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OZET

AKUT LENFOBLASTIK LOSEMIDE ARID1A VE EZH2 ARASINDA SENTETIK
LETAL INTERAKSIYON ILiSKiSININ ARASTIRILMASI

Koluman A. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi

Biyoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2024.

Amagc: SWI/SNF kompleksi; kromatinin yeniden modellenmesini saglayan proteinleri kodlayan
genlerdir. Insanlarda izlenen kanser tirlerinde bu genler gogunlukla mutasyona ugrarlar.
SWI/SNF kompleksinin 6nemli bir alt birimi ARIDIA’dir. ARID1IA DNA’ya baglanir ve
SWI/SNF kompleksinin yeniden modellenmesi gereken kromatin konumuna hedeflenmesini
saglar. Kanser tiirlerinde yapilan genom c¢aligmalarinda, siklikla ARID1A mutasyonu
belirlenmistir. Bununla beraber mtARID1A kanserlerde yapilmis olan ¢alismalarda giivenlik
acig1 niteligini tasiyan genlerin hedeflenmesi tipik olarak sentetik letaliteye neden
olabilmektedir. Polycomb baskilayic1 kompleks 2’nin katalitik alt birimi olan EZH2, histon
metilasyonunun ve transkripsiyonunun baskilanmasini saglamaktadir. mtARID1A aracilig ile
SWI/SNF islev bozukluklari, kromatin iizerindeki Polycomb aktivasyonunu kolaylastirarak
hlcrelerin EZH2 inhibisyonuna karsi1 duyarli hale getirmesini saglar. Bu ¢alismada kullanilan
Jurkat hiicrelerinde ARID1A’da gergceve kaymasit mutasyonu bulunmaktadir ve EZH2’nin bir
inhibitér ile inhibe edilmesiyle sentetik letalite etkilerinin arastirilmasi amaglanmaktadir.
Metot: GSK2816126 ile Jurkat hiicrelerinde EZH2’nin inhibe edilmesi saglandi. Hiicrenin
metabolik aktivasyonu (hiicre canliligini) 6lgmek icin WST-1 analizi, apoptozis ve nekroz
Olcima ici Annexin V/7AAD testi ve hiicre donglsu arrestlerini tespit etmek icin hiicre donguisu
analizleri yapilmistir. Western Blot analizi ile ARIDIA, EZH2, H3K27me3, total H3 ve
GAPDH protein seviyeleri gosterildi.

Bulgular: Jurkat hucrelerinin GSK2816126 ile muamelesi sonucu EZH2’nin inhibisyonu
H3K27me3’iin WB analizi ile protein seviyesinde goriilen azalma ile tespit edilmistir. Jurkat
hiicrelerinde GSK2816126 ile EZH2’nin inhibisyonu zamana ve dozlara bagl olarak hiicre
canliligini azaltt1 ve apoptozu indikledi. 10 pM GSK2816126 muamelesi Jurkat hiicrelerinde



120 saatin sonunda hiicre canliligini %60 oraninda azalttig1 ve apoptozun indiiklendigi tespit
edilmistir. Jurkat hiicrelerinde GSK2816126 muamelesi sonrasi 24 saatte GO/G1 evresinde

arrest oldugu hiicre dongusu testi ile tespit edilmistir.

Sonug: mtARIDIA olarak bulunan Jurkat hiicrelerinde GSK2816126 ile EZH2’nin inhibe
edilmesi apoptoz araciligi ile sentetik letal etkiye yol agmaktadir. Bu sonuglar 1s1ginda ARID1A
defektif Akut Lenfoblastik Losemide EZH2 nin terapdtik bir potansiyel hedef olabilecegine

isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: ARID1A, EZH2, Jurkat, Sentetik Letalite
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SYNTHETIC LETHAL INTERACTION BETWEEN ARID1A
AND EZH2 IN ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA

Koluman A. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Medical Biology
Program, Master’s Thesis, Aydin, 2024.

Objective: The SWI/SNF complex is composed of genes encoding proteins that enable
chromatin remodeling. These genes are often mutated in human cancers. An important subunit
of the SWI/SNF complex is ARID1A. ARID1A binds to DNA and allows the SWI/SNF complex
to be targeted to the chromatin location that needs to be remodeled. In genome studies of cancer
types, ARID1A mutations are frequently identified. However, targeting vulnerable genes in
studies of mtARID1A cancers typically leads to synthetic lethality. EZH2, the catalytic subunit
of Polycomb repressor complex 2, represses histone methylation and transcription. ARID1Amt-
mediated SWI/SNF dysfunction facilitates Polycomb activation on chromatin, sensitizing cells
to EZH2 inhibition. The Jurkat cells used in this study have a frameshift mutation in ARID1A,

and we aim to investigate the synthetic lethality effects of inhibiting EZH2 with an inhibitor.

Methods: GSK2816126 was used to inhibit EZH2 in Jurkat cells. WST-1 assay was performed
to measure cell metabolic activation (cell viability), Annexin V/7AAD assay to measure
apoptosis and necrosis, and cell cycle analysis to detect cell cycle arrest. Western blot analysis
showed ARID1A, EZH2, H3k27me3, total H3, and GAPDH protein levels.

Results: EZH2 inhibition by GSK2816126 treatment in Jurkat cells was detected by a decrease
in the protein level of H3K27me3. EZH2 inhibition in Jurkat cells decreases cell viability and
induces apotosis in a time- and dose-dependent manner. 10 pM GSK2816126 treatment

decreased cell viability by an average of 60% and induced apoptosis after 120 hours.

xii



Conclusion: Inhibition of EZH2 by GSK2816126 in Jurkat cells with mtARID1A leads to
synthetic lethal effects via apoptosis. These results suggest that EZH2 may be a potential
therapeutic target in ARID1A-defective acute lymphoblastic leukemia.

Keywords: ARID1A, EZH2, Jurkat , Synthetic Lethalit
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1. GIRIS

Cagimizin en biiyiik problemlerinden biri olan ve birgok farkli nedenden kaynakli kendini
gosterebilen, sinirsiz ve kontrolsiiz hiicre boliinmesi ile bulundugu canliya farkli boyutlarda
zararlar verebilen kanser hastaligi, insanhigin bir¢ok farkh sekilde ¢6ziim aradigi bir hastalik
tiirtidiir. Normal ve saglikli bir birey normal bir giinde biiylime, gelisme, yenilenme ve {ireme
gibi faaliyetlerini diizgiin bir sekilde ortaya koyabilmek i¢in yenilenen hiicrelere ihtiya¢ duyar.
Vicudumuz bu yeni hiicreleri mitoz bolinme ile gergeklestirir ve gerekli bolgelerde yeni hiicre
gruplar1 yer alarak bu dongii devam eder. Bu dongii icerisinde hiicrelerin boliinmeleri esnasinda
gorev alan hiicresel mekanizmalar bulunmaktadir. Bu kontrol mekanizmalar1 sayesinde kontrollii
ve diizenli bir sekilde yeni hiicreler meydana gelebilmektedir. Fakat kanser denilen anomali
durumunda hiicrelerin icerisindeki kontrol mekanizmalar1 farkli etkenlerden kaynakli tam olarak
gorevlerini yerine getiremeyebilir. Bu tarz durumlarda hiicreler kontrolsiiz ve sinirsiz bir sekilde
bliylime durumuna gidebilmektedirler. Bdyle bir durum meydana geldiginde kontrolsiiz
cogalmanin oldugu hiicre topluluguna kanser hiicreleri adi verilmektedir. Kanser hiicreleri
cogaldiklar1 yere gore isimlendirilebilmektedirler. Bulunduklar1 organin veya sistemin adini
alabilen kanser hiicreleri, viicudun biitiinliigli ve diizeni i¢in oldukc¢a biiyiik tehlikelere neden
olabilmekte ve eger gerekli tedavi saglanamaz ise Olime kadar gidebilen etkilere neden

olmaktadirlar.

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ve asir1 boliinerek cogalmasidir. Bu durumda kalan
hiicreleri immiin sistem yakalayamaz, uzak doku ve organlara yayilarak (metastaz) yayildiklar
kisimlarda klonlasarak ¢ogalmaya devam ederler (Do, J.T., ve Scholer, H.R. 2004). Kanserlerin
siniflandirilmas1 kokenlendikleri hiicre ve/veya dokulara uyumlu olacak sekilde siniflandirilir.
Sarkoma; bag- kas dokusundan koken alan kanser gesididir. Karsinoma; epitel hiicrelerden
koken alan kanser g¢esididir. Losemi hematopoietik hiicrelerden kdkenlenen kanser cesididir

(Alberts B L ve digerleri 2002).
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Losemi; hematopoetik kok hiicrelerden kokenlenir alir. Hematopoetik kok hiicrelerin alt
smiflarina gore miyeloid 16semi ve lenfoid 16semi olarak iki gruba ayrilmaktadir (Shiffman F
1998; Lanzkowsy P 1999). Akut lenfoblastik 16semi; lenfoif progenitor hiicrelerin transformesi
ile yetigkin ve ¢ocuk yas grubunun biiyiik bir kismini etkileyen bir kanserdir. Blast ad1 verilen
immatiir prekiirsor hematopoietik elemanlarin asir1 gogalmasi ile ortaya ¢ikar. Akut lenfoblastik
I6semi, B-ALL ve T-ALL olmak iizere iki gruba ayrilir. Bu alanda yapilan ¢aligmalar neticesinde
B-ALL’ler hakkinda bilinenler T-ALL’den daha ¢oktur (Poplack DG ve digerleri 1997;
Niemeyer CY ve digerleri 1993; Bennet JM ve digerleri 1976). Sentetik letalite, Sentetik letalite:
en az iki veya daha fazla genin inaktivasyonu ile hiicre 6limiiniin gerceklestigi bir durumdur.
Sentetik letal tedavi, son yillarin kanser i¢in en etkili ¢aresi olarak goriilen sentetik letal etki, bir
tedavi olarak degerlendirilmektedir (Topatana ve digerleri, 2020). Akut lenfoblastik I6semili
cocuk bir hastadan elde edilen Jurkat hicrelerinde ARID1A mutant olarak bulunur. Bu
calismanin amaci, ARIDIA mutant olarak bulunan Jurkat hiicre hattinda EZH2 dogru bir
terapotik hedef olarak degerlendirilerek GSK126 ile inhibe edilerek sentetik letal etkisinin

arastirilmasidir.

2022 Yih Diinya Kanser Insidans Oranlar:

Akciger
2480 675 (12.4%)

Meme
2296 840 (11.5%)

Diger kanser tiirleri
9969 785 (49.9%)

Kolon
1926 425 (9.6%)

Prostat
1467 854 (7.3%)

Mide

968 784 (4.8%)

866 136 (4.3%)
Toplam : 19 976 499 Karaciger

Int
Cancer TODAY | IARC - https://gco.iarc.who.int/today for
Data version : Globocan 2022 (version 1.1)
© All Rights Reserved 2024

Sekil 1. Diinya Saglik Orgiitii Kanser Insidans Oranlar1
(https://gco.iarc.fr/today/en/dataviz/pie?mode=cancer&group populations=1)
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2022 yili Diinya Saglik Orgiiti (WHO) verilerine gore diinya ¢apmda toplamda 20
milyona yakin kayitli hasta kansere yakalanmig durumdadir. Bu da bu hastaligin ulastig1 boyutu
gozler oniline sermektedir. Kanserin diinya ¢apindaki yayilimi gz oniine alindiginda oldukga
dikkat edilmesi gereken ve tedavisi i¢in biiyiik emekler harcanmasi gereken bir rahatsizlik oldugu

acikca goriilmektedir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, hucrelerin kontrol mekanizmas1 olmadan ve asir1 boliinerek artig gostermesidir.
Bu durumda kalan hiicreleri immiin sistem yakalayamaz, uzak doku ve organlara yayilarak (Do,
J.T., and Scholer, H.R. (2004)) (metastaz) yayildiklar1 kisimlarda klonlasir (malign) (T).
Kanserlerin siniflandirilmasi koken aldiklar1 hiicre veya doku gruplarina uyun olacak sekilde
gerceklestirilir. Ornegin bag doku ve kas dokudan koken alarak gelisen kanser tiiriine sarkoma
denirken, epitel hiicrelerden kdken alarak gelisen kanser turtine karsinoma denmektedir. L6semi
de ise hematopoietik hiicrelerden kdken alan kanser tirlerinden biridir (Alberts B L ve digerleri
2002). DNA’da meydana gelen modifikasyonlar genetik degisiklikler ile kanserin meydana
gelmesine neden olmaktadir. Bununla beraber insan genomunda bilinen genleri hedef alan
epigenetik regiilasyonlarla, DNA’y1 sararak onu okuma, onarma ve kopyalama mekanizmalar1
ile DNA’ya erisebilmesini diizenleyen kromatin yapmin ii¢ boyutlu konformasyonunun

bozulmasi da bu modifikasyonlardan biridir (Croce, ve digerleri 2008).

2.1.1. Lésemi ve Siniflandirilmasi

Loseminin tanimi klinik tablolari ile beraber ilk defa 1826 yilinda Velpau tanimlanmis
daha sonra 1846 yilinda Virchow, ileri satha 16semi ve asir1 16kositozu olan bir hastada
“’leukemia’’ kelimesini kullanarak tanimlamustir. 1870 yilina geldiginde 16seminin kemik iligini
tutan bir hastalik oldugu Neuman tarafindan belirlenmistir (Poplack DG ve digerleri 1997).

Hematopoietik kok hicrelerinden koken alan lésemi, normal miyeloid ya da lenfoid
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hematopoezin i¢in spesifik bir agamasinda duraklama ve Klonlasma ile neoplastik hicrelerin
kemik iligi ve diger dokulara sicrayarak periferal kanda birikimi ile karakterizedir. Hastaligin
etiyolojik degerlendirmeleri tamamen bilinmemek ile beraber viral ajanlar, radyasyon, genetik
faktorler ve kimyasal maddelerin biiyilik dlctide etkili oldugu ve tedavi edilmediginde 6liim ile
sonuglanan bir hastaliktir. Losemi, 16kosit ve ana hiicrelerin viicudun gesitli doku ve organlarina

yayilarak kontrolsiizce ¢ogalmasi ile meydana gelir (Shiffman F 1998).

2.1.2. Akut Lenfoblastik Losemi

Losemi, hematopoetik kok hiicrelerden koken alir. Miyeloid ve lenfoid olmak Uzere iki
gruba ayrilan 16semi hematopoetik kok hiicrelerden koken alir (Shiffman F 1998; Lanzkowsy P
1999). Akut lenfoblastik l16semi lenfoid progenitor hiirelerde tranformesi ile yetiskin ve gocuk
yastakilerin bliyii bir kismini etkileyen bir kanser tiiriidiir.. Blast ad1 verilen immatiir prekiirsor
hematopoetik elemanlarin artisi ile ortaya ¢ikabilmektedir. ALL, B-ALL ve T-ALL olmak tizere
ikiye ayrilir. Bu alanda yapilan ¢aligmalar neticesinde B-ALL’ler hakkinda bilinenler T-ALL’den
daha fazladir (Poplack DG ve digerleri 1997; Niemeyer CY ve digerleri 1993). ALL imminolojik
olarak 4 gruba ayrilir; erken pre-B hiicreli ALL, pre-B hucreli ALL, B hiicreli ALL ve T hicreli
ALL’dir (Sklar J ve Weiss LM 1988). T-ALL, olgunlasmamus T hiicrelerinin malign bir ¢esididir.
1 yas alt1 ve 50 yas iistiinde sik goriilmemesiyle beraber ¢ocuk ve yetigskinlerde ALL’lerin10-
15%’ini olusturur (Champlin R 1991). Bilinen tedaviler ile tedavi edilemeyen ve siire geregi
tedavi edilemeyecek hastalarda kan yolu ile karaciger ve dalak basta olmak iizere diger organlara

hizla yayilarak 6liim gergeklesir (Hinds, P. Ve digerleri 2004).
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2.2. ARID1A

ARID1A kromatin yeniden sekillendirici 6zellige sahip bir gendir. ARIDIA SWI/SNF
kompleksinde yer alan en bliyik BAF alt biriminde bulunur. SWitch/Sukroz Non-Fermente
(SWI/SNF) kompleksleri, kromatin yapisinin ATP'ye bagimli yeniden sekillendiricileridir ve
kromatini transkripsiyon faktorii baglanmasi icin daha erisilebilir hale getirir. SWI/SNF
kompleksi ¢ogalma, farklilasma, hasar onarimi, genomik kararsizlik gibi hiicresel siire¢lerde
onemli rol oynar. SWI/SNF komplekslerinin ii¢ formu vardir; Kanonikal BRGI/BRM ile iliskili
faktor (BAF), Polibromo ile iligkili BAF (PBAF), Non-kanonikal BAF'ler (ncBAF'ler). ARID1A
genellikle SWI/SNF komplekslerini giiclendiricilerini (enhancer) hedefler, boylece gen
aktivasyonunu tesvik etmek i¢in transkripsiyon faktorleri ile is birligi yapar (Xu S ve Tang C
2021). ARID1A’nin yapisinda N-terminal ARID alani (AT zengin etkilesimli alan) ve ti¢ LXXLL
motifli C-terminali dahil olmak {izere iki korunmus alan igerir. N-terminal ARID alani; belirli
hedefler icin kromatine BAF afinitesini arttirmada ¢ok 6nemli oldugu diistiniilmektedir. LXXLL
motifli C-terminali; ¢esitli proteinler ve niikleer hormon reseptorleri arasindaki etkilesimi

sagladigi tespit edilmistir (Wu RC 2014).

ARID1A/B/
ARID2 (PBAF)

SMARCA2/
SMARCA4

DRF2 PRC
a SMARCB1 e "
| e
A y | Y\. Y\_ " ) 7

nucleosome
movement —> DNA accessibility

A

Sekil 2. SWI/SNF bagimli kromatin yeniden modellemesinin diyagrami (Bogershausen
N. ve Wollnik B. 2018).
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HIC1 binding site B/C box

v * * 4
1016 1124 1635 2285
ARID GR binding domain
AT-Rich DNA binding site (aa 1635-2285)

(aa 1016-1124)

‘on Site

Sekil 3. ARID1A protein yapisinin sematik gosterimi (Xu S. ve Tang C.; 2022).

ARID1IA’nin  mutasyonu sonucu; hepatoselliiler karsinoma (10-17% ARID1A
mutasyonu), yumurtalik berrak hiicreli karsinomlar (%46-56 ARID1A mutasyonu), endometrioid
adenokarsinomlar (47-60% ARID1A mutasyonu), kolon kanseri (%10 ARID1A mutasyonu) ve
mide kanseri (10% ARID1A mutasyonu) gibi kanser tiirlerinde tumor supressor olarak karsimiza
cikmaktadir. Ek olarak, Pankreas kanseri (PC) olarak bilinen; pankreas duktal
adenokarsinomunda, diinyada kadinlar 6zelinde kansere bagli 6liimlerin arasinda 2. sirada yer
alan meme kanserinde de ARID1A mutasyonu timdér supressor roliyle karsimiza ¢ikmaktadir
(Chang MT ve Asthana S 2016). ARID1A’nin insan kanserlerinde goriilen diger rolii ise onkogen
roliidiir. ARID1A gesitli kanser tiirlerinde farkli kosullarda duruma bagli olarak onkogen gibi de
davranabilmektedir. Endometriyal kanserde birincil tumaérler wild-type (yabanil-tip) ARID1A'ya
sahipken, metastatik alt klonlar zararli mutasyonlar tasir, bu da birincil kanserlerin olusumu i¢in
ARIDIAin gerekli olabilecegini gosterir. Bu durum ARID1A’nin bu kanser tiiriinde onkogen
gibi davrandigini isaret etmektedir. Ornegin; ARIDIA mutasyonlu Endometrial tiimor
numunelerinde erken fonksiyonel proteogenomik analizi, ARID1A mutasyonlarmin siklikla
PI3K yolaginda gergeklesen mutasyonlarla birlikte meydana geldigini ve PI3K yolag:
aktivasyonu ile iligkili oldugunu gosterir. Kanser hiicrelerinde PI3K 6nemli bir yolak olarak
degerlendirilir (Liang H ve digerleri 2012).
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2.3. EZH2

Enhancer Zeste Homolog 2 (EZH2), histon-lizin N metiltransferaz enzimidir. Histon
metilasyonunu ve transkripsiyonun baskilanmasini saglar. EZH2, Polycomb Baskilayic1
Kompleks 2'nin (PRC2) katalitik alt birimidir. SWI/SNF kompleksi ve Polycomb baskilayici
kompleksi arasinda antagonistik bir iligki bulunmaktadir. Bu iki kompleksin kromatin tizerinde
zit etkileri bulunmaktadir. SWI/SNF kompleksi, gii¢lendiricilerde (enhancerlarda) kromatin
erigilebilirligini arttirrken Polycomb kompleksi kompakt kromatin olusturur (Jemal A ve
digerleri 2010).

PRC2

o H3IK27m=3

Sekil 4. Polycomb baskilayict kompleks 2 (PRC2) yapisi. Diizenleme islevi ve zeste homolog 2
(EZH2) alanlarmin arttiricisinin sematik diyagrami. PRC2 kompleksi EZH2, EED, SUZ12 ve
RbAp46/48'i iceren dort ¢ekirdek alt birim icerir. PRC2, EZH2 aracilt H3K27 trimetilasyonu

yoluyla hedef genlerin transkripsiyonel represyonunu indiikler (Huang J.;2021).

SWI/SNF islevindeki defektler, kromatin {izerindeki Polycomb aktivitesini kolaylastirir,
bdylece hiicreleri EZH2 inhibisyonuna karsi duyarli hale getirebilir. EZH2 metiltransferaz
aktivitesinin inhibisyonunun ARID1A mutasyonlu hicrelerde sentetik letal bir etki
gosterebilmektedir. EZH2'nin inhibisyonu, ARID1A mutasyonlarini igeren kanserler i¢in yeni

bir tedavi stratejisi gelistirmek i¢in olanak saglar (Knutson SK ve digerleri 2012). Son yapilan
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calismalarda EZH2 nin terapotik hedef olarak kullanildigi kanser tiireleri arasinda meme kanseri,
yumurtalik kanseri, prostat kanseri ve T hiicreli ALL vardir. EZH2'nin enzimatik aktivitesini
baskilayan bazi kimyasallar yakin zamanda gelistirilmistir. Bilesiklerin cogu hala klinik 6ncesi
gelistirme asamasindadir ancak ii¢ ajan (tazemetostat, GSK2816126 ve CPI-1205) faz I/11 klinik
denemelerine girmistir (Shih AH ve Abdel-Wahab O 2012). ARID1A eksikligi olan OCCC'de,
EZH2 metiltransferaz inhibitorlerinin, timor tasiyan farelerde ARID1A-mutant yumurtalik
tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasina engel olarak sentetik letal bir sekilde etki ettigi bildirilmistir
(Bitler BG ve Aird KM, 2015). Bu ¢alismada da ARID1A-mutant Jurkat hicre dizilerinde
EZH2’yi hedefleyen inhibitor olarak GSK2816126 kullanilarak sentetik letalite etki

incelenecektir.

2.4. Sentetik Letalite

Sentetik letalite; Hiicresel siireglerin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan
iki genden en az biri inaktive veya mutat digeri ise bir inhibitor ile inhibe edilmesidir (Lord
ve digerleri., 2015; Huang vd., 2020; Toy Y.,2022). Bu baglamda, 6nemli hiicresel yolaklarda
gorevli proteinlerin rollerinin karakterize edilmesi ve kanserli hicrelerinde bulunan
mutasyonlari tanimlanmasi, sentetik letal etkilesim gosterme potansiyeline sahip daha fazla

terapotik hedefin ortaya ¢ikarilmasina neden olarak giiniimiiz ¢alismalarina 1g1k tutmaktadir.

N

HN

Sekil 5. GSK2816126 nin agik kimyasal formulii.
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3.1.Gereg

3.1.1.

3.1.2.

Hucreler

3. GEREC VE YONTEMLER

saglanmustir.

Calhyma Kimyasallan

Tris-base AppliChem
Glisin ChemCruz®
Sodyum Dodesil Sulfat BioShop®

Sodyum Klorur

SIGMA-ALDRICH

Potasyum Klorir

SIGMA-ALDRICH

Asetik Asit Merc
Hidroklorik Asit (HCI) Merc
Etilendiamin SIGMA®
Tetraasetik Asit

(EDTA)

Gliserol ChemCruz
Dulbecco’s Phosphate | SIGMA®
Buffer Saline (DPBS),
Merkaptoetanol SIGMA®
Magnezyum (I1) Klortir | SIGMA
Amonyum Persulfat SIGMA

Bromfenol Blue

SIGMA-ALDRICH

Tween 20 SIGMA-ALDRICH
Skim Milk Fluka®
Bowin Serum Albumin ChemCruz

Sodyum Deoksikolat

SIGMA-ALDRICH

Bu tezin uygulama asamasinda laboratuvar da kullanilan hiicreler ATCC tarafindan
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Sodyum Ortovanadat

SIGMA-ALDRICH

Proteaz Inhibitor | Santa Cruz
Cocktail

Sodyum Hidroksit SIGMA-ALDRICH®
RPMI 1640 Gibco
Fetal Bovin Serum | ChemCruz
(FBS)

Penisilin Streptomisin Gibco
GSK126 Cell Signal
Tetrametilendiamin SIGMA
(TEMED)

Akrilamid-bis (%40) BIO-RAD

Etanol

SIGMA-ALDRICH

Metanol

SIGMA-ALDRICH

Izopropanol

SIGMA-ALDRICH

BCA-Assay Kit

Thermo Scientific

Western- ECL BIO-RAD
Dimetil Sulfoksit | ChemCruz
(DMSO)

AnnexinV Muse Kit Muse

Cell Cycle Muse Kit Muse
DNA izolasyon Kiti QIAGEN

Tablo 1. Kimyasal ve besiyeri maddelerinin listesi

3.1.3. Kullanilan antikorlar

URUN FIRMA
GAPDH Proteintech
EZH2 SantaCruz
Anti-mouse 1gG SantaCruz
Anti-rabbit 1gG SantaCruz
H3K27me3 Cell Signal

Tablo 2. Calismalar sirasinda kullanilan antikorlar
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3.1.4. Kullanilan Sarf malzemeleri

URUN FIRMA
75°lik Steril Flask SARSTEDT
1,5 mP’lik Eppendorf AXYGEN
15 mP’lik Steril Falkon SARSTEDT
50 mP’lik Steril Falkon SARSTEDT
6 Kuyucuklu Steril Plate | SARSTEDT
12 Kuyucuklu Steril | SARSTEDT
Plate

96 Kuyucuklu Steril | SARSTEDT

Plate

3.1.5. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3. Calismalarda kullanilan sarf malzemelerin listesi

URUN FIRMA
Steril Kabin AirStream
Inkiibator NUAIRE

Su Banyosu WiseBath
Muse Hicre Analiz | Muse

Cihaz

Otoklav HIRAYAMA
Sivi Azot Tanka Mrc

Dikey Elektroforez BiO-RAD
Yatay Elektroforez Cleaver

PCR

Applied Biosystems

Real-Time PCR

Applied Biosystems

Goruntileme Cihazi

Chemidoc-1t? 510 imager

Transfer Cihaz

BiO-RAD

Spektrofotometre Termo
Labsystem/Multiskan
spectrum

Inverted Mikroskop Leika

Vorteks IKA

Manyetik Karistirici IKA

PH Metre Hanna Intrumend

Mikro Santrifuj Hettich

Sogutmah SantrifQj Hettich

Tablo 4. Calismadaki cihazlarm listesi
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3.2. Yontem

3.2.1. Huicre Kultari

Bu tez ¢alismasmin kiiltiir laboratuvar1 kisminda Jurkat adi verilen hiicreler yer
almaktadir. Jurkat hiicreleri incelendiginde biiyiime 6zelligi olarak siispanse bir biiyiime
ozelligi gostermektedirler. Insan T lenfosit hiicrelerinden elde edilmis hiicreler olup akut T
lenfosit 16semi 6zelligi gosteren hiicreler olarak goriilmektedirler.

Calismada kullanilan bu hiicrelerin canliliklarini en yiksek seviyelerde tutmak ve
hicrelerin biiylimelerinin saglanmasi agisindan farkli bir besiyeri kullanilarak amaca
ulasilmistir. Istenilen dzelliklere ulasilirken normal bir besiyerinden farkli olarak %10 fetal
serum (FBS) ve %]1’lik penisilin kullanilarak RPMI 1640 kodlu besiyeri zenginlestirilmistir.
Hiicrelere bu besiyeriyle muamele edilerek canliliklar1 ve ¢alisma boyunca gerekli olacak
seviyelerde biyumeleri saglanmistir. Kiiltiir galismalar1 i¢in kullanilan T lenfosit hicreleri
95% O:2 iceren 75 cm2’lik flasklarda 37°C derecede muhafaza edilmislerdir. Saglanan bu
kosullar sayesinde hiicrelerin biiyiimesinin devamliligi saglanmis ve belirli bir doygunluga
ulagan hiicreler tekrardan pasajlanarak biiylimelerinin devamliligi elde edilmistir. Ortalama
50000 hiicre ortalamasiyla kiiltiir caligmalarina baslanmasiin ardindan bu rakam iki veya ii¢
milyon degerlerine yaklastig1 senaryoda hiicreler tekrardan boliinmiis ve biiylimeleri igin

gerekli ortam elde edilmistir.

3.2.2. Dondurma

Yapilan caligmalar sonucunda yukarida da bahsedildigi gibi kullanilan hiicrelerin bir siire
sonra yeterli bliylime oranina erismesi ve bundan sonraki siirecte tekrardan oranlanarak
boliinmeleri gergeklestigi belirtilmistir. Bu sayede ¢alismada kullanilacak hiicrelerin hem say1

hem de doygunluk olarak ne seviyelerde oldugu daha rahat bir sekilde kontrol altina
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alinabilmektedir. Bu kontrol altina alinma durumu olsa bile ¢alisma i¢in kullanim fazlasi
olabilecek veya sonraki siirecte lazim olabilecek hiicre gruplarmin hicresel aktivitelerinin
durdurulup saklanmasi gerekmektedir. Bu islem hiicrelerin dondurulmasint ve muhafaza
edilmesini kapsamaktadir. En fazla 10% 6lii hiicre grubuna sahip kiiltiirler 1100 devir derecesi
ile 5 dakika boyunca santrifiij edilmis ve ¢okmeyen kismi atilmistir. Bu tarz soguk saklama igin
uygun olan bir besiyeri ile hiicrelerin homojenizasyonu saglanmistir. Ardindan tiipler sivi azot

tankina alinarak burada muhafaza edilmistir.

3.2.3. Cozdurme

Yapilan ¢alisgmada doygunluk ve canlilik oranlar1 belirli bir seviyeye gelen hiicrelerin
fazlalar1 dondurularak saklanmis ve ihtiya¢ durumlarinda kullanilmak iizere muhafaza edilmistir.
Bu ihtiyag durumlarinda ise hiicre gruplar1 sivi azot igerisinden ¢ikarilarak ¢odziinmelerinin
saglanmasi i¢in 37 °C’lik su banyolarma alinmistir. Burada belirli bir stire bekletildikten sonra
¢Oziinme siire¢lerini tamamlamais hiicrelerin 15 mililitrelik kaplara alinmas1 ve burada {izerlerine
besiyeri eklenerek 1100 devir derecesinde santrifiij edilmeleri saglanmistir. Bu siire¢ bes dakika
stirmiistiir. Bu siire¢ ardindan flaskin dibine ¢oken kisim harici kabin i¢inden uzaklastirilmis ve
hiicrelerin iizerine 1640 kodlu besiyeri eklemesi gerceklestirilmistir. Bu besiyerinin igerigi
yukarida verilmistir. Burada kimyasal ile hiicrelerin temasi1 saglanmis ve ardindan daha rahat bir
sekilde incelenmek ve biiyiimelerinin devamliligi saglanmasi agisindan hiicreler 25 mililitrelik
kaplar igerisine alinmistir. Bu sayede ihtiya¢ duyulmasi halinde daha 6nceden muhafazasi

saglanan hiicrelerin ¢aligma i¢in kullanimi tekrardan uygun bir hale getirilmistir.
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3.2.4. Sayim

Bu tarz calismalarda g¢aligmanin etkilerinin daha iyi anlasilmasi ve kullanilan
kimyasallarin tam olarak etki mekanizmalarmin anlasilmasi i¢in kullanilan hiicrelerin sayisi
oldukca buylk bir 6nem arz etmektedir. Calismada kullanilan hiicrelerin de sayiminin yapilmasi
ve uygulanacak kimyasallarin elde edilen bu hiicre sayilarma gore ayarlanmasi kaginilmazdir. Bu
islemin gergeklesmesi icinde 6zel ekipmanlar kullanilarak olabildigince net bir deger elde
edilmesi amaglanmaktadir. Bu ¢alismada sayim i¢in Neubauer lami ad1 verilen farkli bir lam
cesidi kullanilmistir. Bu lam sayesinde hiicrelerin sayimi daha kolay ve daha basit bir bigimde
ayarlanabilmektedir. Lam iizerinde dort adet biiyiik on alt1 adet kiigiik kare seklinde bolmeler yer

almaktadir.

Fakat sayim asamasinda sadece canli hiicreler bulunmamaktadir. Bu yiizden diger
hiicrelerin bu hiicrelerle karismamasi adina 6zel boyalar kullanilarak aradaki fark daha net bir
sekilde ortaya koyulmaktadir. Bu c¢alismadan tripan blue adi verilen bir hiicre boyasi
kullanilmistir. Oranlamasi 1:1 seklinde yapilarak canli ve canli olmayan hiicrelerin sayimi
gerceklestirilmistir. Kullanilan bu boya sayesinde hiicresel aktivitelerine devam etmekte olan
hiicrelerin hiicre zarlar1 sayesinde boyadan daha az etkilenerek beyaz ve parlak bir renkte goruntu
vermektedirler. Fakat hiicresel aktivitelerine devam edemeyen hiicrelerde boya hiicre zarlarindan
iceri nifuz etmekte ve bunun sonucunda koyu mavi bir renkte goriinim vermektedirler. Lamin
iizerine 10 pl hiicre ve boya karisimi eklendikten sonra 1 mililitrede bulunan canli hiicre
miktarinin hesaplanmasi i¢in ortalama canli hiicre sayisini diliisyon faktoriiniin bin katiyla

carpmak gerekmektedir.
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Sekil 6. Neuber laminin mikroskop altindaki temsili goriintisii

Elde edilen hiicre sayim1 sonuglar1 dogrultusunda ¢alisma kapsaminda en fazla 20% ol
hiicre igeren kiiltiir gruplar1 kullanilmistur.

3.2.5. GSK2816126 (GSK126) Stoklarinin Hazirlanmasi

Yapilan ¢alisma igerisinde farkli kimyasallar yer almaktadir. GSK126 bu kimyasallardan
biridir ve satin alim seklinde elde edilmis ve kullanimi gerceklestirilmistir. Kimyasalin
bozulmamasi ve kimyasal aktivitesini kaybetmemesi acisindan 100 mM seklinde esit sekilde
dagitilarak DMSO igerisine karistirilarak -20 °C soguklugunda muhafazasi saglanmigtir. Yapilan
literatiir ¢aligmalarina gore Jurkat hucreleri 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM seklinde artan

konsantrasyonlarda GSK126 ile muamele edilerek deney seti kurulmasi kararlastirilmistir.
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3.2.6. Hiucre Testleri

Calisma esnasinda Jurkat hicreleri GSK126 ile muamele edilerek hiicre canliligi, hiicre
dongust, Annexin V testleri kontrol grubu ile kiyaslanarak test edilmistir. Literatiir
calismalarinin ardindan farkl saat araliklarinda, farklit GSK126 konsantrasyonlarinda ve farkli
hiicre sayilarinda optimizasyonlar gergeklestirilmis olup GSK126’nin EZH2’yi inhibe ederek
letal bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Jurkat hiicrelerine 24, 72 ve 120 saat boyunca
GSK126 uygulamasi yapilarak kimyasalin EZH2’nin inhibisyonundaki etkisi incelenmistir.
Incelemenin ardindan planlanan derisim ve zaman belirtegleri ortaya koyularak kimyasalin
caligma hiicrelerine etkilerinin daha iyi bir sekilde anlasilmasi igin daha farkli testlerde
gerceklestirilmistir. Bu testler hiicre donglsi, apoptoz ve Western Blot testleri seklinde

uygulanmis ve bunlardan elde edilen verilerde gosterilmistir.

3.2.6.1.Jurkat Hucresinin Cahsmalara Hazirlanmasi

Bu ¢alismada hazirlama yapilirken hiicrelerin sonrasinda hangi test i¢in kullanilacagi
biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Kullanilacak test tipine gore hiicreler ya 12 bolmeli 2 milimetrelik
konsantrasyonlarda veya 6 bolmeli 4 milimetrelik konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Her ne
kadar ¢aligma tipleri i¢in farkl konsantrasyonlar kullanilsa da biitiin bolmelere bir milyon hiicre
uygulamasi yapilmistir. Calismada kullanilan kimyasalin etkilerinin anlasilmasi i¢in kimyasalin
etki saglayabilecegi bes farkli grup, bunlarin farklarini anlayabilmek adma bir adet kontrol grubu
ve kimyasalin dimetil siilfoksit igerisinde muhafaza edilmesinden kaynakli ayrica bir dimetil
stilfoksit grubu seklinde bir calisma dizayni gerceklestirilmistir. Jurkat hiicre grubunda EZH2 nin
inhibe edilmesi amaglanmis ve bu amaca bagh kalnarak farkli zaman araliklarinda hiicrelere
belirlenen ¢aligma dizaynina uygun olacak sekilde muamele yapilmistir. Siire bakimmdan
incelendiginde hiicre gruplarma 24, 72 ve 120 saat olacak sekilde kimyasal muamelesi
uygulanmis ve bu muamele esnasinda 5% CO?2 igeren bir inkiibe ortami saglanmistir. Bu ortamin

sicaklik ortalamasi 37 °C olarak dl¢tilmiistiir.
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3.2.6.2.Jurkat Hucresi ve WST-1

Calisma dizayn1 yapilirken amaglanan baska bir parametrede hiicrelerin aktivasyon
oranlarinin hesaplanmasi ve bunlarin sonuglarinin incelenmesidir. Bu verileri elde etmek i¢in
kullanilabilecek testlerden birisi de WST-1 testidir. WST-1; Tetrazolim tuzlarmimn siiksinat-
tetrazolim rediiktaz tarafindan renkli formazan bilesiklerine indirgenmesi, hiicre canliligini ve
¢ogalmasimi 6lgmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Tetrazolim tuzlarinin formazana doniismesi
metabolik olarak canli hiicrelerin mitokondrilerinde gergeklesir. WST-1, Hiicre Canlilig1 ve
Proliferasyon Testi bir tetrazolim tuzu olan WST-1[2-(4lodophenyl)-3 (4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium] kullanir. WST-1, metabolik olarak aktif hiicreler izerinde suda
coziiniirligi yliksek bir formazan tireterek ek bir ekstraksiyon adimi olmaksizin hiicre canlilig1
ve proliferasyonunun dogrudan ve kullanici kolayliginda kolorimetrik 6lgiimiine olanak tanir.

WST kiti, kullaniciya istenirse farkli zaman noktalarinda absorbans kaydetme esnekligi saglar.

Jurkat hucrelerinde; 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM GSK126 ile 24,72 ve 120
saatte ayr1 ayr1 deney setleri planlanmistir. Bununla beraber GSK126 DMSO’da ¢6ziindiigiinden
dolay1 20 uM ve 5uM DMSO grubu deney setine eklenmistir.

Yukarida belirtilen zaman ve miktarlarda uygulanan kimyasal maddenin etkilerinin daha
net ve daha farkli bir sekilde yorumlanmasi i¢in uygulanan bu testte 96 bdlmeli plakalar
kullanilarak ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu bolmelere 100ul besiyeri ve bu besiyerinin iginde
bes bin hiicre olacak sekilde ekim saglanmis ve ardindan yukaridaki dizaynda belirtildigi gibi
farkli zaman araliklar1 boyunca inkiibe edilerek renk degisiminin gézlemlenmesi saglanmistir.
Renk degisiminin fark edilmesi igin plaka {izerindeki bolmelerin hepsine 10 pl test soliisyonu
eklenmistir. Eklenen bu soliisyon sonrasinda biitiin plakalar iki saat daha inkiibasyon siireci i¢in
kaldirilmis ardindan spektrofotometre cihazi ile renk degisiminin Gl¢iimii saglanmistir. Cihaz
Olgtimii 450 nanometre araliginda yapilarak, elde edilen deger belirli bir formil ile hesaplanarak

canlilik oran1 hesaplamasi ortaya konmaktadir.

% Canlilik = (ILAC / KONTROL) x 100

31



Elde edilen veriler ‘Origin 8’ adli program araciligiyla grafik haline getirilmis ve

degerlendirilmistir.

3.2.6.3. Apoptoz Analizi

Calisma tasariminda yapilacak baska bir test ise apoptoz testidir. Bu test ile GSK126 ile
hiicrelerin 6liimiine ne kadar etki ettigi arastirilip buna goére yorumlamalar ortaya koyulmustur.
Bu testin birden fazla yontemi olmakla beraber calismada Annexin V testi kullanilmistir. Bu
testin sonuglarmni elde etmek i¢in muse hiicre analizori kullanilmistir. Jurkat hiicrelerinde; 1 uM,
2.5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM GSK126 konsantrasyonlarinda 24,72 ve 120 saatte inkiibasyon
uygulanarak etkileri incelenmistir. Bu siireler sonunda her 6rnekten 1.5 mililitre aliarak 1100
devirde santrifiij edilmistir. Bu islem sonrasinda 1.4 mililitresi uzaklastirilan siipernatantlarin, 0.1
mililitreleri uygulanacak testin i¢inden ¢ikan soliisyonun 0. 1mililitresi ile karistirilarak 20 dakika
boyunca karanlik bir ortamda bekletilmistir. Muse cihazinda ol¢limleri yapilmis ve sonuglar

ortaya koyulmustur.

3.2.6.4.Hucre Dongusu

Hiicre dongusu testi; 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM GSK126 konsantrasyonlar1
ile 24 ve 72 saatte inkiibasyon uygulanarak apoptozisin indiiklendigi Jurkat hiicreleri tGizerinde
yapilmistir. Bu testin amaci hiicre boliinmesi gerceklesirken kontrol mekanizmalarinin da gérev
aldig1 hiicre dongiisiiniin hangi asamasinda ne kadar hiicrenin bdliinmesine engel olunup
olunmadiginin anlasilmasimi saglamaktir. Bu testteki asil temel ise gen yapisinin propidyum
iyodir ile boyanmasindan olusmaktadir. Yine anti kanserojenik kimyasallar ile birlikte belirtilen
stirelerde inkiibasyona birakilan hiicrelerin bu siire¢ sonrasinda 24 bdlmeli plakalarin her bir

bolmesinden 1 mililitre 6rnek alimarak 1100 devirde 5 dakika boyunca santrifiij edilmesi,
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ardindan siipernatantlarm uzaklagtirilmasiyla beraber 1 mililitre 1x PBS ile yikanmalarmin
saglanmasi, ardindan tekrar ayn1 devir ve ayni siireyle santrifiij edilmesinin ardindan 1 mililitre
%70’lik soguk etil alkol eklenmesi ve en az 3 saat siireyle bu sekilde bekletilmesi seklinde
ilerlemistir. Bekleme sonrasinda bu karisimdan 200-500 pl alinarak 1100 devirde 5 dakika
boyunca santrifiij islemi gerceklestirilmis ve bu sayede karisimdaki alkoliin ugmasi saglanmistir.
Dibe ¢oken kalint1 tekrardan PBS ile yikanmis ve santrifiij ile uzaklastirilmistir. Ardindan her bir
ependorfdaki kalint1 iizerine muse cell cycle ajanindan 200 pl eklenmis ve yarim saat siireyle

karanlikta bekletilmistir. Hiicre analizoriinde 6l¢iimler yapilmis ve sonuglari eklenmistir.

3.2.7. Western Blot

Bu c¢alisma icin proteinler izolasyonu ardindan miktarlarinin  hesaplanmasi

gerekmektedir.

3.2.7.1.1. 1Izolasyon

Calisma dizayni icin belirlenen siire ve oranlarda inkiibe edilen hiicrelerden analiz i¢in
protein izolasyonu yapilmaktadir. Bu islem igin hiicreler 1100 devirde santriflij edilmis ardindan
iki defa PBS ile yikamalar1 yapilmistir. Tekrardan pelet durumuna getirilen hiicrelerden izolasyon

gerceklestirilmistir. Bu siirecte kullanilan buffer asagida gosterilmistir.
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RIPA Lizis Buffer Icerigi (100 ml Stok icin)

0,5M- 10 mililitre
Tris-HCI

5M 3 mililitre NaCl

0,5 mililitre EDTA
(0,5M)

1 mililitre NazVVOq
(100mM)

0,1 gram SDS

0,5 gram SO

Dyum Deoksikolat

Izolasyon i¢in elde edilen peletlere 50-100 ul buffer eklenmis ve ardindan 4°C sicaklikta
450 devir ayarinda yarim saat boyunca karistiricida bekletilmis ardindan yine ayni sicaklikta
13000 devir ayarinda yarim saat santrifiij edilmislerdir. Dibe kalan ¢okiintli uzaklastirilip kalan

kisim tlizerinden protein miktar1 belirlenmistir.

3.2.7.1.2. Protein Miktar Tayini

Stipernatantlar iizerinden incelenecek protein miktar1 belirlenmesi i¢in BCA Protein

Assay Kit kullanilmigtir.
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Kit icerisinden ¢ikan BSA stogu kite uygun sekilde hazirlanarak 9 standart 96 bolmeli
plakalara yogunlugu ¢oktan aza dogru 10 pl oraninda aktarilmistir. Ardindan kitin etkinliginin
Olgililmesi adina kontrol grubu hazirlanmis ve kite uygun olarak 200 pl kit sollisyonu her bir
bolmeye eklenmistir. Bu islem sonrasinda 37 °C’de yarim saat beklenilmis ve Ornekler

spektrofotometre cihazinda 562 nanometrede dlgiilerek miktar tayini yapilmistir.

3.2.7.1.3. SDS-PAGE, Transfer ve Goruntileme

Western blot kisaca; elektroforez kullanilarak poliakrilamid jelde (SDS-PAGE jel)
yurltiilen proteinlerin molekiiler agirhiklarma gdre ayrilmasmi sonrasinda ise jelin destek
membrana transferini ve membranda bulunan proteinlerden amaca uygun olanini
goriintiileyebilmek admna 6zgiil primer ve seconder antikorlarm kullanilmasini son olarak da
istenilen proteinin gériintiileme islemini igermektedir. Bu testte kullanilan sivilar asagida detayli

bir sekilde gosterilmistir.
10X TBS (1L):

30,2 gram Tris-base
43,8 gram Sodum Klorir (NaCl)

932 miligram Potasyum Kilorr
(KCI)
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TOWBIN Transfer Buffer (800 ml):

14,4 gram Glisin

Distile su (pH: 8,1-8,5)

Not: Kullanim 6nce 20% oraninda metanol ilave edilir.

10X Running Buffer (1L):

144 gram Glisin

Saf su (pH: 8,6)

Lower Buffer (500 ml):
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Upper Buffer (500 ml):

20 mililitre Sodyum dodesil
stilfat (SDS) (10% luk SDS
soluisyonundan)

20 ml Sodyum dodesil silfat
(SDS) (10 % + 5luk SDS
soliisyonundan)

Saf su (pH: 6,7)
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1IX TBS-t (1L ) :

900 mililitre saf su

%40 Amonyum persulfat:

1 mililitre Saf su

% 6’ lik Siit Tozu (Skim Milk) Sollisyonu:

5 gram Skim Milk
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%5’lik Bovin Serum Albiimin (BSA) Soliisyonu:

100 mililitre 1X TBS-t

5 gram BSA

Hazirlanacak jel i¢in kullanilan malzemelerin temiz ve steril olmasi elde edilecek sonuglar
acisindan dnem arz etmektedir. Bu yiizden bu ¢aligmada kullanilacak cam tabakalar etil alkol ile
muameleye maruz birakilmis ardindan saf su ile yikanarak temizlikleri saglanmistir. Kurutma
isleminden sonra jelin dokiilecegi bdlmeye yerlestirilmislerdir. Istenilen proteinin molekiil
agirhigmma gore hazirlanan ayirici jel tabakalar iizerine dokiilmiis ve jelin yiizeyi alkol ile
kaplanarak diizlesmesi saglanmistir. Ardindan polimerizasyon i¢in yarim saat beklenilmis ve
yilizeydeki alkol uzaklastirilmistir. Bundan sonra 5%’lik paketleyici jel hazirlanmis ve ayirici
jelin tizerine dokiimii saglanmistir. Bu siirecte tabakalar arasina jel taragi adi verilen pargalar

eklenmis ve yine yarim saat kadar beklemistir.

Bilesenler

%7,5 %10 %12

Distile su 47 ml 3,55 ml 2,45 ml

Lower Buffer 3,8 ml 3,8 ml 3,8 ml

%30 Akrilamid/bisakrilamid 3,75 ml 5ml 6 ml

%10 SDS 150 pl 150 pl 150 pl

Gliserol 2,5ml 25ml 2.5ml

TEMED 12 pl 12 ul 12 ul

%40 APS 18 ul 18 pl 18 pl

Tablo 5. Ayirict jel bilesenleri ve miktarlar1 (Belirtilen miktarlar 2 adet jel hazirlamak i¢in

kullanilmastir.)
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Distile su 3.15mi
Upper Buffer 1.25 ml
%030 Akrilamid/bisakrilamid 0.5 ml
TEMED 6 ul
%40 APS 12 ul

Tablo 6. Paketleyici jel bilesenleri ve miktarlar1 (Belirtilen miktarlar 2 adet jel hazirlamada
kullanilir.)

6X Loading Dye (10 ml):

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

5 mililitre Gliserol + H20
(4 mililitre Gliserol, 1mililitre saf su mixi)

1 gram Sodyum Dodesil Sulfat

900 mikrolitre (ul) Merkapto-etanol

%00,06 Bromfenol blue

Saf su

Analiz i¢in yukarida belirtilen belirli siire ve konsantrasyonlarda inkiibe edilmis ve
ardindan protein miktar1 belirlenen 6rnekler kullanilmigtir. Protein miktarlar kit ile belirlenen
orneklerden ARID1A, EZH2, H3K27me3 proteinlerinin analizi i¢in 100 pg olacak sekilde

alinmig ve jele yiikklemeden 6nce 6X loading dye ile karigtirtlmistir. Karisimin 5 dakika boyunca
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95 °C’de inkiibasyonu saglanmis ve boylece drnekler jele yiikklemeye hazir hale getirilmistir.
Yiiriitme agamasi i¢in hazir hale gelen jelin icerisine 1X running buffer eklenmis ve proteinlerin
yiikleme islemi yapilmistir. Bu islemden once jel taraklari ¢ikartilmistir. Ortalama 45 dakika
boyunca 70 volt giiciinde ardindan ortalama 90 dakika boyunca 120 volt giiclinde yiiriitme
gerceklestirilmistir. Yiriitme islemi bittikten sonra jelin aktarimmin saglanmasi i¢in kullanilacak
olan membran 6nce bes dakika boyunca metanolde ardindan yine bes dakika boyunca Towbin
transfer buffer ile muamele edilerek aktif hale getirilmistir. Ayrica aktarim siirecinde lazim
olacak filtre kagitlar1 yine ayni soliisyon ile islatilarak hazir hale getirilmis ve transfer sistemine
yerlestirilmistir. Filtre kagitlarinin iistiine membran konulmus onun iizerine ise jel alinmistir.
Ardindan yine aymi prosediirle hazir hale getirilen filtre kagitlar1 jelin {izerine konulmus ve
transfer modiilii araciligiyla 1 amper akimda 25 volt giiciinde yarim saat olacak sekilde transferin
gerceklesmesi saglanmistir. Biitlin bu siire¢ gergeklesirken materyaller arasinda hava boslugu

olmamasina 6zen gosterilmistir.

Transfer isleminin ardindan membran iizerindeki gerekli olmayan proteinlerin ilgisiz
baska proteinler ile baglanmasini saglamak amaciyla bloklama islemi uygulanmaktadir. Bu islem
aktarim sonrasinda membranin 6%’lik siit tozu ile bir saat muamelesiyle meydana gelmektedir.
Bu siire sonrasinda siit tozu soliisyonu sekonder antikor i¢in kullanilacakken, membran TBS-t

soliisyonu ile birka¢ dakika yikanmaktadir.

Antikor baglanmalarinin ger¢eklesmesi i¢in kullanilacak olan gruplar asagidaki tablodaki
oranlarda dilile edilmistir. Ilk olarak membranlar primer antikorlar ile bir gece 4°C’de inkiibe
edilmis ve sonrasinda 1X TBS-t soliisyonu ile 3x5 dakika olacak sekilde yikanmiglardir.
Ardindan membranlar, sekonder antikor baglanmasi i¢in 6%’ lik siit tozu soliisyonu igerisinde
diliie edilmis ve bir saat boyunca inkiibe edilmislerdir. Bu siire¢ sonrasinda yine 3x5 dakika

olacak sekilde yikama gergeklestirilmistir.
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ANTIKOR DILUSYON ORANI
GAPDH 1:8000
EZH2 1:3000
H3K27me3 1:1000
H3 1:1000
ARID1A 1:3000

Tablo 7. Immunoblotlamada kullanilan birincil antikorlarm spesifitesi, firma bilgileri ve

diliisyon oranlar1

ANTIKOR DILUSYON ORANI
Anti-Mouse IgG 1:1000
Anti-Rabbit IgG 1:1000

Tablo 8. immunoblotlamada kullanilan ikincil antikorlarm iiriin kodu, firma bilgileri ve

diliisyon oranlar1

Yikama sonras1 PVDF membran Uzerindeki protein belirtecleri Western Sure Pen (Licor)

kalemi ile isaretlenmis ve membran ECL sollsyonu ile muamele edilerek ChemiDoc-1tR2

Imager (UVP) cihazinda goriintiilenmistir. Elde edilen bant goruntileri kaydedilerek

yazilim programu ile analiz edilmistir.
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3.2.8. Grafiklerin Hazirlams1 ve Istatistiksel Analizlerin Belirlenmesi

Grafikler birbirinden bagimsiz 3 tekrardan olusan Ol¢iim sonuglarinin ortalamalari
alinarak ‘Origin 2019b’ programiyla hazirlanmistir. Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde
ise; gruplar arasindaki anlaml farkliliklar ‘One-Way ANOVA’ kullanilarak belirlenmis olup

p=<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir
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4. BULGULAR

4.1.WST-1 Testi Bulgulan

Calisma igerisinde kullanilan Jurkat hiicre hattina hiicresel aktivitelerin devamliligiyla
alakali olarak degisikliklerin gozlemlenmesi i¢in 1, 2.5, 5, 10 ve 20 uM c¢aligma kimyasali
olan GSK126 uygulanmistir. Bu uygulama 24, 72 ve 120 saat olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Bu uygulamanin ardindan yukarida bahsedildigi sekilde WST-1 analiz
protokolleri uygulanmis ve elde edilen sonuglar Sekil 7.’de 24 saat inkiibasyon sonuglarini
Sekil 8.’da 72 saat inkiibasyon sonuglarini ve Sekil 9.’da 120 saat inkiibasyon sonuglarini
gostermektedir.

. I 24s|

t k4 I

% Canlilik

K D1 D2 1 29 ) 10 20 (uM)

Sekil 7. Jurkat hiicrelerinde 24 saat GSK126 uygulamasi, WST-1 analizi sonuglar1
(* : Kontrole kiyasla p<0.05diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)
(Kontrol grubuna gore 10 uM ve 20 uM GSK126 uygulanan gruplar anlamlidir ayni1 zamanda
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1uM ve 20 uM GSK126 gruplari anlamlidir. Bununla beraber 10 uM ve 20 uM GSK126 gruplar1
da anlamli oldugu saptanmistir. (p<0.05))

Elde edilen sonuglar géz oniine alindiginda kontrol ve DMSO gruplarinda hiicresel
aktivitenin 99% oranlarinda seyrettigi ve GSK12 ile muamele edilen hiicre gruplarinda ise bu
oranlarin 1 pM’de 90% (£3), 2,5 uM’da % 90 (4), 5 uM’da % 80 (z5), 10 uM’da % 75 (£5),
20 pM’da % 70 (£5) seklinde oldugu tespit edilmistir.

Bu veriler dogrultusunda Jurkat hiicrelerinde, GSK126’nin 24 saatlik inkibasyon
sonrasinda metabolik aktivite Uzerine etkisinin az oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle EZH2 nin

inhibisyonunu tespit etme amaciyla GSK126 72 ve 120 saatte ayri ayr1 deney setleri kurulmasi

kararlastirilmistir.

] 72s|

I -+ I
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% Canlilik
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Sekil 8. Jurkat hiicrelerinde 72 saat GSK126 uygulamasi, WST-1 analizi sonuglar1

(*: Kontrole kiyasla p<0.05 diizeyinde anlaml1 olan istatistiksel farki temsil eder.)

(Kontrol grubuna goére 10 uM ve 20 uM GSK126 uygulanan gruplar anlamhdir ayn1 zamanda 1uM
GSK126 grubu 2,5 uM ve 20 uM GSK126 grubuna gore anlamhidir. 2,5 uM GSK126 grubu 5 uM
GSK26 grubu da birbiri ile anlamlidir. Bununla beraber 10 uM ve 20 uM GSK126 gruplari da anlaml

oldugu saptanmustir. (p<0.05))

45



Elde edilen sonuglar géz oniine alindiginda kontrol ve DMSO gruplarinda hiicresel
aktivitenin 95% oranlarinda seyrettigi ve calisma kimyasali ile muamele edilen hiicre
gruplarinda ise bu oranlarin 1 pM’de %75 (£2), 2,5 pM’da %55 (+4), 5 pM’da %50 (£5), 10
HM’da %50 (£5), 20 pM’da %40 (£5) seklinde oldugu tespit edilmistir.

Bu veriler dogrultusunda Jurkat hiicrelerinde, GSK126’nin 72 saatlik inklibasyon

sonrasinda hiicresel aktivite Gzerine etkisinin hiicre canliliginin % 45 seviyelerini diistiigi 10

uM calisma kimyasali uygulanmasiyla elde edildigi gozlemlenmistir.

[ ]120s
]

100 x

-

B0 =

G0 =

% Canlilik

40
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K D1 D2 1 2.5 =1 10 20 (uh)

Sekil 9. Jurkat hiicrelerinde 120 saat GSK126 uygulamasi, WST-1 analizi sonuglar1
(* : Kontrole kiyasla p<0.05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)
(Kontrol grubuna gore 10 uM ve 20 uM GSK126 uygulanan gruplar anlamlidir. 2,5 uM GSK126
grubuna gore 5 uM,10 uM ve 20 uM GSK126 gruplari anlamli oldugu saptanmistir. (p<0.05)

Elde edilen sonuglar géz Oniine alindiginda kontrol ve DMSO gruplarinda hiicresel

aktivitenin 95% oranlarinda seyrettigi ve caligma kimyasali ile muamele edilen hiicre

gruplarinda ise bu oranlarin 1 pM’de % 95 (£2), 2,5 pM’de % 75 (x4), 5 uM’de % 30 (5), 10
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HM’da % 35 (£5), 20 pM’da % 20 (£5) seklinde oldugu tespit edilmistir.
Bu veriler dogrultusunda Jurkat hiicrelerinde, GSK126’nin 120 saatlik inklbasyon
sonrasinda metabolik aktivite iizerine etkisinin ¢alisma kimyasalinin ortalama 60% oraninda bir

letalite etkisinin oldugu ve bu etkiyle beraber apoptozu indiiklemesiyle kars1 karstya kalinmustir.

4.2.Annexin-V Testi

Calismada kullanilan hiicre gruplarmma 1, 2.5, 5, 10 ve 20 pM GSK126 uygulamasi
yapilmigs ve bu uygulama 24, 72 ve 120 saat siirelerle inkiibasyona maruz birakilarak
uygulamas1 gergeklestirilmistir. Bu muamelenin ardindan yukarida belirtilen testin
protokolleri uygulanmis ve elde edilen sonuglar Sekil 10°da 24 saat inkiibasyon sonucunu,
Sekil 11.’de 72 saat inkiibasyon sonucunu ve Sekil 12°de 120 saat inkiibasyon sonucunu

gostermektedir.

50 - I 24s|
40 -

30 +

20 -

% Total Apoptotik Hiicre

K D1 D2 1 2,5 5 10 20 (uM)

Sekil 10. 24 saat muamele edilen hiicrelerin apoptotik degisimi

(*: Kontrol grubuna gore p<0.05 istatistiksel olarak anlaml farklilig1 ifade etmektedir.)

(Kontrol grubuna goére 10 uM ve 20 uM GSK126 gruplar1 anlamlidir bununla beraber
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D2(DMSO20uM) grubuna gore 20uM grubu anlamli olup 5 uM grubu ile de 10 uM GSK126
gruplar1 anlamlidir. ( p<0.05))

Uygulanan inkiibasyon siirelerine bagl olarak farkl grafikler olusturulmus ve 24 saatlik
inkiibasyon siiresine sahip hiicrelere uygulanan testin sonucunda, kontrol grubunda 5%, ¢alisma
kimyasalanin uygulandigi gruplarda ise 1 pM’de 9% (£1), 2,5 uM’da 8% (+6), 5 uM’da 10%
(£5), 10 uM’da 15% (£5), 20 uM’da %15 (£5) oraninda apoptozis meydana geldigi tespit
edilmistir. Bu sonuglar goéz Oniine alindiginda herhangi bir anlamli fark meydana gelmedigi

disiiniilmektedir.

50 - . 72s|

% Total Apoptotik Hlicre

K D1 D2 1 2,5 5 10 20 (uM)

Sekil 11. 72 saatlik muamele edilen hiicrelerin apoptotik degisimi

(* : Kontrol grubuna gore p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade etmektedir )

(Kontrol grubuna gore 2.5 uM,10 uM ve 20 uM GSK126 gruplari anlamlidir p<0.05))

Uygulanan inkiibasyon siirelerine baglh olarak farkli grafikler olusturulmus ve 24 saatlik
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inkiibasyon siresine sahip hiicrelere uygulanan testin sonucunda, kontrol grubunda 10%, ¢aligma
kimyasalinin uygulandigi gruplarda ise 1 uM’de % 10 (1), 2,5 uM’de % 15 (£6), 5 uM’de %20
(£5),10 uM’de %25 (£5), 20 uM’de %40 (£5) oraninda apoptozis meydana geldigi tespit
edilmistir. Bu sonuglar goz oniine alindiginda sadece 20 uM dozunda anlamli bir sonug elde

edildigi distiniilmektedir.

% Total Apoptotik Hiicre

K D1 D2 1 2,5 5 10 20 (uM)

Sekil 12. 120 saatlik muamele edilen hiicrelerin apoptotik degisimi

(*: Kontrol grubuna gore p<0.05 istatistiksel olarak anlaml farklilig: ifade etmektedir )

(Kontrol grubuna gore 1uM, 2.5 uM,5 uM, 10 uM ve 20 uM GSK126 gruplar1 anlamlidir.(
p<0.05))
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Sekil 13. Sekil 13°de grafigi gosterilen Jurkat Hiicrelerinin Annexin V/7AAD verilerinin
apoptoz profilleri.

Uygulanan inkiibasyon siirelerine bagli olarak farkli grafikler olusturulmus ve 24 saatlik
inkiibasyon siiresine sahip hiicrelere uygulanan testin sonucunda, kontrol grubunda 10%, calisma
kimyasaliin uygulandigi gruplarda ise 1 uM’de % 10 (x1), 2,5 uM’de % 15 (£6), 5 uM’de %25
(£5),10 uM’de %60 (£5), 20 uM’de %55 (£5) oraninda apoptozis meydana geldigi tespit
edilmistir. Bu sonucglar g6z oniine alindiginda 10 uM dozunda kontrol grubuna karsin 60%
oraninda hiicresel aktiviteyi azalttig1 gozlemlenmis ve bu sonuca bagli olarak apoptoz aktivitesini

indiikledigi diistiniilmektedir.

4.3.Jurkat Hiicrelerinde Arrestin Hiicre Dongiisii Testi ile Belirlenmesi

Calismada kullanilan hiicre hattinin EZH2’nin inhibisyonu i¢in c¢alisma kimyasali ile
muamele edilmesi ve bu siirelerin 24 ve 72 saat araliklarinda yapilmasi sonrasinda, hiicre
dongiisii testi uygulanmis ve sonucglar Sekil 14.’de 24 saat inkiibasyon sonuglarmi ve Sekil

15.°da 72 saat inkiibasyon sonuglarin1 gostermektedir.
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Sekil 14. 24 saat muamele edilen hiicreler
(#: Kontrol grubuna gore p < 0,05’de istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade etmektedir.
*: Kontrol grubuna gore p < 0,05°de istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade etmektedir.
: Kontrol grubuna goére p < 0,05°de istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir.)
(#: Kontrol grubuna gére 5uM, 10 uM ve 20 uM GSK 126 gruplar1 anlamlidir, *: Kontrol grubuna
gore 5 uM,10 uM ve 20 uM GSK126 gruplar1 anlamhidir, §: kontrol grubuna gére 5 uM,10 uM
ve 20 uM GSK126 gruplarmna gore anlamlidir).

Sekil 14.’de G0/G1 faz1 kontrol grubunda %50 (+4) oranindadir ve bu oran GSK126 ile
24 saat muamele edilmis olan Jurkat hiicrelerinde artan doz miktarlarinda sirasi ile %60 (£3), %
55 (4), %60 (+4), %65 (£4), %70 (x4) oldugu tespit edilmis ve kontrole kiyasla ancak en
yliksek doz olan 20uM’de 6nemli bir artig oldugu tesit edilmistir. S fazinda ise kontrol grubu ile
GSK126 ile muamele edilmis olan gruplar kiyaslandiginda, kontrol grubu %20 (£5) oraninda
oldugu ve bu oranin GSK126 ile muamele edil en hiicrelerde 6nemli bir artis veya azalisa neden
olmadig1 ancak kontrol grubuna kiyasla anlamli oldugu tespit edilmistir. G2/M fazinda ise
kontrol grubu %25 (+5) orandayken GSK126 ile muamele edilmis olan Jurkat hiicrelerinde artan
dozlarda sirasi ile %25 (£2), %20 (£3), %20 (£2),%15 (£3), %15 (+4) oranlarinda oldugu tesit
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edilmistir.

Sonuglar goz 6niine alindiginda GSK 126 ile 24 saat inkiibe edilen Jurkat hiicrelerinde
kontrol grubuna kiyas ile GO/G1 fazinda arrestin gergeklestigi sekilde tespit edilmistir. Ancak
bu arrestin siireye bagli artip artmayacagini belirlemek adina deney seti 72 saat inktibasyon ile

tekrar gergeklestirilmesi degerlendirilmistir
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Sekil 15. 72 saat muamele edilen hiicreler

(#: Kontrol grubuna gore p < 0,05’de istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir.

*: Kontrol grubuna gore p < 0,05°de istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade etmektedir.

: Kontrol grubuna goére p < 0,05°de istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade etmektedir.)

(#: Kontrol grubuna gore 5uM, 10 uM ve 20 uM GSK 126 gruplari anlamlidir, *: Kontrol grubuna
gore 5 uM,10 uM ve 20 uM GSK126 gruplar1 anlamlidir, 1: kontrol grubuna gore 5 uM,10 uM
ve 20 uM GSK126 gruplarina gore anlamlidir).

Sekil 15.’da G0/G1 faz1 kontrol grubunda %50 (£4) oranindadir ve bu oran GSK126 ile

72 saat muamele edilmis olan Jurkat hiicrelerinde artan doz miktarlarinda sirasi ile %55 (£3), %
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60 (£4), %70 (x4), %60 (x4), %70 (£4) oldugu tespit edilmis. S fazinda ise kontrol grubu ile
GSK126 ile muamele edilmis olan gruplar kiyaslandiginda, kontrol grubu %20 (+5) oraninda
oldugu ve bu oranin GSK126 ile muamele edilen hiicrelerde 6nemli bir artis veya azalisa neden
olmadig1 ancak kontrol grubuna kiyasla anlamli oldugu tespit edilmistir. G2/M fazinda ise
kontrol grubu %30 (£5) orandayken GSK126 ile muamele edilmis olan Jurkat hiicrelerinde artan
dozlarda sirasi ile %25 (£2), %20 (£3), %15 (£2),%20 (£3), %15 (+4) oranlarinda oldugu tesit
edilmistir. Sonuglar g6z Oniine alindiginda GSK 126 ile 72 saat inkiibe edilen Jurkat
hiicrelerinde kontrol grubuna kiyas ile GO/G1 fazinda arrest gerceklestigi tespit edilmistir.
Ancak 24 saat inkiibe edilen deney seti arasinda anlamli bir fark olmadig ve ilk 24 saatte GO/G1

fazinda arrest oldugu artan sirenin arreste etkinde 6nemli bir fayda saglamadigi tespit edilmistir.

4.4 \Western Blot Analizi ile Jurkat Hucrelerinde GKS126 Kullanilarak EZH2 ve
H3K27me3 Etkilerinin Belirlenmesi

Jurkat hiicrelerinde GSk126 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 UM gruplari ile yapilan
deney seti 24, 72 ve 120 saat inkiibasyon sonras1 sentetik letal etkiyi degerlendirebilmek adina
EZH2 protein ifade diizeylerinin testi igin Western Blot (WB) analizi gergeklestirilmistir. Her bir
analizde protein miktarlarmin esit oldugunu gostermek i¢in house-keein bir gen olan GAPDH ve
H3’ln ifade diizeyi analiz edilmistir. Yapilan literatiir ¢alismalarinda EZH2’nin protein
seviyelerine tek basina bakildiginda anlam ifade etmedigi, EZH2 nin inhibisyonunu tespit etmek
amaci ile H3K27me3’in (H3K27me3; DNA paketleme proteini olan H3’iin epigenetik
modifikasyonu Lizin 27°nin H3 proteini (zerindeki trimetilasyonunu gésteren proteindir. EZH2
histon metilasyonunun traskripsiyonun baskilanmasiyla iliskili epigenetik isareti olan Lizin27
tizerindeki H3 trimetilasyonunu katalizler. Bu baglamda eger EZH2 inhibe edilmisgse kataliz
gerceklesmeyecegi igin H3K27me3 protein seviye ifadesi de tespit edilemeyecektir.) protein
seviyelerindeki ifadeleri analiz edilmistir. Yapilan islem sonrasinda elde edilen veriler asagida

gosterilmistir.
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Sekil 16. Jurkat hiicre grubunda GSK126’nin 24 saatte WB sonuglar1

(Sekilde gosterilen K: kontrol grubunu, D1: DMSO 1 uM grubunu, D2: DMSO 20 uM

grubunu ve GSK’ni farkli dozlarla muamele edilen gruplarini ifade etmektedir).
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Sekil 17. 24 Saatte WB istatistik sonug¢larinin densitometrik analizi.

Yukaridaki sekilde de gosterildigi tizere Western Blot analizi ile 24 saat sonrasinda;
ARID1A, EZH2 ve H3K27me3 protein seviyeleri GAPDH ile karsilastirilarak kontrol grubu ve
GSK126’ya maruz birakilan gruplarda EZH2 seviyelerinde bir farklilik olmadigi ancak kontrole
kiyasla H3K27me3 seviyelerinde GSK126 ile muamele edilen gruplarin seviyelerinin azalmaya
basladig tespit edilmistir. Bu baglamda 72 ve 120 saatte GSK126 ile deney seti kurulmaya karar

verilmistir.

Jurkat htcrelerinde GSk126 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM gruplari ile yapilan
deney seti 72 saat inkiibasyon sonrasi sentetik letal etkiyi degerlendirebilmek adina EZH2 protein
ifade diizeylerinin testi icin Western Blot (WB) analizi ger¢eklestirilmistir. Her bir analizde
protein miktarlarmin esit oldugunu gostermek i¢in house-keein bir gen olan GAPDH ve H3’iin

ifade diizeyi analiz edilmistir. Yapilan literatiir caligmalarinda EZH2 nin protein seviyelerine tek
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basina bakildiginda anlam ifade etmedigi, EZH2 nin inhibisyonunu tespit etmek amaci ile
H3K27me3‘lin (H3K27me3; DNA paketleme proteini olan H3’lin epigenetik modifikasyonu
Lizin 27°’nin H3 proteini iizerindeki trimetilasyonunu gosteren proteindir. EZH2 histon
metilasyonunun traskripsiyonun baskilanmasiyla iliskili epigenetik isareti olan Lizin27
iizerindeki H3 trimetilasyonunu katalizler. Bu baglamda eger EZH2 inhibe edilmisse kataliz
gerceklesmeyecegi icin H3K27me3 protein seviye ifadesi de tespit edilemeyecektir.) protein
seviyelerindeki ifadeleri analiz edilmistir. WB sonrasi analizi yapilan proteinlere ait bant
gorintiileri Sekil 16°de gosterilmistir.

72s K D1 D2

5 20 (um)

ARIDIA 0-‘~-“.k.:’6‘-"‘_

EZH2 — — — — — — ——

H3K27me3

H3 — . — — — — ——
o — — — — S —

GAPDH -

Sekil 18. Jurkat hiicre grubunda GSK126°nin 72 saatte WB sonuglar1

(Sekilde gosterilen K: kontrol grubunu, D1: DMSO 1 uM grubunu, D2: DMSO 20 uM

grubunu ve GSK’nin farkli dozlarla muamele edilen gruplarini ifade etmektedir).
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Sekil 19. 72 Saatte WB istatistik sonuclarmin densitometrik analizi.

Yukaridaki sekilde de gosterildigi tizere WesternBlot analizi ile 72 saatte; ARID1A,
EZH2 ve H3K27me3 protein seviyeleri GAPDH ile karsilastirilarak kontrol grubu ve GSK126’ya
maruz birakilan gruplarda EZH2 seviyelerinde bir farklilik olmadigi ancak kontrole kiyasla
H3K27me3 seviyelerinde GSK126 ile muamele edilen gruplarm GSK126 1 uM grubundan
itibaren Onemli Olclide seviyelerinin azaldigi tespit edilmistir. Bu baglamda H3K27me3

ifadesinin net bir bigimde silindigini gérmek ve EZH2 nin inhibe edildigini kanitlamak i¢cin 120

saatte GSK126 ile deney seti kurulmaya karar verilmistir.

Jurkat htcrelerinde GSk126 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM gruplari ile yapilan
deney seti 120 saat inkiibasyon sonrasi sentetik letal etkiyi degerlendirebilmek adina EZH2

protein ifade duzeylerinin testi icin Western Blot (WB) analizi gergeklestirilmistir. Her bir
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analizde protein miktarlarinin esit oldugunu gostermek i¢cin house-keeping bir gen olan GAPDH
ve H3’ln ifade diizeyi analiz edilmistir. Yapilan literatiir ¢alismalarinda EZH2’nin protein
seviyelerine tek bagina bakildiginda anlam ifade etmedigi, EZH2 nin inhibisyonunu tespit etmek
amaci ile H3K27me3‘ln (H3K27me3; DNA paketleme proteini olan H3’lin epigenetik
modifikasyonu Lizin 27°nin H3 proteini iizerindeki trimetilasyonunu gdsteren proteindir. EZH2
histon metilasyonunun traskripsiyonun baskilanmasiyla iligkili epigenetik isareti olan Lizin27
tizerindeki H3 trimetilasyonunu katalizler. Bu baglamda eger EZH2 inhibe edilmisse kataliz
gergeklesmeyecegi icin H3K27me3 protein seviye ifadesi de tespit edilemeyecektir.) protein
seviyelerindeki ifadeleri analiz edilmistir. WB sonrasi analizi yapilan proteinlere ait bant

gortintiileri Sekil 18°de gdsterilmistir.

K D1 D2 1 25 5 10 20 {uM)
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Sekil 20. Jurkat hiicre grubunda GSK126’nin 120 saatte WB sonugclar1

(Sekilde gosterilen K: kontrol grubunu, D1: DMSO 1 uM grubunu, D2: DMSO 20 uM

grubunu ve GSK’nin farkli dozlarla muamele edilen gruplarini ifade etmektedir).
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Sekil 21. 120 Saatte WB istatistik sonu¢larmin densitometrik analizi.

Sekil 20°de gosterildigi tizere Western Blot analizi ile 120 saatte; ARID1A, EZH2 ve
H3K27me3 protein seviyeleri GAPDH ile karsilastirilarak kontrol grubu ve GSK126’y maruz
birakilan gruplarda EZH2 seviyelerinde bir farklilik olmadigi ancak kontrole kiyasla H3K27me3
seviyelerinde GSK126 ile muamele edilen gruplarm seviyelerinde énemli dl¢lide azaldigi ve 5

uM’den itibaren silindigi tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Gilindelik yasamda milyonlarca kez yasanan ve anlik olarak herhangi bir sekilde
hissetmedigimiz hiicre boliinmeleri hiicresel yasamin en dogal aktivitelerinden birisidir. Bu
aktivite siirekli ve diizenli olarak ger¢eklesmekle beraber hiicresel bir kontrol mekanizmasi ile
de denetimi saglanmaktadir. Bu denetimin sebebi gerekli olan hiicrelerin gerekli olan bdlgeler
icin iiretilmesi, gereksiz olarak ¢ogalma gerceklesmemesi, olast bir mutasyon durumu var ise
bu mutasyonlu hiicrelerin bolinmeye devam etmemesi, hiicresel bir anomali veya bozukluk
durumlarinda hiicrelerin ¢ogalmamalar1 gibi durumlar1 kapsamaktadir. Yine bu boliinme
safhasinda 6nemli bir yap1 elemani olarak gorev alan kromatin yeniden modellenmesi gorevine
etki eden bir gen grubu bulunmaktadir. Bu gen grubuna SWI/SNF gen grubu denmektedir. Bu
kompleks yap1 kromatin ipliklerinin olusumunda yer alan proteinlerin salgilanmasiyla iligkilidir.
Bu gen grubunun igerisinde ARID1A 6zellikle gbze carpan ve iizerine ¢alismalar yapilmis bir
gen grubu olarak goze c¢arpmaktadir. Kanser hiicrelerinin genetik olarak incelendigi
calismalarda ARID1A mutasyonu géze carpmaktadir. Bu ylizden bu gen kompleksi ve 6zellikle
ARIDI1A geni ile ilgili yapilan ¢alismalara ek olarak bu calismada da ARID1A geninin sentetik
letalitesiyle alakali olarak ¢alismalar ortaya koyulmustur. Bu gen ailesine ek olarak polycomb
baskilayic1 kompleks adi1 verilen ve EZH2 geni tarafindan salgilanan EZH2 enzimi de hiicre
boliinmesinde olduke¢a etkili bir aractir. Bu komponentin salgilanmasiyla beraber hiicrenin
boliinme mekanizmalar1 olan metilasyon ve histonlasma durumlarinda baski meydana
gelmektedir. Olusan bu baskiyla beraber hiicreler boliinememekte ve bir letalite durumu
meydana gelebilmektedir. Bu bilgiler 1g1ginda bu ¢aligmanin da genel amaci Jurkat hiicrelerinde
ARIDIA mutasyonlarina sahip oldugunu gézlemlemek ve bu mutasyona sahip oldugu goriilen
hiicrelerin EZH2 inhibe edilerek ortaya ¢ikan sentetik letalite durumunun incelenmesidir.

Sentetik letalite durumu incelendiginde iki genden birinin inaktif digerinin ise bir
inhibitor ile inaktif duruma getirilmesi sonucu ortaya ¢ikan letal etki “sentetik letal etki” olarak
bilinmektedir. Yapilan tez c¢alismasinda akut lenfoblastik losemide ARIDIAmt Jurkat
hiicrelerinde EZH2’nin GSK2816126 ile inhibe edilmesiyle ARID1A ve EZH2 arasinda
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sentetik letal etki arastirilmistir.

Calismada oOncelikle Jurkat hicrelerinde 24, 72 ve 120 saatte ve artan dozlarda (1, 2.5,
5, 10 ve 20 uM) GSK126 ile muamele edilerek metabolik degisimleri WST-1 testi ile analiz
edilmistir. Yapilan testlerin ortaya koydugu sonuclar dogrultusunda siire ve doza bagli olarak
hiicre canliliginda bir azalma meydana gelmistir. Jurkat hiicrelerinin metabolik
aktivasyonlarinda meydana gelen bu azalma hiicre ¢ogalmasinin gerceklesmediginin ayrica
hicrelerde hiucre 6liimii oldugunu gostermektedir. Yaptigimiz Annexm V deney planlamasinda
Jurkat hiicrelerinin 24, 72 ve 120 saatte ve artan dozlarda GSKI126’ya maruz birakilmasi
sonucunda yapilan ‘Annexin V’ analizlerinde gosterildigi sekilde hiicre 6liim oranlarmin da
arttigi gorilmektedir. ‘Annexin V’ analizleriyle elde edilen apoptozis verileri “WST-1’
verilerine gore zaman artigina bagh olarak meydana gelen metabolik aktivitedeki azalmay1
destekler nitelikte olup benzer sonuclar elde edilmistir. Woo ve arkadaslarinin 2014 yilinda
yapmis olduklar1 bir ¢aligmada ¢alismamiza benzer olarak B lenfosit kanser hiicre hattinda
EZH2 inhibe edilmeye ¢alisilmis ve etkileyecek kimyasal olarak ¢aligmamizdan farkh olarak
tansindiol ad1 verilen bir bilesik kullanilmistir. Sonug olarak EZH?2 inhibesi gerceklestirilmis ve
bu inhibeye bagli olarak kanser hiicresindeki proliferasyonun azaltilabildigi ortaya koyulmustur.
Calismada B lenfosit hiicre hattina ek olarak birka¢ kanser hiicre hatti da calisilmis ve
degiskenlik gostermekle birlikte yine inhibe olan EZH2 sonug¢ olarak hiicre hatlarmin
proliferasyonunda azalmasiyla sonu¢lanmistir. Bu da ¢alismamizin sonuglarma benzer bir sonug
ortaya koyarak kimyasallar degisse bile EZH2 aktivasyonunun degiskenliginin hiicrelerin
biiyiimesi ve gelismesini etkiledigini ve buna bagli olarak bu birimi inhibe ederek kansere kars1
micadele edilebilecegini ortaya koymustur (Jimin Woo 2014). EZH2 inhibisyonuna neden
olabilecek daha farkli kimyasallar bulunmasi veya kullanilacak kimyasallarin diger
komponentlerle ortaklasa calisilabilecek bir duruma sokulmasi kanser ilaglarmin gelisimi
acisindan biiylikk bir 6nem arz etmektedir. Yamada ve arkadaglarinin 2020 yilinda
gerceklestirilmis oldugu baska bir calismada ise mide kanseri iizerinde ¢aligmalarini
yapmislardir. Yapilan ¢alismada 6zellikle mide kanseri vakalarinda suprese edildigi goriilen
ARID1A geninin aktivasyonu ve EZH2 aktivasyonunun hiicrenin proliferasyonunun nasil
etkiledigi incelenmistir. EZH2 aktivasyonunun azalmasina bagli olarak ozellikle ARID1A
geninin aktivitesinin artmasi1 amaglanarak yapilan ¢aliyjmada hem kompleksin etkisinin

baskilanarak azaltilmasi sonucu kanser hiicrelerinin biiylimesinin yavaslatildigi ayrica genin
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ekspresyonunun artmasina bagli olarak da tiimor hiicrelerinin baskilanmasi saglanmistir. EZH2
inhibitorleri kullanilarak enzimin aktivitesinin azaltilmasini hedefleyen ¢alisma grubu
sonuglarint WST ve hiicre assay ¢alismalariyla kontrol etmiglerdir. Sonug olarak bakildiginda
EZH2 inhibisyonu kanser hiicrelerinin proliferasyonunu olumsuz yonde etkiledigini ortaya
koymustur. Bu ¢alismada yine kullanilacak EZH2 inhibitorlerinin anti kanser tedavilerinde

onemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymustur (Yamada ve digerleri 2021).

Knutson ve arkadaglarinin yapmis oldugu baska bir calismada EPZ005687 adli bir
kimyasal madde EZH?2 inhibitorii olarak kullanilmis ve 6zellikle kimyasalin kullanimi sonucunda
EZH2’nin histon metillenmesi agisindan etkilerini incelemislerdir. Yapilan ¢alismada lenfoma
hiicreleri calisilmis ve EZH2 aktivasyonunun hem hiicrenin canliligi hem de histon metillenmesi
acisindan etkileri incelenmistir. Kullanilan EPZ005687 kimyasalinin etkileri incelendiginde
EZH2’nin inhibisyonu goriilmiistiir. Bu duruma bagh olarak 6zellikle non-Hodgkin tipi lenfoma
hiicrelerinde nokta mutasyonlarmin ¢ogalmasinda etkisi oldugu diisiiniilen H3K27 histonunun
aktivasyonunda azalma meydana getirmistir. Bu azalma sayesinde hem hiicre canliligi hem de
hiicresel mutasyon agisindan incelendiginde EZH2 inhibisyonu lenfoma hicrelerinin
cogalmasinda bir azalma meydana getirebilmistir. Toplamda 11 giinliik bir etkinlik siiresi
Olciilmiis olup en etkili siirenin 6. giin oldugu goriilmiistiir. Uygulanacak dozunda ¢alismada
oldukca 6nemli oldugu goriilmektedir. Bu ¢alisma 6zelinde bakildiginda uygulanacak dozun 6
UM gecmesi sonrasinda hiicresel aktivasyonda herhangi bir olumsuz degisiklik
gozlemlenmemektedir. Calismamizla baglantili olarak bu ¢alismada gostermektedir ki kullanilan
inhibitor farkli olsa da EZH2 nin inhibe edilmesi birgok farkli kanser tiiriinde kanser hiicrelerinin
proliferasyonu ve canliliklar1 agisindan olumsuz bir etki yaratmaktadir. EZH2 inhibisyonunun
kanser hiicreleri tlizerinde ki olumsuz etkilerinin daha detayli ve daha farkli incelendigi bu
calismada ¢aligmamiza benzer sonuclar ortaya koyarak, yapilan calismanin giivenilirligi ve tekrar
edilebilirligi agisindan giivenli bir yerde oldugunu ortaya koymaktadir (Knutson ve digerleri
2012).

Devarajan ve arkadaglarinin yapmis oldugu baska bir ¢alismada ise akciger kanseri
iizerinde EZH?2 inhibisyonun etkileri aragtirilmistir. Kemik kanserlerinde en ¢ok 6liim nedeninin
akciger metastazma bagli olarak gelistigini ve buna bagli olarak kemik kanseri hiicrelerinden
metastatik olarak biiyliyen akciger kanseri hiicrelerinin reseptOrlerini inceleyen ekip, bu
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reseptorlere kars1 herhangi bir antibody olmadigini gérmiislerdir. Bu reseptorlerin aktivasyonlar1
incelendiginde EZH?2 aktivasyonunun artmasiyla beraber bu reseptdrlerin de aktivasyonunda bir
yiikkselme oldugu dikkatlerini c¢ekmistir. Bu aktivasyon ortakligi incelendiginde GSK126
kimyasali kullanilarak EZH2 aktivasyonunun inhibe edilmesi amag¢lanmis ve olas1 inhibisyonun
reseptorlerin aktivasyonunun etkileyip etkilemeyecegi incelenmek istenmistir. Elde edilen
verilere bakildiginda kullanilan GSK126 doz ve uygulama siiresine bagl olarak degisiklik
gostermekle beraber EZH?2 inhibisyonunda aktif bir rol oynamaktadir. EZH2 nin inhibisyonuna
bagl olarak akciger metastazinda etkili oldugu diisiiniilen reseptorlerinde aktivasyonunda bir
azalma meydana geldigini gozlemlemislerdir. Bu azalmanin histon metilasyonunun
baskilanmasiyla alakasi oldugunu diistinmiislerdir. EZH2 inhibisyonuna bagli olarak histon
metilasyonu de inhibe edilmis ve buna bagli olarak reseptdrlerinde inhibisyonu sonucuna
varilmistir. Elde edilen bulgularin sonucunda kanser hiicrelerinde EZH2’nin inhibisyonunun
saglanmasi kanser tedavisi agisindan bakildiginda oldukg¢a 6nemli bir yer tutmaktadir (Devarajan

ve digerleri 2024).

Jurkat hticrelerinde 24 ve 72 saatte yapilan hiicre dongiisti analizinde ilk 24 saatte GO/G1
evresinde arrest oldugu ancak artan siirede 6nemli bir fark olmadigi tespit edilmistir. SWI/SNF
kompleksi icerisinde yer alan ARID1A hiicre déngistine 6zgl genlerin ekspresyonunda 6nemli
bir rolii oldugu ve hiicre dongiisiini GO/G1 fazinda durdugu bilinmektedir ARID1A’nin
CDK2/CDK4 kompleksine baglanarak Ozellikle G1 fazinda hiicre dongiisiinii durdurdugu
yapilan c¢alismalar ile desteklenmistir (Radhika M 2020). ARID1A inaktive olan Jurkat
hiicrelerinde EZH2’nin inhibisyonu ile yaratilan sentetik letal iliskisinde yapilan hiicre dongiisii
analizinde de hiicrelerin GO/G1 fazinda durdugu ve bu durumun nedeni olarak 6zellikle GO/G1

gecislerini diizenleyen CDK3 ’iin roliiniin arastirilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Jurkat htcrelerinde artan dozlarda uygulanan GSK126 ile 24, 72 ve 120 saat inkibe
edilerek yapilan WB testi sonucunda kontrol grubuna kiyasla EZH2’nin inhibe edildigi
H3K27me3 protein sevilerindeki azalma ile tespit edilmistir. Theresa E. Leon (2020) tarafindan
yapilan ¢caligmalarda 2 pmol/L GSK126 ile 7 giin inkiibasyon sonrasit EZH2 ’nin inhibe oldugunu
H3K27me3 seviyelerindeki azalma ile saptamiglardir. Burada EZH2’nin inaktivasyonunu

H3K27me3 protein seviyelerindeki azalma ile belirleyebilmemizin sebebi H3K27me3
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proteininin; DNA paketleme proteini olan H3’{in epigenetik modifikasyonu Lizin 27 nin H3
proteini Gzerindeki trimetilasyonunu gosteren protein olmasidir. EZH2 histon metilasyonunun
traskripsiyonun baskilanmasiyla iligkili epigenetik isareti olan Lizin27 Uzerindeki H3
trimetilasyonunu katalizler. Bu nedenle eger EZH2 inhibe edilmisse kataliz gergeklesmeyecegi
icin H3K27me3 protein seviye ifadesi de tespit edilemeyecektir. Bagka bir ¢aligmada ise Delong
Zeng kok hiicre benzeri miyelom hiicrelerinde EZH2’nin inhibisyonu igin gene GSK126
kullanmiglar ve EZH2 nin inhibisyon kanit1 olarak H3K27me3 i gostermislerdir. Dolayisi ile
calismamizda kullandigimiz verilerimiz literatiir ile drtiismektedir. Ozetle; GSK 126°nm 24,72
ve 120 saat inkiibasyonu sonrasinda Jurkat hiicreleri tizerinde meydana getirdigi metabolik
aktivite degigsimleri “WST-1" testi ve ‘Annexin V’ testi ile analiz edilmistir. Yapilan testlerden
ortaya ¢ikan sonuglarm 11ginda GSK126 ile ayri ayri muamele edilen gruplarda kontrol grubuna
kiyasla zaman artisina bagli olarak metabolik aktivitede azalma oldugu tespit edilmistir.
Bununla beraber >WST-1 testi, Annexin V ve Hiicre Dongusu testi’’ ile analiziyle elde edilen
sonuclar “Western Blot’ ile yontemi ile ARID1A, EZH2, H3K27me3 ve H3’iin protein

seviyeleri analiz edilerek desteklenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caliymada; Akut lenfoblastik 16semide ARID1A ve EZH2 arasinda sentetik letal

interaksiyon iligkisi aragtirilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

Sonug olarak;

GSK2816126 muamelesi ile EZH2 inhibisyonu saglanan Jurkat hucrelerinde

H3K27me3’iin protein seviyelerindeki goriilen azalma ile tespit edilmistir.

Jurkat hiicre hattinda EZH2’nin inhibe edilmesi zaman ve doza baglh bir sekilde

hiicrelerin canliligini azaltmakta ve apoptozisi indiiklemektedir.

10 uM GSK?2816126 ile 120 saat boyunca muamele edilen Jurkat hicrelerinin hiicre

canlilig1 %60 oraninda azalttig1 ve apoptozisi indiikledigi tespit edilmistir.

Hiicre dongiisii analizi ile yapilan deneylerin sonucunda 24 saatte GSK281626 ile

muamelesi ile GO/G1 evresinde arresti tespit edilmistir.

mtARID1A Jurkat hiicre hattinda GSK2816126 ile EZH2 nin inhibe edilmesi ile apoptoz
aracili sentetik letal etkiye yol agmis olup bu sonuglarm 1s1g1inda ARID1A defektif Akut
Lenfoblastik Lésemide EZH2’nin inhibisyonu terap6tik bir hedef olabilecegine isaret

etmektedir.
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EK-1

MeanDift ASEM tvalue Prob | Alpha Sig LCL ucL

251 000733 9856892 7.4398E-5 1 0,05 0 -368,62303 368,6377
51 -0,074 9856892 -750744E-4 1 0,05 0 -36870437 36855637
525 -0,08133 9856892 -825142E-4 1 0,05 0 -368,7117 36854903
101 -0,12067 | 9856802 -0,00122 1 0,05 0 -368,75103 368,5007
1025 -0,128 9856892 -0,0013 1 0,05 0 -368,75837 36850237
105 -0,04667 | 9856802 -473442E-4 1 0,05 0 -36867703 368,5837
20 1 -0,14033 | 9856892 -0,00142 1 0,05 0 -3687707 36849003
2025 -0,14767 9856892 -0.0015 1 0,05 0 -368,77803 368,4827
20 5 -0,06633 | 9856892 -6,72964E-4 1 0,05 0 -36869567 36856403
20 10 -0,01967 9856892 -1,99522E-4 1 0,05 0 -368,65003 368,6107
K1 0,03133 9856892  3,17882E-4 1 0,05 0 -368,59903 368,6617
K25 0,024 9356892 243484E-4 1 0,05 0 -368,60637 36865437
K5 0,10533 9856892 0,00107 1 0,05 0 -36852503 368,7357

K 10 0,152 | 9856892 0,00154 1 0,05 0 -36847837 36878237
K 20 017167 9856892 0,00174 1 0,05 0 -3684587 36880203
D11 -0,03867 | 9856892 -4,02426E-4 1 0,05 0 -36867003 368,5907
D125 -0,047 | 9856892 -476824E-4 1 0,05 0 -368,67737 36858337
B1 5 0,03433 0856892 3 4B8318E-4 1 0,05 0 -368,59603 368,6647
D110 0,081 9856892 8,2176E-4 1 0,05 0 -36854937 36871137
D1 20 010067 @ 9856892 0,00102 1 0,05 0 -3685297 36873103
D1 K -0,071 9856892 -7,20308E-4 1 0,05 0 -368,70137 36855937
D2 1| 19716833 0856892 2,00031 1 0,05 0 -17146203 B65,7987
D2 25 197,161 9556892 2,00024 1 0,05 0 -171,46937 56579137
D2 5 19724233 9856892 2,00108 1 0,05 0 17138803 565,8727
D2 10 197,280 0856892 2,00153 1 0,05 0 17134137 56501937
D2 20 19730867 9856892 2,00173 1 0,05 0 1713217 565,93903
D2 K 197,137 | 9856892 1,99999 1 0,05 0| -171,49337 56576737
D2 D1 197,208 9856892 2,00071 1 0,05 0 17142237 56583837

— 24 Saat WST-1 testi istatistigi.
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SEM

MeanDiff tValue Prob Alpha @ Sig LCL UcL
251 -0,265 | 0,02488  -10,64958 3,18193E-7 0,05 1) -0,35806  -017194
51 -0,35333| 0,02485 -14,19944 4,85566E-9 0,05 1| -0,44639 -0,26027
525 -0,08833 002488 -354986 0,07468 | 0,05 0| -0,18138 0,00473
10 1| -0,36533 0024838 -14,68168  2,94939E-9 0,05 1| -0,45838 -0,27227
10 25 -0,10033 | 002483 -4,0321 0,02701| 0,05 1| -0,19338 -0,00727
10 5 -0,012  0,02483 -0,48224 1 005 0| -0,10506 0,08106
20 1 -0,53533 0,02488 -21,51348 8,67591E-12 0,05 1| -0,62839 -0,44227
20 25 -0,27033  0,02488 -10,86391 2,39956E-7 0,05 1| -0,36339 -0,17727
20 5 -0,182 0,02483 -7,31405  486882E5 0,05 1| -0,27506 -0,08894
20 10 -0,17 | 0,0248% -68318  112876E-4 0,05 1| -0,26306 -0,07694
K1 0,251 0,02488 10,08696 6,81737E-7| 0,05 1 0,15794 | 0,34406
K25 0,516 | 0,02488 2073653 1,53302E-11 0,08 1 042294 0,60906
K& 060433 002488 2428639 1,31697E-12 0,05 1 051127 0,69739
K 10 061633 002488 2476864 96B935E-13 0,05 1 052327 0,70939
K 20 078633 002488 3160044 211819E-14 0,05 1 0,69327 0,87939
D11 022633 0,02488 9,09568 2,82754E-6 0,05 1 0,13327  0,31939
D125 049133 002488 1974525 3,26457E-11 0,05 1 0,39827 0,58439
D15 057967 002488 2329511 252129E-12 0,05 1 0,458661 0,67273
D110 059167 0,02488 2377736 1,83230E-12 0,05 1| 049851 068473
D1 20 076167 0,024388 3060916 349963E-14 0,05 1| 066861 085473
D1 K| -0,02467  0,02438  -0,99128 1 005 0| -0,11773 0,06839
D2 1 0,24267 0,02488 975207 1,08944E-6 0,05 1| 014951 0,33573
D2 25 050767 0,02488 2040164 1,97146E-11, 0,05 1 041451 0,60073
D2 5 0,596 0,02488 239515 1,63539E-12 0,05 1/ 050294 0,68906
D2 10 0,608 0,02488 2443375 1,19836E-12 0,05 1/ 051494 0,70106
D2 20 0,778 0,02488 3126555 250544E-14 0,05 1| 062494 087106
D2 K| -0,00833 002488 -0,33489 1 0,08 0 -0,10138  0,08473
D2 D1 001633  0,02488 0,65639 1 0,05 0 -0,07673 0,10939
— 72 Saat WST-1 testinin istatistigi.
MeanDiff SEM tValue Prob Alpha = Sig LCL ucL
251 -036733 008875 -534299 0,00185 0,05 1| -0,62445 -0,11022
51 -149467 006875 -21,74043 7 37353E12 0,05 1| -1,75178 | -1,23755
525 -112733 006875 -16,39744 558591E-10 0,05 1| -1,38445 -0,87022
10 1) 151733 0,06875 -22,07012 | 583817E-12 0,05 1| -1,77445 ) -1,26022
10 25 -1,15 0,06875 1672714 413019E-10 0,05 1) -140711 -0,89289
10 5 -0,02267 | 0,06875 -0,32969 1 0,05 0| -027978 0,23445
201 -1567 | 0,06875 -22,79254 3 5398VE-12 0,05 1) 182411 -1,30989
20 25 -1,19967  0,06875 -17,44956  217067E-10 0,05 1| -1,45678 -0,94255
20 5 -0,07233 0,06875 -1,05211 1 0,05 0| -0,32945 018478
20 10 -0,04967 0,06875 -0,72242 1 0,05 0| -0,30678 0,20745
K1 018367 006875 267149 046814 0,05 0| -0,07345 044078
K 25 0,551 0,06875 8,01448 1,51671E-5 0,05 1) 029389 0,80811
K5 167833 006875 2441192 121518E-12 0,05 1) 142122 1,93545
K 10 1,701 006875 2474162 9,85591E-13 0,05 1) 144389 195811
K 20 175067 006875 2546404 6,28622E-13 0,05 1| 149355 200778
D11 017567 006875 255513 059311 0,05 0| -0,08145 043278
D125 0543 006875 789812 1832965 0,05 1 028589 0,80011
D15 167033 006875 2429556 1,30924E-12 0,05 1) 141322 192745
01 10 1,693 006875 2462526 1,06087E-12 0,05 1) 143589 195011
D1 20 1,74267 006875 2534767 6,75287E-13 0,05 1| 148555 1,99978
D1 K -0,008 | 0,06875 -0,11636 1 0,08 0 -0,26511 0,24911
D21 0,107 | 0,06875 1,55635 1 0,05 0 -015011 036411
D2 25 047433 006875 6,89934 1,00147E-4 0,05 1) 021722 073145
D2 5 160167 006875 2329578 251848E-12 0,05 1| 134455 185878
D2 10 162433 0,06875 2362648 202347E-12 005 1 136722 1,88145
D2 20 1,674 006875 2434889 1,26521E12 0,05 1) 141689 193111
D2 K -0,07667 008875 -1,11514 1 0,05 0| -0,33378 0,18045
D2 D1 -0,06867 0,06875 -0,99878 1 0,05 0| -0,32578 0,18845
- 120 Saat WST-1 testinin istatistigi
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EK-2

MeanDiff

D1 K -0,82
D2 K -1,39
D2 D1 -0,47
1K 103333
1D1 195333
1D2 242333

25 K| 154667
25 D1 246667
25 D2 293667

251 051333
5 K| 386333
5 D1 478333
5 D2| 525333
5 1 283
525 231667
10 K 7,02
10 D1 7,94
10 D2 841
10 1 598667
10 25| 547333
10 5 315667
20 K 551667

20 D1 643667
20 D2 690667

20 1 448333
20 25 3,97
20 5| 165333

20 10 -150333

SEN
148428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428
148428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428
148428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428
148428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428
1,48428

tValue
-0,61983
-0,93648
-0,31665
0,69618
1,31601
1,63266
1,04203
1,66186
1,97851
0,34585
260283
3,22265
3,5393
1,90664
1,5608
472955
534938
566603
4,03337
3,68752
212673
371672
4 33655
4 6532
3,02054
267469
1,11389
-1,01283

Prob

JENPAR R PV NS SN ) PN ) Y

053844
0,14891
0,07637
1

1
0,00625
0,00182
9,82253E-4
0,02694
0,05584
1
0,0525
0,01429
0,00742
0,22747
0,46509
1

1

Alpha
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

Sig

OO0 004 4000 .aaaooooo0oooooooooo

LCL
-6,47096
-6,94096
-6,02096
-4,51763
-3,59763
-3,12763
-4,00429
-3,08429
-2,61429
-5,03763
-1,68763
-0,76763
-0,29763
-2,72096
-3,23429

1,46904
2,38904
285904
0,43571
-0,07763
-2,39429
-0,03429
0,88571
1,35571
-1,06763
-1,58096
-3,89763
-7,05429

ucL
4 63096
416096
5,08096
6,58429
750429
797429
7,09763
8,01763
848763
6,06429
9,41429
10,33429
10,50429
8,38096
786763
1257096
13,49096
13,96096
11,53763
11,02429
8,70763
11,06763
11,98763
1245763
10,03429
9,52096
720429
4,04763

— 24 Saat Annexin V/7AAD testinin istatistigi.

73



D1 K
D2 K
D2 D1
1K
1D1
1 D2
25 K
25 D1
25 D2
251
5K

5 D1
5 D2
51
525
10 K
10 D1
10 D2
101
10 25
105
20 K
20 D1
20 D2
20 1
20 25
20 5
20 10

MeanDiff
-0,07667
1,62667
1,70333
2,74333
282
111667
478667
486333
316
2,04333
2,89333
297
1,26667
015
-1,89333
841667
§,49333
6,79
567333
3,63
552333
30,29
30,36667
28,66333
27 54667
2550333
27,39667
21,87333

SEM
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895
1,12895

tVvalue
-0,06791
1,44086
1,50877
242998
249759
0,98912
4,23991
430752
2,79905
1,60993
256284
263075
1,12198
0,13287
-1,67707
7,45527
7,52318
6,01441
50253
3,21536
469243

Prob Alpha
1 0,05

1 0,05

1 0,05
076277 0,05
0,6657 0,05
1 0,05
0,01748 0,05
0,01517 0,05
0,36026 0,05
1 0,05
0,58392 0,05
0,50871 0,05
1 0,05

1 0,05

1 0,05

3,82868E-5 0,05
3,41404E-5 0,05
50469E-4 0,05

0,00345 0,05
0,15121 0,05
0,00456 0,05

26,83013 2,77405E-13 0,05

26,69804

2,BE63E-13 0,05

2538927 6,58198E-13 0,05

2440015 1

22436E-12 0,05

2259022 4,08613E-12 0,05

24267258 1

33324E-12 0,05

1937485 4,36942E-11 0,05

Sig

e g e = = == = = I = A= = == )

LCL ucL
-4,29876 414543
-2,59543 5,54876
-2,51876 592543
-1,47876 G,96543
-1,40209 7,04209
-3,10543 5,33876

056457 9,00876
064124 9,08543
-1,06209 7,38209
-2 17876 G,26543
-1,32876 711543
-1,25209 719209
-2,95543 548876
-4,07209 437209
-6,11543 232876
418457 12,63876
427124 1271543
256791 11,01209
145124 9,59543
-0,59209 7,85209
130124 974543
2606791 34,51209
2614457 3458876
2444124 32,58543
2332457 3176876
2128124 2972543
2317457 3161876
1765124 26,09543

— 72 Saat Annexin V/7AAD testinin istatistigi.

D1 K
D2 K
D2 D1
1K
1D1
1D2
25 K
25 D1
25 D2
25 1
5K

5 D1
5 D2
5 1
525
10K
10 D1
10 D2
10 1
10 25
105
20 K
20 D1
20 D2
20 1
20 25
20 5

MeanDiff
-0,27
-1,37667
-1,10667
2,13667
240667
351333
1,85667
212667
3,23333
-0,28
14,77667
15,04667
16,15333
12,64
12,92
52,05667
52,32667
53,43333
49,92
50,2
37,28
50,06333
50,33333
51,44

47 92667
43 20667
35,28667

SEM
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009
0,14009

tValue
-1,92734
-9,82707
-7,89973
15,25218
17,17952
2507925
13,25345
15,1808
23,08052
-1,99873
105,48037
10740771
115,30744
90,22819
92,22691
371,59642
37352376
381,42349
356,34424
358,34297
266,11605
357,3674
359,29474
367,19447
34211522
344 11394
251,88703
-14,22902

Prob Alpha

1 005
9,79866E-7 0,05
1,82809E-5 0,05
1,66571E-9 0,05
275283E-10 0,05
7,97536E-13 0,05
1,34843E-8 0,05
1,78734E-9 0,05
291188E-12 0,05
1 005
9,94844E-23 0,05
744906E-23 0,05
2,39637E-23 0,05
1,20586E-21 0,05
8,4982E-22 0,05
1,78522E-31 0,05
1,64342E-31 0,05
1,17581E-31 0,05
3,4905E-31 0,05
319173E-31 0,05
372682E-29 0,05
333401E-31 0,05
3,05912E-31 0,05
216018E-31 0,05
6,699E-31 0,05
6,10291E-31 0,05
8,97628E-29 0,05
470747E-9 0,05

Sig LCL
-0,79391
-1,90058
-1,63058
1,61276
1,88276
293042
1,33276
1,60276
270942
-0,80391
1425276
1452276
15,62942
1211609
12,39609
5153276
51,80276
52,90942
49 39609
49 67609
36,75609
4953842
4980942
5091609
47 40276
47 BB276
3476276
-2,51724

YR PR PN U NP PO (U PO O N e e T U P O (P P B )

ucL
0,25391
-0,85276
-0,58276
266058
293058
403724
2,38058
2,65058
375724
0,24391
15,30058
1557058
1667724
1316391
13,44391
5258058
52,85058
53,95724
5044391
50,72391
37,80391
5058724
50,85724
51,96391
4845058
4873058
35,81058
-1,46942

20 10 -1,99333  0,14009

— 120 Saat Annexin V/7AAD testinin istatistigi
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EK-3

0,81343

MeanDiff EEM tWalue Prob Alpha | Sig LCL ucL

D1 K 29 0,81343 356515 0,07231 0,05 0 -0,14208 594208
D2 K 626667 0,81343 770401  252345E-5 0,05 1 3,22459 930875
D2 D1 336667 | 081343 413886 0,02159 0,05 1 0,32459 6,40875
1K 10,1 0,81343 1241657 350828E-8 0,05 1 705792 1314208

1 D1 72 081343 885142 408237E-6 0,05 1 415792 10,24208
1 D2 383333 081343 471256 0,00657 0,05 1 079125 6,87541
25 K 58 081343 713031 6,68269E-5 0,05 1 275792 B,84208
25 D1 29 0,81343 356515 0,07231 0,05 0 -0,14208 594208
25 D2 -046667 081343 -0,5737 1 0,05 0 -3,50875 257541
251 -43 081343 528626 0,00207 0,05 1) -7,34208 8 -1,25792
5K 10,2 0,81343 1253951 3,03852E-8 0,05 1 715792 13,24208

5 D1 73 0,81343 897435  330046E-6 0,05 1 425792 10,34208
5D2 393333 081343 4,8355 0,00511 0,05 1 0,89125 6,97541
51 01 0,81343 0,12294 1 0,05 0 -2,94208 3,14208
525 44| 0,81343 54092 0,00162 0,05 1 1,35792 744208
10 K| 1233333 081343 1516215 1,82063E-9 0,05 1 9,29125 1537541
10 D1 943333 0,81343 11,597 943467E-8 0,05 1 6,39125 1247541
10 D2 6068667 081343 745814  381016E-5 005 1 3,02459 910875
10 1 223333 0,81343 274558 040219 0,05 0 -0,80875 527541
10 25 653333 0,81343 803184  147467E-5 0,05 1 349125 957541
10 5 213333 0,81343 262264 051718 0,05 0 -0,90875 517541
20 K| 2163333 081343 2659523 3,18384E-13 0,05 1 1859125 2467541
20 D1 1873333 081343 2303008 3,01271E-12 0,05 1 1569125 21,77541
20 D2 1536667 081343 1889122 6,44359E-11 0,05 1 12,32459 | 18,40875
20 1 1153333 0,81343 14,17866 4 96266E-9 0,05 1 849125 14,57541
20 25 1583333 0,81343 1946492  4,0685E-11 0,05 1 12,79125  18,87541
20 5 1143333 0,81343 14,05572 564907E-9 0,05 1 839125 1447541
20 10 9,3 11,43308 1,15765E-7 0,05 1 6,25792  12,34208

— 24 Saat Hucre DOngusu testinin istatistigi
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D1 K
D2 K
D2 D1
1K

1 D1
1D2
25K
25 D1
25 D2
251
5K

5 D1
5 D2
51
525
10 K
10 D1
10 D2
10 1
10 25
10 5
20 K
20 D1
20 D2
20 1
20 25
20 5
20 10

MeanDiff
-24

147
171
833333
10,73333
-6,36667
134
15,8

-1,3
5,06667
20,56667
22 96667
586667
12,23333
716667
132
15,6

-15

4 86667
-0,2
-7,36667
2216667
24 56667
7 AGEGT
13,83333
876667
16
896667

SEM
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737
216737

tValue
-1,10733
6,78241
7,88974
38449
495223
-2,93751
6,1826
7,28994
-0,5998
23377
9,48922
10,59655
270681
564432
3,30662
6,09033
7,19766
-0,69208
2,24542
-0,09228
-3,39889
10,22744
11,33477
3,44503
6,38254
404434
073822
413712

Prob
4
1,23248E-4
1,85818E-5
0,04006
0,00404
027043
3,68085E-4
5,07412E-5
1
0,91621
1,58709E-6
34143287
04355
0,00102
0,12479
4 3747E-4
594721E-5
1
4
4
010272
5,61961E-7
1,31024E-7
0,09319
2,54203E-4
0,0263
4
0,02167

Alpha
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,08
0,05
0,08
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,08
0,05
0,08
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

Sig

0
1
1
1
1
0
1
1
0
0
1
1
0
1
0
1
1
0
0
0
0
1
1
0
1
1
0
1

LCL

-10,50559
6,59441
8,99441
022775
2,62775
-14,47225
529441
769441
-9,40559
-3,03892
12,46108
14,86108
-2,23802
412775
-0,93392
509441
7,49441
-9,60559
-3,23892
-8,30559
-16,47225
14,06108
16,4608
-0,63892
572775
066108
-6,50559
0,86108

UcL

570559
2280559
25,20559
16,43892
18,83892

1,73802
21,50559
23,90559

6,80559
1317225
2867225
31,07225
1397225
20,33892
1527225
21,30559
2370559

6,60559
12,97225

7,90559

0,73892
3027225
32,67225
15,57225
21,93892
16,87225

9,70559
17,07225

216737
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