.4925 0,03041 0.0215
GSK 2.5 2 0 0,76 0,02404 0,017
ETO 100 GSK 2.5 2 0 0,6335 0,00212 0,0015
ETO 150 GSK 2.5 2 0 0.5265 0,00636 0,0045
ETO 200 GSK 2.5 2 0 0439 0,01697 0,012
ETO 250 GSK 2.5 2 0 0437 0,00849 0,006
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Model 10 0,54072 0,05407 205,70175 5,00245E-11
Error 11 0,00289 2,62864E-4
Total 21 0,54361
Null Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
Fit Statistics
R-Square Coeff Var Root MSE Data Mean |
0,99468 0,02566 0,01621 0,63186
Means Comparisons
Bonferroni Test
MeanDiff SEM t Value Prob Alpha Sig LCL ucCL
DMSO K 0,008 0,01621 0,49343 1 0,05 0 -0,06487 0,08087
ETO 100 K -0,2165 0,01621 -13,35342 2,11769E-6 0,05 1 -0,28937 -0,14363
ETO 100 DMSO -0,2245 0,01621 -13,84685 1,45048E-6 0,05 1 -0,29737 -0,15163
ETO 150 K -0,253 0,01621 -15,60469 4,13201E-7 0,05 1 -0,32587 -0,18013
ETO 150 DMSO -0,261 0,01621 -16,09812 2,97306E-7 0,05 1 -0,33387 -0,18813
ETO 150 ETO 100 -0,0365 0,01621 -2,25127 1 0,05 0 -0,10937 0,03637
ETO 200 K -0,339 0,01621 -20,90906 1,82362E-8 0,05 1 -0,41187 -0,26613
ETO 200 DMSO -0,347 0,01621 -21,40249 1,41897E-8 0,05 1 -0,41987 -0,27413
ETO 200 ETO 100 -0,1225 0,01621 -7,55563 6,15959E-4 0,05 1 -0,19537 -0,04963
ETO 200 ETO 150 -0,086 0,01621 -5,30436 0,01379 0,05 1 -0,15887 -0,01313
ETO 250 K -0,4 0,01621 -24,67145 3,06036E-9 0,05 1 -0,47287 -0,32713
ETO 250 DMSO -0,408 0,01621 -25,16488 2,46997E-9 0,05 1 -0,48087 -0,33513
ETO 250 ETO 100 -0,1835 0,01621 -11,31803 1,16468E-5 0,05 1 -0,25637 -0,11063
ETO 250 ETO 150 -0,147 0,01621 -9,06676 1,0724E-4 0,05 1 -0,21987 -0,07413
ETO 250 ETO 200 -0,061 0,01621 -3,7624 0,17279 0,05 0 -0,13387 0,01187
GSK25 K -0,1325 0,01621 -8,17242 2,93171E-4 0,05 1 -0,20537 -0,05963
GSK 2.5 DMSO -0,1405 0,01621 -8,66585 1,66678E-4 0,05 1 -0,21337 -0,06763
GSK 2.5 ETO 100 0,084 0,01621 5,18101 0,01668 0,05 1 001113 0,15687
GSK 2.5 ETO 150 0,1205 0,01621 7,43228 7,18254E-4 0,05 1/ 0,04763 0,19337
GSK 2.5 ETO 200 0,2065 0,01621 12,73664 3,46018E-6 0,05 1 0,13363 0,27937
GSK 2.5 ETO 250 0,2675 0,01621 16,49903 2,29089E-7 0,05 1 0,19463 0,34037
ETO 100 GSK 2.5 K -0,259 0,01621 -15,97477 3,22523E-7 0,05 1 -0,33187 -0,18613
ETO 100 GSK 2.5 DMSO -0,267 0,01621 -16,4682 2,3368E-7 0,05 1 -0,33987 -0,19413
ETO 100 GSK 2.5 ETO 100 -0,0425 0,01621 -2,62134 1 0,05 0 -0,11537 0,03037
ETO 100 GSK 2.5 ETO 150 -0,006 0,01621 -0,37007 1 0,05 0 -0,07887 0,06687
ETO 100 GSK 2.5 ETO 200 0,08 0,01621 4,93429 0,02456 0,05 1 0,00713 0,15287
ETO 100 GSK 2.5 ETO 250 0,141 0,01621 8,69669 1,61029E-4 0,05 1 006813 0,21387
ETO 100 GSK2.5 GSK 25 -0,1265 0,01621 -7,80235 4,55383E-4 0,05 1 -0,19937 -0,05363
ETO 150 GSK 2.5 K -0,366 0,01621 -22,57438 7,98993E-9 0,05 1 -0,43887 -0,29313
ETO 150 GSK 2.5 DMSO -0,374 0,01621 -23,06781 6,32733E-9 0,05 1 -0,44687 -0,30113
ETO 150 GSK 2.5 ETO 100 -0,1495 0,01621 -9,22096 9,0877E-5 0,05 1 -0,22237 -0,07663
ETO 150 GSK 2.5 ETO 150 -0,113 0,01621 -6,96969 0,0013 0,05 1 -0,18587 -0,04013
ETO 150 GSK 2.5 ETO 200 -0,027 0,01621 -1,66532 1 0,05 0 -0,09987 0,04587
ETO 150 GSK 2.5 ETO 250 0,034 0,01621 2,09707 1 0,05 0 -0,03887 0,10687
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E10U 10U GSK 2.0 GOK 4.0
ETO 150 GSK 2.5 ETO 100
ETO 200 GSK 2.5 K

ETO 200 GSK 2.5 DMSO
ETO 200 GSK 2.5 ETO 100
ETO 200 GSK 2.5 ETO 150
ETO 200 GSK 2.5 ETO 200
ETO 200 GSK 2.5 ETO 250
ETO 200 GSK 2.5 GSK 2.5
ETO 200 GSK 2.5 ETO 100
ETO 200 GSK 2.5 ETO 150
ETO 250 GSK 2.5 K

ETO 250 GSK 2.5 DMSO
ETO 250 GSK 2.5 ETO 100
ETO 250 GSK 2.5 ETO 150
ETO 250 GSK 2.5 ETO 200
ETO 250 GSK 2.5 ETO 250
ETO 250 GSK 2.5 GSK 2.5
ETO 250 GSK 2.5 ETO 100
ETO 250 GSK 2.5 ETO 150
ETO 250 GSK 2.5 ETO 200

-U,2530

-0,107
-0,4535
-0,4615

-0,237
-0,2005
-0,1145
-0,0535

-0,321
-0,1945
-0,0875
-0,4555
-0,4635

-0,239
-0,2025
-0,1165
-0,0555

-0,323
-0,1965
-0,0895

-0,002

U,uioz
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621
0,01621

-14,4U 1¥0
-6,59961
-27 ,97126
-28.46469
-14,61784
-12,36657
-7,0622
-3,29981
-19,79884
-11,99649
-5,39688
-28,09462
-28,58805
-14.74119
-12.48992
-7,18556
-3,42316
-19,9222
-12,11985
-5,52024
-0,12336

v,Cllroe-/
0,00213
7,64858E-1
6,49088E-1
8,22219E-7
4,€9317E-6
0,00115
0,38942
3,27599E-8
6,41731E-6
0,01197
7,48233E-1
6,19298E-1
7,52737E-7
4,23605E-6
9,61909E-4
0,31302
3,06488E-8
5,77638E-6
0,00994

1

U,u0
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

[ QR o R e e I IR IE e T T i = Y [ Qi N W ) [t N

-U,0U00/
-0,17987
-0,62637
-0,63437
-0,30987
-0,27337
-0,18737
-0,12637
-0,39387
-0,26737
-0,16037
-0,52837
-0,53637
-0,31187
-0,27537
-0,18937
-0,12837
-0,39587
-0,26937
-0,16237
-0,07487

-U, 1 0U0S
-0,03413
-0,38063
-0,38863
-0,16413
-0,12763
-0,04163
0,01937
-0,24813
-0,12163
-0,01463
-0,38263
-0,39063
-0,16613
-0,12963
-0,04363
0,01737
-0,25013
-0,12363
-0,01663
0,07087

Sig equals 1 indi that the diff

of the means is significant at the 0,05 level.

Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not significant at the 0,05 level.
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Ek 2 (48 Saat MTT Istatik Analizleri)

ANOVAOneWay (24.01.2022 21:05:17)

Descriptive Stalistics
N Analysis N Missing Mean Standard Deviation SE of Mean
K 2 0 0,8225 0,02899 0,0205
DMSO 2 0 0,8405 0,00636 0,0045
ETO 100 2 0 0,4135 7,07107E-4 5E4
ETO 150 2 0 0,298 0,00424 0,003
ETO 200 2 0 0,236 0,00283 0,002
ETO 250 2 0 0,194 0,00707 0,005
GSK 2.5 2 0 0,53 0,04243 0,03
ETO 100 GSK 2.5 2 0 0,305 0,03111 0,022
ETO 150 GSK 2.5 2 0 0,2805 7,07107E-4 5E4
ETO 200 GSK 2.5 2 0 0,2315 7,07107E-4 5E-4
ETO 250 GSK 2.5 2 0 0,201 0,0198 0,014
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Model 10 1,12092 0,11209 299,38276 6,4442E-12
Error 11 0,00412  3,74409E-4
Total 21 1,12503
Null Hypothesis: The means of all levels are equal,
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
Fit Statistics
R-Square Coeff Var Root MSE Data Mean
0,99634 0,0489  0,01935 0,39568
Means Comparisons
Bonferroni Test
MeanDiff SEM t Value Prob Alpha Sig LCL uCL
DMSO K 0,018 0,01935  0,93025 1 005 0 -0,06897 0,10497
ETO 100 K -0,409 0,01935 -21,13733 1,62265E-8 0,05 1 -0,49597 -0,32203
ETO 100 DMSO -0,427 0,01935 -22,06758 1,02059E-8 0,05 1 -0,51397 -0,34003
ETO 150 K -0,5245 0,01935 -27,10643 1,10369E-9 0,05 1 -0,61147 -0,43753
ETO 150 DMSO -0,5425 0,01935 -28,03668 7,65198E-10 0,05 1 -0,62947 -0,45553
ETO 150 ETO 100 -0,1155 0,01935 -5,9691 0,00513 0,05 1 -0,20247 -0,02853
ETO 200 K -0,5865 0,01935 -30,31062 3,2781E-10 0,05 1 -0,67347 -0,49953
ETO 200 DMSO -0,6045 0,01935 -31,24087 2,35908E-10 0,05 1 -0,69147 -0,51753
ETO 200 ETO 100 -0,1775 0,01935 -9,17329 9,56266E-5 0,05 1 -0,26447 -0,09053
ETO 200 ETO 150 -0,062 0,01935 -3,20419 0,46155 0,05 0 -0,14897 0,02497
ETO250 K -0,6285 0,01935 -32,4812 1,54378E-10 0,05 1 -0,71547 -0,54153
ETO 250 DMSO -0,6465 0,01935 -33,41145 1,13485E-10 0,05 1 -0,73347 -0,55953
ETO 250 ETO100 -0,2195 0,01935 -11,34387 1,13791E-5 0,05 1 -0,30647 -0,13253
ETO 250 ETO 150 -0,104 0,01935 -5,37477 0,01238 0,05 1 -0,19097 -0,01703
ETO 250 ETO 200 -0,042 0,01935 -2,17058 1 005 0 -0,12897 0,04497
GSK 25 K -0,2925 0,01935 -15,11655 5,77753E-7 0,05 1 -0,37947 -0,20553
GSK 2.5 DMSO -0,3105 0,01935 -16,0468 3,07528E-7 0,05 1 -0,39747 -0,22353
GSK 25 ETO100 0,1165 0,01935 6,02078 0,00477 0,05 1 0,02953 0,20347
GSK 2.5 ETO 150 0,232 0,01935 11,98988 6,45379E-6 0,05 1 0,14503 0,31897
GSK 2.5 ETO 200 0,294 0,01935 15,19407 5,47441E-7 0,05 1 0,20703 0,38097
GSK 2.5 ETO 250 0,336 0,01935 17,36465 1,33065E-7 0,05 1 0,24903 0,42297
ETO100GSK 25 K -0,5175 0,01935 -26,74466 1,27687E-9 0,05 1 -0,60447 -0,43053
ETO 100 GSK 2.5 DMSO -0,5355 0,01935 -27,67491 8,81082E-10 0,05 1 -0,62247 -0,44853
ETO 100 GSK 2.5 ETO 100 -0,1085 0,01935 -5,60734 0,00872 0,05 1 -0,19547 -0,02153
ETO 100 GSK 2.5 ETO 150 0,007 0,01935 0,36176 1 005 0 -0,07997 0,09397
ETO 100 GSK 2.5 ETO 200 0,069 0,01935  3,56596 0,24345 0,05 0 -0,01797 0,15597
ETO 100 GSK 2.5 ETO 250 0,111 0,01935 5,73654 0,0072 0,05 1 002403 0,19797
ETO 100 GSK2.5 GSK 2.5 -0,225 0,01935 -11,62812 8,83662E-6 0,05 1 -0,31197 -0,13803
ETO 150 GSK 2.5 K -0,542 0,01935 -28,01084 7,72899E-10 0,05 1 -0,62897 -0,45503
ETO 150 GSK 2.5 DMSO -0,56 0,01935 -28,94109 541971E-10 0,05 1 -0,64697 -0,47303
ETO 150 GSK 2.5 ETO 100 -0,133 0,01935 -6,87351 0,00147 0,05 1 -0,21997 -0,04603
ETO 150 GSK 2.5 ETO 150 -0,0175 0,01935 -0,90441 1 0,05 0 -0,10447 0,06947
ETO 150 GSK 2.5 ETO200 0,0445 0,01935 2,29978 1 005 0 -0,04247 0,13147
ETO 150 GSK 2.5 ETO250 0,0865 0,01935 4,47036 0,05205 0,05 0 -471114 0,17347
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E1U 10U GOK 2.0 GOK 4.0 ~U,Z24Y0 U,UIY00 ~1£,0944Y 0,U40U0C-0 U,u0 -U, 0004/ U, 1C£00

-0,415¢7 -0,24203
-0,190¢7 -0,01703
-0,16647 0,00747
-0,11747  0,05647 |

ETO 250 GSK25 GSK25  -0,329 0,01935 -17,00289 1,66459E-7 0,05
ETO 250 GSK 25 ETO 100  -0,104 0,01935 -5,37477 0,01238 0,056
ETO 250 GSK 25 ETO 150 -0,0795 0,01935 -4,1086 0,09536 0,05
ETO 250 GSK 25 ETO 200 -0,0305 0,01935 -1,57626 1 0,05

I

ETO 150 GSK 25 ETO 100 -0,0245 0,01935 -1,26617 1 005 0 -0,11147 0,0€247
ETO200GSK 2.5 K -0,591 0,01935 -30,54318 3,01651E-10 0,06 1 -0,677¢7 -0,5C403
ETO 200 GSK2.5 DMSO ~ -0,609 0,01935 -31,47343 2,17607E-10 005 1 -0,69567 -0,52203
ETO 200 GSK 25 ETO 100  -0,182 0,01935 -9,40585 7,47267E-5 005 1 -0,268¢7 -0,08503
ETO 200 GSK 25 ETO 150 -0,0665 0,01935 -3,43675 0,3066 0,05 0 -0,15347 0,02047
ETO 200 GSK 25 ETO 200 -0,0045 0,01935 -0,23256 1 005 0 -0,09147 0,08247

ETO 200 GSK 25 ETO250 0,0375 0,01935  1,93802 1 005 0 -0,04947 0,12447
ETO 200 GSK25 GSK 2.5 -0,2985 0,01935 -1542663 4,66417E-7 005 1 -0,38547 -0,21153
ETO 200 GSK 25 ETO 100 -0,0735 0,01935 -3,79852 0,1623 005 0 -0,16047 0,01347
ETO 200 GSK 25 ETO150 -0,049 0,01935 -2,53235 1 005 0 -0,135¢7 0,03797
ETO250GSK 2.5 K -0,6215 0,01935 -32,11944 1,74412E-10 005 1 -0,70847 -0,53453
ETO 250 GSK 2.5 DMSO  -0,6395 0,01935 -33,04969 127783E-10 0,05 1 -0,72647 -0,56253
ETO 250 GSK 25 ETO 100 -0,2125 0,01935 -10,98211 1,58245E-5 0,05 1 -0,29947 -0,12553
ETO 250 GSK 25 ETO 150  -0,097 0,01935 -5,01301 0,02169 0,05 1 -0,183¢7 -0,01003
ETO 250 GSK 25 ETO200 -0,035 0,01935 -1,80882 1 005 0 -0,121¢7 0,06197
ETO 250 GSK 25 ETO 250 0,007 0,01935 0,36176 1 005 0 -0079¢7 0.,06397

1

1

0

0

Sig equals 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not sigrificant at the 0,05 level.



Ek 3 (72 Saat MTT Istatik Analizleri)

ANOVAOneWay (24.01.2022 20:49:41)

Descriptive Statistics
N Analysis N Missing Mean Standard Deviation SE of Mean
K 2 0 1,3885 0,00354 0,0025
DMSO 2 0 1,2225 0,01202 0,0085
ETO 100 2 0 0,3805 0,00354 0,0025
ETO 150 2 0 0,256 0,00141 1E-3
ETO 200 2 0 0,242 0,00424 0,003
ETO 250 2 0 0,2305 0,00636 0,0045
GSK 2.5 2 0 0715 0,00707 0,005
ETO 100 GSK 2.5 2 0 0,312 0 0
ETO 150 GSK 2.5 2 0 0,2385 7,07107E-4 5E4
ETO 200 GSK 2.5 2 0 0,188 0,00849 0,006
ETO 250 GSK 2.5 2 0 0,186 0,00424 0,003
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Model 10 3,73709 0,37371 11095,278 1,56287E-20
Error 11 3,705E-4  3,36818E-5
Total 21 3,73746
Null Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different,
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
Fit Statistics
R-Square  Coeff Var Root MSE Data Mean
0,9999 0,01191 0,0058 0,48723
Means Comparisons
Bonferroni Test
MeanDiff SEM t Value Prob Alpha Sig LCL UCL
DMSO K -0,166 0,0058 -28,60292 6,15809E-10 0,05 1 -0,19209 -0,13991
ETO 100 K -1,008 0,0058 -173,68518 1,58933E-18 0,05 1 -1,03409  -0,98191
ETO 100 DMSO -0,842 0,0058 -145,08227 1,14948E-17 0,05 1 -0,86809 -0,81591
ETO 150 K -1,1325 0,0058 -195,13737 4,41598E-19 0,05 1 -1,15859 -1,10641
ETO 150 DMSO -0,9665 0,0058 -166,53445 2,52342E-18 0,05 1 -0,99259 -0,94041
ETO 150 ETO 100 -0,1245 0,0058 -21,45219 1,38399E-8 0,05 1 -0,15059 -0,09841
ETO200 K -1,1465 0,0058 -197,54966 3,85788E-19 0,05 1 -1,17259 -1,12041
ETO 200 DMSO -0,9805 0,0058 -168,94675 2,15433E-18 0,05 1 -1,00659 -0,95441
ETO 200 ETO 100 -0,1385 0,0058 -23,86448 4,38483E-9 0,05 1 -0,16459 -0,11241
ETO 200 ETO 150 -0,014 0,0058 -2,41229 1 005 0 -0,04009 0,01209
ETO 250 K -1,158 0,0058 -199,53119 3,45686E-19 0,05 1 -1,18409 -1,13191
ETO 250 DMSO -0,992 0,0058 -170,92827 1,89507E-18 0,05 1 -1,01809  -0,96591
ETO 250 ETO 100 -0,15 0,0058 -25,84601 1,84955E-9 0,05 1 -0,17609 -0,12391
ETO 250 ETO 150 -0,0255 0,0058 -4,39382 0,05908 0,05 0 -0,05159 5,85526E-4
ETO 250 ETO 200 -0,0115 0,0058 -1,98153 1 005 0 -0,03759 0,01459
GSK 25 K -0,6735 0,0058 -116,04858 1,33835E-16 0,05 1 -0,69959 -0,64741
GSK 2.5 DMSO -0,5075 0,0058 -87,44566 2,99998E-15 0,05 1 -0,53359 -0,48141
GSK 2.5 ETO100 0,3345 0,0058 57,6366 2,91366E-13 0,05 1 0,30841 0,36059
GSK 2.5 ETO 150 0,459 0,0058  79,08879 9,04214E-15 0,05 1 0,43291 0,48509
GSK 2.5 ETO 200 0,473 0,0058 81,50108 6,50076E-15 0,05 1 0,44691 0,49909
GSK 2.5 ETO250 04845 0,0058 83,48261 4,99316E-15 0,05 1 0.45841 0,51059
ETO 100 GSK 2.5 K -1,0765 0,0058 -185,48819 7,71304E-19 0,05 1 -1,10259 -1,05041
ETO 100 GSK 2.5 DMSO -0,9105 0,0058 -156,88528 4,8643E-18 0,05 1 -093659  -0,88441
ETO 100 GSK 2.5 ETO 100 -0,0685 0,0058 -11,80301 7,58328E-6 0,05 1 -0,09459 -0,04241
ETO 100 GSK 2.5 ETO 150 0,056 0,0058 9,64918 5,80301E-5 0,05 1 0,02991 0,08209
ETO 100 GSK 2.5 ETO 200 0,07 0,0058 12,06147 6,0706E-6 0,05 1 0,04391 0.,09609
ETO 100 GSK 2.5 ETO 250 0,0815 0,0058 14,043 1,2521E-6 0,05 1 0,05541 0,10759
ETO 100 GSK 2.5 GSK 2.5 -0,403 0,0058 -69,43961 3,77316E-14 0,05 1 -0,42909 -0,37691
ETO 150 GSK 2.5 K -1,15 0,0058 -198,15274 3,7307E-19 0,05 1 -1,17609 -1,12391
ETO 150 GSK 2.5 DMSO -0,984 0,0058 -169,54982 2,07155E-18 0,05 1 -1,01009 -0,95791
ETO 150 GSK 2.5 ETO 100  -0,142 0,0058 -24,46756 3,34783E-9 0,05 1 -0,16809 -0,11591
ETO 150 GSK 2.5 ETO 150 -0,0175 0,0058  -3,01537 0,64639 0,05 0 -0,04359  0,00859
ETO 150 GSK 2.5 ETO 200 -0,0035 0,0058 -0,60307 1 005 0 -002959 0,02259
ETO 150 GSK 2.5 ETO 250 0,008 0,0058 1,37845 1 0,05 0 -0,01809 0,03409
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E1U 10U GSK 2.0 GSK 2.0 | -U4/DD U,UUD0 | -04, IU410 D990 14E-10  U,UD
ETO 150 GSK 2.5 ETO 100 -0,0735 0,0058 -12,66454 3,66959E-6 0,05
ETO200GSK 2.5 K -1,2005 0,0058 -206,85423 2,3256E-19 0,05

ETO 200 GSK 2.5 DMSO  -1,0345 0,0058 -178,25131 1,19477E-18 0,05
ETO 200 GSK 2.5 ETO 100 -0,1925 0,0058 -33,16905 1,2286E-10 0,05
ETO 200 GSK 2.5 ETO 150  -0,068 0,0058 -11,71686 8,17472E-6 0,05
ETO 200 GSK 2.5 ETO200  -0,054 0,0058 -9,30456 8,315E-5 0,05
ETO 200 GSK 2.5 ETO 250 -0,0425 0,0058  -7,32304 8,24167E-4 0,05
ETO 200 GSK 2.5 GSK 2.5 -0,527 0,0058 -90,80565 1,98257E-15 0,05
ETO 200 GSK 2.5 ETO 100  -0,124 0,0058 -21,36603 1,44524E-8 0,05
ETO 200 GSK 2.5 ETO 150 -0,0505 0,0058 -8,70149 1,60169E-4 0,05
ETO 250 GSK 2.5 K -1,2025 0,0058 -207,19884 2,28341E-19 0,05

ETO 250 GSK 2.5 DMSO  -1,0365 0,0058 -178,59592 1,16967E-18 0,05
ETO 250 GSK 2.5 ETO 100 -0,1945 0,0058 -33,51366 1,09769E-10 0,05
ETO 250 GSK 2.5 ETO 150 -0,07 0,0058 -12,06147 6,0706E-6 0,05
ETO 250 GSK 2.5 ETO200 -0,056 0,0058 -9,64918 5,80301E-5 0,05
ETO 250 GSK 2.5 ETO 250 -0,0445 0,0058 -7,66765 5,36564E-4 0,05
ETO 250 GSK2.5 GSK 2.5 -0,529 0,0058 -91,15026 1,80176E-15 0,05
ETO 250 GSK 2.5 ETO100 -0,126 0,0058 -21,71065 1,21657E-8 0,05
ETO 250 GSK 2.5 ETO 150 -0,0525 0,0058 -9,0461 1,09664E-4 0,05
ETO 250 GSK 2.5 ETO 200  -0,002 0,0058  -0,34461 1 0,05

-U,0U20Y -U,40U4 |
-0,09959 -0,04741
-1,22659 -1,17441
-1,06059 -1,00841
-0,21859 -0,16641
-0,09409 -0,04191
-0,08009 -0,02791
-0,06859 -0,01641
-0,55309 -0,50091
-0,15009 -0,09791
-0,07659 -0,02441
-1,22859 -1,17641
-1,06259 -1,01041
-0,22059 -0,16841
-0,09609 -0,04391
-0,08209 -0,02991
-0,07059 -0,01841
-0,55509 -0,50291
-0,15209 -0,09991
-0,07859 -0,02641
-0,02809 0,02409

Ol e b | ed |k | cdf | | b | | | d | wd | d | d | | | | | |

Sig equals 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not significant at the 0,05 level.



Ek 4 (24 Saat Annexin Istatik Analizleri)

ANOVAOneWay (24.01.2022 20:48:34)

Descriptive Statistics
N Analysis N Missing Mean Standard Deviation SE of Mean
K 2 0 10,65 0,21213 0,15
DMSO 2 0 5,55 6,71751 4,75
ETO 100 2 0 2551 0,72125 0,51
ETO 150 2 0 3155 0,77782 0,55
ETO 200 2 0 32,545 091217 0,645
ETO 250 2 0 35,5 0,70711 0,5
GSK 2.5 2 0 1345 0,6364 0,45
ETO 100 GSK 2.5 2 0 29,5 0,70711 0,5
ETO 150 GSK 2.5 2 0 3845 0,6364 0,45
ETO 200 GSK 2.5 2 0 35,5 0,70711 0.5
ETO 250 GSK 2.5 2 0 38.5 0,70711 0,5
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Model 10 2757,58343 275,75834 60,74307 3,66552E-8
Error 11 49,93725 4,53975
Total 21 2807,52068
Null Hypothesis: The means of all levels are equal,
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
Fit Statistics
R-Square = Coeff Var Root MSE Data Mean
0,98221  0,07899 2,13067 26,97318
Means Comparisons
Bonferroni Test
MeanDiff SEM t Value Prob Alpha Sig LCL UCL
DMSO K -5,1 213067 -2,39361 1 0,05 0 -1467674 447674
ETO 100 K 14,86 2,13067 6,97434 0,00129 0,05 1 528326 24,43674
ETO 100 DMSO 19,96 2,13067 9,36795 7,77655E-5 0,05 1 10,38326 29,53674
ETO 150 K 20,9 2,13067 9,80913 4,928E-5 0,05 1 11,32326 3047674
ETO 150 DMSO 26 2,13067 12,20274 5,38489E-6 0,05 1 16,42326 35,57674
ETO 150 ETO 100 6,04 2,13067  2,83479 0,89278 0,05 0 -3,53674 1561674
ETO200 K 21,895 2,13067 10,27612 3,09522E-5 0,05 1 12,31826 3147174
ETO 200 DMSO 26,995 2,13067 12,66973 3,65408E-6 0,05 1 17,41826 36,57174
ETO 200 ETO 100 7,035 2,13067 3,30178 0,38806 0,05 0 -2,54174 16,61174
ETO 200 ETO 150 0,995 2,13067  0,46699 1 0,05 0 -8,58174 1057174
ETO 250 K 24,85 2,13067 11,663 8,56971E-6 0,05 1 15,27326 34,42674
ETO 250 DMSO 29,95 2,13067 14,05662 1,23946E-6 0,05 1 20,37326 39,52674
ETO 250 ETO 100 9,99 2,13067 4,68867 0,03642 0,05 1 0,41326 19,56674
ETO 250 ETO 150 3,95 2,13067 1,85388 1 0,05 0 -562674 13,52674
ETO 250 ETO 200 2,955 2,13067 1,38689 1 0,05 0 -6,62174 1253174
GSK 2.5 K 2,8 2,13067 1,31414 1 0,05 0 -6,77674 1237674
GSK 2.5 DMSO 7.9 2,13067 3,70776 0,19 0,05 0 -1,67674 1747674
GSK 2.5 ETO 100 -12,06 2,13067 -5,66019 0,00806 0,05 1 -21,63674 -2,48326
GSK 2.5 ETO 150 -18,1 2,13067 -8,49498 2,02105E-4 0,05 1 -27,67674 -8,52326
GSK 2.5 ETO200 -19,095 2,13067 -8,96197 1,20163E-4 0,05 1 -28,67174 -9,51826
GSK 2.5 ETO 250 -22,05 2,13067 -10,34886 2,88344E-5 0,05 1 -31,62674 -12,47326
ETO 100 GSK 2.5 K 18,856 2,13067 8,84699 1,36306E-4 0,05 1 9,27326 28,42674
ETO 100 GSK 2.5 DMSO 23,95 2,13067 11,2406 1,24908E-5 0,05 1 14,37326 33,52674
ETO 100 GSK 2.5 ETO 100 3,99 2,13067 1,87265 1 0,05 0 -5,58674 13,56674
ETO 100 GSK 2.5 ETO 150 -2,05 2,13067 -0,96214 1 0,05 0 -11,62674  7,52674
ETO 100 GSK 2.5 ETO 200 -3,045 213067 -1,42913 1 0,05 0 -12,62174 6,53174
ETO 100 GSK 2.5 ETO 250 -6 2,13067 -2,81602 092328 0,05 0 -15,57674 3,567674
ETO 100 GSK 2.5 GSK 2.5 16,05 2,13067 7,53285 6,33607E-4 0,05 1 6,47326 25,62674
ETO 150 GSK 2.5 K 27,8 213067 13,04755 2,69459E-6 0,05 1 18,22326 37,37674
ETO 150 GSK 2.5 DMSO 329 213067 15,44116 4,61808E-7 0,05 1 23,32326 4247674
ETO 150 GSK 2.5 ETO 100 12,94 2,13067  6,07321 0,00442 0,05 1 3,36326 22,51674
ETO 150 GSK 2.5 ETO 150 6,9 2,13067 3,23842 0,43429 0,05 0 -2,67674 1647674
ETO 150 GSK 2.5 ETO 200 5905 2,13067 2,77143 0,99992 0,05 0 -3,67174 1548174
ETO 150 GSK 2.5 ETO 250 2,95 213067 1,38454 1 0,05 0 -6,62674 1252674

62



E10 TDU GSK 2.0 GOK 2.0
ETO 150 GSK 2.5 ETO 100
ETO 200 GSK 2.5 K

ETO 200 GSK 2.5 DMSO
ETO 200 GSK 2.5 ETO 100
ETO 200 GSK 2.5 ETO 150
ETO 200 GSK 2.5 ETO 200
ETO 200 GSK 2.5 ETO 250
ETO 200 GSK 2.5 GSK 2.5
ETO 200 GSK 2.5 ETO 100
ETO 200 GSK 2.5 ETO 150
ETO 250 GSK 2.5 K

ETO 250 GSK 2.5 DMSO
ETO 250 GSK 2.5 ETO 100
ETO 250 GSK 2.5 ETO 150
ETO 250 GSK 2.5 ETO 200
ETO 250 GSK 2.5 ETO 250
ETO 250 GSK 2.5 GSK 2.5
ETO 250 GSK 2.5 ETO 100
ETO 250 GSK 2.5 ETO 150
ETO 250 GSK 2.5 ETO 200

4D £,10v0/
8,95 2,13067
24,85 2,13067
29,95 2,13067
9,99 2,13067
3,95 2,13067
2,955 2,13067
0 2,13067
22,05 2,13067
6 2,13067
-2,95 2,13067
27,85 2,13067
32,95 2,13067
12,99 2,13067
6,95 2,13067
5,956 2,13067
3 2,13067
25,05 2,13067
9 2,13067
0,05 2,13067
3 2,13067

L1004
4,20056
11,663
14,05662
4,68867
1,85388
1,38689
0
10,34886
2,81602
-1,38454
13,07101
15,46463
6.09668
3,26189
2,7949
1,40801
11,75687
4.,22403
0,02347
1,40801

©0,UD/ oDE-0
0,08163
8,56971E-6
1,23946E-6
0,03642

1

1

1
2,88344E-5
0,92328

1
2,64477E-6
4,54466E-7
0,00428
0,41655
0,95882

1
7,89403E-6
0,07847

1

1

[VRVE)
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

10,4£040
-0,62674
15,27326
20.,37326
0,41326
-5,62674
-6,62174
-9,567674
12,47326
-3,67674
-12,52674
18,27326
23,37326
3,41326
-2,62674
-3,62174
-6,57674
15,47326
-0,57674
-9,52674
-6,57674

00020002 22002000 aa=0-

04,0/ 014
18,52674
34,42674
39,52674
19,56674
13,52674
12,53174

9,57674
31,62674
15,57674

6,62674
37,42674
42,52674
22,56674
16,52674
15,63174
12,57674
34,62674
18,57674

9,62674
12,57674

Sig equals 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0,05 level.

Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not significant at the 0,05 level.

63



Ek 5(48 Saat Annexin Istatik Analizleri)

ANOVAOneWay (24.01.2022 21:13:04)

Descriptive Statistics
N Analysis N Missing Mean Standard Deviation SE of Mean
K 2 0 1585 0,77782 0,55
DMSO 2 0 1465 0,77782 0,55
ETO 100 2 0 5085 1,20208 0,85
ETO 150 2 0 58,005 0,71418 0,505
ETO 200 2 0 6259 0.83439 0,59
ETO 250 2 0 67.3 0,84853 0,6
GSK 2.5 2 0 17,9 0,70711 0,5
ETO 100 GSK 2.5 2 0 60,05 0,6364 0.45
ETO 150 GSK 2.5 2 0 65 0,98995 0,7
ETO 200 GSK 2.5 2 0 6575 0,77782 0,55
ETO 250 GSK 2.5 2 0 72,5 0,70711 0,5
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square  F Value Prob>F
Model 10 10098,30525 1009,83052 1467,14687 1,05699E-15
Error 11 7,57125 0.6883
Total 21 10105,8765
Null Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
Fit Statistics
R-Square Coeff Var Root MSE Data Mean
0,99925 0,01658 0,82964 50,04045
Means Comparisons
Bonferroni Test
MeanDiff SEM t Value Prob Alpha  Sig
DMSO K -1,2 082964 -1,44642 1 0,05 0
ETO 100 K 35 082964 42,18719 8,88867E-12 0,05 1
ETO 100 DMSO 362 082964 4363361 6,14716E-12 0,05 1
ETO150 K 42,155 0,82964 50,81146 1,16E-12 0,05 1
ETO 150 DMSO 43,355 0,82964 5225787 8,52858E-13 0,05 1
ETO 150 ETO 100 7,155 0,82964 8,62427 1,74635E-4 0,05 1
ETO 200 K 46,74 082964 56,33798 3,74082E-13 0,05 1
ETO 200 DMSO 47,94 082964 57,7844 2,83296E-13 0,05 1
ETO 200 ETO 100 11,74 0,82964 14,15079 1,15579E-6 0,05 1
ETO 200 ETO 150 4,585 0,82964 552652 0,00984 0,05 1
ETO 250 K 51,45 0,82964 6201517 1,30507E-13 0,05 1
ETO 250 DMSO 52,65 0,82964 6346159 1,01339E-13 0,05 1
ETO 250 ETO 100 16,45 0,82964 19,82798 3,22474E-8 0,05 1
ETO 250 ETO 150 9,295 0,82964 11,20371 1,2916E-5 0,05 1
ETO 250 ETO 200 4,71 082964 567719 0,00786 0,05 1
GSK 25 K 2,05 082964 247096 1 0,05 0
GSK 2.5 DMSO 3,25 082964  3,91738 0,1322 0,05 0
GSK 2.5 ETO 100 -32,95 082964 -39,71623 1,71964E-11 0,05 1
GSK 25 ETO 150 -40,105 0,82964 -48,34049 2,00278E-12 0,05 1
GSK 2.5 ETO 200 -44,69 082964 -53,86701 6,11666E-13 0,05 1
GSK 2.5 ETO 250 494 0,82964 -59,5442 2,03866E-13 0,05 1
ETO 100 GSK 2.5 K 442 082964 53,27639 6,90236E-13 0,05 1
ETO 100 GSK 2.5 DMSO 454 082964 54,72281 5,14603E-13 0,05 1
ETO 100 GSK 2.5 ETO 100 9,2 0,82964 11,0892 1,4339E-5 0,05 1
ETO 100 GSK 2.5 ETO 150 2,045 0,82964 2,46494 1 0,05 0
ETO 100 GSK 2.5 ETO 200 -2,54 0,82964 -3,06158 0,59517 0,05 0
ETO 100 GSK2.5 ETO 250 -7,25 082964 -8,73877 1,53652E-4 0,05 1
ETO 100 GSK 2.5 GSK2.5 42,15 0,82964 50,80543 1,16151E-12 0,05 1
ETO 150 GSK 2.5 K 49,15 0,82964 59,24287 2,15533E-13 0,05 1
ETO 150 GSK 2.5 DMSO 50,35 0,82964 60,68929 1,65425E-13 0,05 1
ETO 150 GSK 2.5 ETO 100 14,15 0,82964 17,05568 1,61063E-7 0,05 1
ETO 150 GSK 2.5 ETO 150 6,995 0,82964 8,43141 2,17294E-4 0,05 1
ETO 150 GSK 2.5 ETO 200 2,41 082964 290489 0,78756 0,05 0
ETO 150 GSK 2.5 ETO 250 -2,3 | 0,82964 -2,7723 0,99837 0,05 0

LCL
-4,92897
31,27103
3247103
38,42603
39,62603
3,42603
43,01103
4421103
8,01103
0,85603
47,72103
48,92103
12,72103
5,56603
0,98103
-1,67897
-0,47897
-36,67897
-43,83397
-48,41897
-53,12897
4047103
4167103
5,47103
-1,68397
-6,26897
-10,97897
38,42103
4542103
46,62103
10,42103
3,26603
-1,31897
-6,02897

uUCL

2,52897
38,72897
39,92897
45,88397
47,08397
10,88397
50,46897
51,66897
15,46897
8,31397
55,17897
56,37897
20,17897
13,02397
8,43897
5,77897
6,97897
-29,22103
-36,37603
-40,96103
-45,67103
47,92897
49,12897
12,92897
5,77397
1,18897
-3,52103
45,87897
52,87897
54,07897
17,87897
10,72397
6,13897
1,42897
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EIUV 10U LON £.0 VONL.D 47,1 V04904 D0,//7 19 O 4009/E-10 v,uo 40,0/ 1VO>  DU,0c09/

[
ETO 150 GSK 2.5 ETO 100 4,95 0,82964 596647 0,00515 0,05 1 122103 8,67897
ETO 200 GSK 2.5 K 499 0,82064 60,14688 1,82545E-13 005 1 46,17103 53,62897

ETO 200 GSK 2.5 DMSO 511 082964 61,5933 1,40656E-13 0,05 1 4737103 54,82897
ETO 200 GSK 2.5 ETO 100 149 0,82964 17,95069 9,2933E-8 0,05 1 11,17103 18,62897
ETO 200 GSK 2.5 ETO 150 7,745 0,82964  9,33542 8,048E-5 0,05 1 4,01603 11,47397
ETO 200 GSK 2.5 ETO 200 3,16  0.82964 3,8089 015941 005 0 -0,56897 6,88897
ETO 200 GSK 2.5 ETO 250 -1,55  0,82964 -1,86829 1 005 0 -527897 217897
ETO 200 GSK 2.5 GSK 2.5 47,85 082964 5767591 2,89195E-13 0,05 1 4412103 51,57897
ETO 200 GSK 2.5 ETO 100 57 082964 6,87049 0,00148 0,05 1 197103 9,42897
ETO 200 GSK 2.5 ETO 150 0,75 0,82064  0,90401 1 005 0 -297897 447897
ETO 250 GSK 2.5 K 56,65 0,82964 68,28298 4,53708E-14 005 1 5292103 60,37897

ETO 250 GSK 2.5 DMSO 57,85 0,82064 69,7294 3,60455E-14 0,05 1 5412103 61,57897
ETO 250 GSK 2.5 ETO 100 21,65 0,82964 26,09579 1,66648E-9 0,05 1 1792103 25,37897
ETO250 GSK2.5 ETO 150 14,495 082964 17,47152 1,24652E-7 0,05 1 10,76603 18,22397
ETO 250 GSK 2.5 ETO 200 9,91 | 0,82064 11945 6,70732E-6 0,05 1 618103 13,63897
ETO 250 GSK 2.5 ETO 250 52 082964  6,26781 0,00336 0,05 1 147103 8,92897
ETO 250 GSK 2.5 GSK 2.5 546 082964 6581202 6,79923E-14 0,05 1 5087103 58,32897
ETO 250 GSK 2.5 ETO 100 12,45 0,82064 15,00659 6,23923E-7 0,05 1 872103 16,17897
ETO 250 GSK 2.5 ETO 150 75082064 9,04011 1,10378E-4 0,05 1 377103 11,22897
ETO 250 GSK 2.5 ETO 200 6,75 0,82964 8,1361 3,05919E-4 0,05 1 3,02103 10,47897

Sig equals 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0,05 level,
Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not significant at the 0,05 level,



Ek 6 (72 Saat Annexin Istatik Analizleri)

ANOVAOneWay (24.01.2022 21:13:04)
Descriptive Statistics

N Analysis N Missing Mean Standard Deviation SE of Mean
K 2 0 1585 0,77782 0,55
DMSO 2 0 1465 0,77782 0,55
ETO 100 2 0 50,85 1,20208 0,85
ETO 150 2 0 58,005 0,71418 0,505
ETO 200 2 0 6259 0,83439 0,59
ETO 250 2 0 67,3 0,84853 0.6
GSK 2.5 2 0 17,9 0,70711 0,5
ETO 100 GSK 2.5 2 0 60,05 0,6364 0,45
ETO 150 GSK 2.5 2 0 65 0,98995 0,7
ETO 200 GSK 2.5 2 0 6575 0,77782 0,55
ETO 250 GSK 2.5 2 0 72,5 0,70711 0,5
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square  F Value Prob>F
Model 10 10098,30525 1009,83052 1467,14687 1,05699E-15
Error 11 7,57125 0,6883
Total | 21 10105,8765

Null Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis; The means of one or more levels are different,
At the 0.05 level, the population means are significantly different.

Fit Statistics

R-Square Coeff Var Root MSE DataﬁMearTI

0,99925 0,01658

0,82964  50,04045 |

Means Comparisons
Bonferroni Test

MeanDiff

DMSO K -1.2

ETO 100 K 35

ETO 100 DMSO 36,2

ETO 150 K 42,155

ETO 150 DMSO 43,355

ETO 150 ETO 100 7,155

ETO 200 K 46,74

ETO 200 DMSO 47 94

ETO 200 ETO 100 11,74

ETO 200 ETO 150 4,585

ETO 250 K 51,45

ETO 250 DMSO 52,65

ETO 250 ETO 100 16,45

ETO 250 ETO 150 9,295

ETO 250 ETO 200 4,71

GSK 25 K 2,05

GSK 2.5 DMSO 3,25

GSK 2.5 ETO 100 -32,95

GSK 2.5 ETO 150 -40,105

GSK 2.5 ETO 200 -44,69

GSK 2.5 ETO 250 -49.4

ETO 100 GSK 2.5 K 442

ETO 100 GSK 2.5 DMSO 454
ETO 100 GSK 2.5 ETO 100 9,2
ETO 100 GSK 2.5 ETO 150 2,045
ETO 100 GSK 2.5 ETO 200 -2,54
ETO 100 GSK 2.5 ETO 250 -7,25
ETO 100 GSK2.5 GSK 2.5 42,15
ETO 150 GSK 2.5 K 49,15

ETO 150 GSK 2.5 DMSO 50,35
ETO 150 GSK 2.5 ETO 100 14,15
ETO 150 GSK 2.5 ETO 150 6,995
ETO 150 GSK 2.5 ETO 200 241
ETO 150 GSK 2.5 ETO 250 -2,3

SEM
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964
0,82964

t Value
-1,44642
42 18719
43,63361
50,81146 1
52,25787
8.62427
56,33798
57,7844
14,15079
5,52652
62,01517
63,46159
19,82798
11,20371
567719
2,47096
3,91738
-39,71623
-48,34049
-53,86701
-59,5442
53,27639
54,72281
11,0892
2,46494
-3,06158
-8,73877
50,80543
59,24287
60,68929
17,05568
8,43141
2,90489
-2,7723

Prob

1

8,88867E-12
6,14716E-12

J6E-12

8,62858E-13
1,74635E-4
3,74082E-13
2,83296E-13
1,16579E-6

0,00984

1,30507E-13
1,01339E-13
3,22474E-8
1,2916E-5
0,00786

1
0,1322

1,71964E-11
2,00278E-12
6,11666E-13
2,03866E-13
6,90236E-13
5,14603E-13

1,4339E-5

1

0,59517
1,53652E-4
1,16151E-12
2,155633E-13
1,65425E-13
1,61063E-7
2,17294E-4
0,78756
0,99837

Alpha Sig

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

Olo|alalalalalaloioalalalalalala|lolOo/aAajalalajlalajlalalajalalalalo

LCL
-4,92897
31,27103
32,47103
38,42603
39,62603
3,42603
43,01103
44,21103
8,01103
0,85603
47,72103
48,92103
12,72103
5,56603
0,98103
-1,67897
-0,47897
-36,67897
-43,83397
-48,41897
-53,12897
40,47103
41,67103
5,47103
-1,68397
-6,26897
-10,97897
38,42103
45,42103
46,62103
10,42103
3,26603
-1,31897
-6,02897

ucCL

2,62897
38,72897
39,92897
45,88397
47,08397
10,88397
50,46897
51,66897
15,46897
8,31397
55,17897
56,37897
20,17897
13,02397
8,43897
5,77897
6,97897
-29,22103
-36,37603
-40,96103
45,67103
47,92897
49,12897
12,92897
5,77397
1,18897
-3,62103
45,87897
52,87897
54,07897
17,87897
10,72397
6,13897
1,42897
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E10U 10U LOK £.0 GOK 4.0 47,1 U,0c904 0,1 1Y O,4009/E-10 U,u0 40,0/ IUO  DU,04091/

'

ETO 150 GSK 2.5 ETO 100 495 082964 596647 0,00515 0,05 1 122103 8,67€97
ETO 200 GSK 2.5 K 499 0,82964 60,14688 1,82545E-13 0,05 1 46,17103 53,62897

ETO 200 GSK 2.5 DMSO 51,1 0,82964 61,5933 1,40656E-13 0,05 1 47,37103 54,82897
ETO 200 GSK 2.5 ETO 100 14,9 0,82964 17,95969 9,2933E-8 0,05 1 1117103 18,62897
ETO 200 GSK 2.5 ETO 150 7,745 0,82964  9,33542 8,048E-5 0,05 1 4,01603 11,47397
ETO 200 GSK 2.5 ETO 200 3,16 0,82964 3,8089 0,15941 0,05 0 -0,56897 6,88897
ETO 200 GSK 2.5 ETO 250 -1,65 0,82964 -1,86829 1 005 0 -527897 217897
ETO 200 GSK 2.5 GSK 2.5 47,85 0,82964 57,67591 2,89195E-13 0,05 1 4412103 51,57897
ETO 200 GSK 2.5 ETO 100 5,7 082964  6,87049 0,00148 0,05 1 197103 942897
ETO 200 GSK 2.5 ETO 150 0,76 0,82964  0,90401 1 005 0 -297897 447897
ETO 250 GSK 2.5 K 56,65 0,82064 68,28298 4,53708E-14 0,05 1 5292103 60,37897

ETO 250 GSK 2.5 DMSO 57,85 0,82964 69,7294 3,60455E-14 0,05 1 54,12103 61,57897
ETO 250 GSK 2.5 ETO 100 21,65 082964 26,09579 1,66648E-9 0,05 1 17,92103 2537897
ETO 250 GSK 2.5 ETO 150 14,495 0,82964 1747152 1,24652E-7 0,05 1 10,76603 18,22397
ETO 250 GSK 2.5 ETO 200 9,91 0,82964 11,945 6,70732E-6 0,05 1 6,18103 13,63897
ETO 250 GSK 2.5 ETO 250 52 0,82864  6,26781 0,00336 0,05 1 147103  8,92897
ETO 250 GSK 2.5 GSK 2.5 54,6 0,82964 65,81202 6,79923E-14 0,05 1 50,87103 58,32897
ETO 250 GSK 2.5 ETO 100 12,45 0,82964 15,00659 6,23923E-7 0,05 1 872103 16,17897
ETO 250 GSK 2.5 ETO 150 75 082964 9,04011 1,10378E-4 0,05 1 3,77103  11,22897
ETO 250 GSK 2.5 ETO 200 6,75 0,82964 8,1361 3,06919E-4 0,05 1 3,02103  10,47897

Sig equals 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not significant at the 0,05 level.



