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OZET

Doktora Tezi

MYELODISPLASTIK SENDROM (MDS) VE AKUT MYELOID LOSEMININ
(AML) EPIGENETIK PROFILLERININ BELIRLENMESi SURETIYLE MDS VE
AML PROGNOZUNDA YENI MOLEKULER BELIRTECLERIN
TANIMLANMASI

Hiilya SUMER CELEBI

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof.Dr. Hilal 0ZDAG

Myelodisplastik sendrom (MDS), hematopoiezisin bozulmasi ile ortaya ¢ikan, hiicresel
fonksiyon bozuklugu ile karakterize ve akut myeloid 16semiye (AML) doniisme riski
yiiksek olan bir hastaliktir. Hematopoietik kok hiicrelerin nicelik ve niteliginde meydana
gelen hasarlar sonucunda MDS hastalarinin %35-40’1inda giderek kotiilesen sitopeni ile
birlikte AML’ye doniisiim goriilmektedir. Heterojen 6zellige sahip olan MDS hastaliginda
daha etkin teshis ve tedavi saglanmasi1 amaciyla FAB (French-American-British) ve WHO
(Diinya Saghk Orgiitii) tarafindan yapilan siniflandirmalarda cesitli kriterler dikkate
alinmis olmasina ragmen MDS’ye iligkin prognozun 6ngoriilmesinde heniiz tam anlamiyla
basar1 saglanamamustir.

Bugiine kadar MDS’nin patogenezine ait molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasinda
onemli katkilar saglayan pek c¢ok arastirma yapilmig ve hastalikla iliskilendirilen
sitogenetik, genetik ve epigenetik degisimler tespit edilmistir. Ozellikle bazi timér
baskilayic1 genlerin inaktivasyonuyla sonucglanan metilasyon paternindeki degisikliklerin
hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olan epigenetik siireglerin arasinda oldugu belirlenmistir
ancak yine de yapilan tim bu calismalar ve eldeki veriler MDS’nin molekiiler
mekanizmasini, alt tiplerini, alt tipleri birbirinden ayiran molekiiler sinirlart ve hastaligin
prognozunu biitiiniiyle agiklamakta yetersiz kalmaktadir. Bu durum MDS’ye yonelik
tedavi rejimlerinin spesifitesini ve etkinligini de olumsuz etkilemektedir. MDS’nin
molekiiler mekanizmasinda 6nemli bir Dbilesen olan epigenetigin  tedavide
kullanilabileceginin anlasilmasi ile tedavi protokoliine giren ve demetile edici bir ajan olan
5-azasitidin’in yiiksek riskli MDS hastalarinin  %50’sinde sitopeniyi iyilestirdigi
bilinmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak planlanan tez ¢alismasinda MDS ve MDS-
AML hastalarinda 5-azasitidin’in epigenetik profil {izerine etkisinin degerlendirilmesi ile



teshis ve tedavide kullanilabilecek yeni molekiiler belirte¢lerin  tanimlanmasi
amaglanmstir.

Tez calismasi kapsaminda 18 hastanin tedavi oncesi ve sonrasi, 15 hastanin sadece tedavi
oncesi ve 5 saglkli kontroliin kemik iligi 6rnegi alinmistir. CD34"/CD117°/CD133"
hiicrelerden izole edilen DNA kullanilarak promotor arraylerle metilasyon analizleri
yapilmistir. Biyoinformatik analiz ile tespit edilen genlerin ekspresyon seviyeleri ise RNA
ornekleri tizerinden QRT-RT PCR ile belirlenmistir.

5-azasitidin’in genom ebadinda metilasyon profili iizerine olan etkilerinin MDS ve MDS-
AML hasta ornekleri kullanilarak ilk kez incelendiginde bu calismada gergeklestirilen
metilasyon analizleri sonucunda tedavi Oncesi ve sonrasi karsilastirmasinda 58, tedavi
oncesi (esli) ornekler ve kontrol karsilastirmasinda 452, tedavi Oncesi (tek) ve kontrol
karsilastirmasinda 614, tedavi oncesi tiim Ornekler ve kontrol karsilastirmasinda 415 ve
tedavi sonrasi ve kontrol karsilagtirmasinda ise 377 farkli metilasyon gosteren bolge tespit
edilmistir. Karsilastirmalarda, dogal oldiiriicii hiicre aracili sitotoksisite, fokal adezyon,
kemokin sinyal yolagi, endositozis ve aktin hiicre iskeleti regiilasyonu 6n plana ¢ikan
yolaklardir. Bu c¢alisma ile MDS’nin molekiiler patogenezinde 6nemli bir yeri olan
epigenetik regiilasyonun roli MDS ve MDS-AML hastalarinda DNA metilasyon
degisimleri seviyesinde ortaya konmustur.

2014, 153 sayfa
Anahtar kelimeler: Myelodisplastik sendrom, akut myeloid 16semi, epigenetik, DNA

metilasyonu



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

IDENTIFICATION OF NEW MOLECULAR MARKERS FOR THE PROGNOSIS OF
MYELODYSPLASTIC SYNDROME AND ACUTE MYELOID LEUKEMIA THROUGH
THE DETERMINATION OF EPIGENETIC PROFILE OF MDS AND AML

Hiilya SUMER CELEBI

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. Hilal OZDAG

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a group of clonal hematopoietic stem cell diseases
characterized by cytopenias, dysplastic morphological and immunophenotypical changes
in one or more cell lines, ineffective hematopoiesis and increased risk of development of
acute myeloid leukemia (AML). The genetic and molecular changes on stem cells cause
leukemic transformation of dysplastic clone in about %35 to %40 of the cases during the
course of the disease. MDS covers a heterogeneous group of diseases which could carry
difficulties on diagnosis and effective treatment. The diagnostic criteria were described
formerly by FAB classification. Today updated WHO (2008) classification is used for
diagnosis of the diseases within this spectrum. Although the diagnostic criteria are
described, the prognosis of the disease could be different for the patients presenting the
same disease.

There have been many studies shedding light on the molecular mechanism of MDS
pathogenesis revealing cytogenetic, genetic and epigenetic changes. Previous research on
the pathogenesis of the disease revealed the inactivation of some tumor suppressor genes
by methylation. But these data is not enough to explain all of the molecular changes and
their correlation with morphological types or prognosis of the disease. Lack of knowledge
on the full aspect of the molecular pathogenesis of the disease prevents effective specific
therapy solutions against the disease.

5-azacitidine has been used as a demethylating agent on MDS therapy especially for high
risk MDS patients. This drug can successfully treat cytopenia in %50 of the patients. In
this study, our aim was to evaluate the effects of the 5-azacitidine in MDS and MDS- AML



patients epigenetic profile and to identify new molecular markers for diagnosis and
treatment.

In this dissertation, we collected bone marrow samples from 18 patients before and after
therapy with 5-azacitidine, 15 patients only before therapy and 5 healthy controls. DNA
was extracted from CD34/CD117*/CD133" cells for methylation analysis using promoter
arrays in order to evaluate the methylated genes. Expression level of genes determined
through bioinformatic analysis was analyzed with QRT-RT PCR.

In this study, the impact of 5-azacitidine on genome-wide methylation profile was
evaluated on MDS and MDS-AML patients for the first time. The methylation analysis
identified 58 differentially methylated region (DMR) in pre-treatment vs post-treatment,
452 DMR in pre-treatment (single) samples vs control, 614 DMR in pre-treatment (single)
samples vs control, 415 DMR all in pre-treatment samples and control, 377 DMR in post-
treatment samples and control comparisons. The pathways that were highlighted in this
comparisons were natural killer cell mediated cytotoxicity, focal adhesion, chemokine
signaling pathway, endocytosis and regulation of actin cytoskeleton. This study revealed
the role of the epigenetic regulation which is important in the molecular pathogenesis of
the MDS in MDS and MDS-AML patients with DNA methylation differentiation levels.

2014, 153 pages
Keywords: Myelodysplastic syndrome, acute myeloid leukemia, epigenetics, DNA

methylation
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1. GIRIS

Hem c¢ocukluk ¢caginda hem de yetiskinlikte 6nemli bir morbidite ve mortalite kaynagi olan
lenfoma, myeloma ve losemilerin olusturdugu hematolojik maligniteler tiim kanserler
icinde %9 oraninda gorilmektedir ve giiniimiizde insan saghgini etkileyen Onemli
sorunlardan biridir. Tiirkiye kanser istatistikleri 2009 yil1 verilerine gore tilkemizde 0-14
yas grubundaki kiz ve erkek cocuklarda en sik goriilen (%32) cocukluk ¢agi kanseri
16semidir. Hematolojik malignitelerin goriilme sikliginin fazla olmasmin yaninda yeni
teshis alan hasta sayisinin da giin gectikce artmasi (kadinlar ve erkeklerde en sik teshis alan
kanserler i¢inde 4. sirada) bu hastalik grubuyla ilgili yapilan ¢alismalarin 6nemini ve

gerekliligini de ortaya koymaktadir (1).

Hematolojik malignite grubu hastaliklar1 i¢inde bulunan Myelodisplastik Sendrom’un
(MDS) Amerika Birlesik Devletleri’nde tiim yas gruplarinda goriilme sikligi 100.000°de 3-
5’ tir. Yetmis yas iistiinde ise bu siklik 100.000°de 22-45’e ¢ikmaktadir (2). Ulkemizde

heniliz MDS’nin epidemiyolojisi hakkinda kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir.

MDS’nin kompleks ve heterojen dogasinin yaninda, olgularin yaklasik %50’sinde AML’ye
dontisiim gortilmesi nedeniyle hastalik teshisinin erken ve dogru yapilmasi ile hastalik alt
tipinin belirlenmesi 6nemli bir noktadir. Bu baglamda hastalikla iligkili molekiiler
degisimlerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu gerek teshiste gerekse prognozun
belirlenmesinde yon gosterici olmakta, hasta spesifik ve hastalik iligkili parametreler de
degerlendirilerek uygun tedavi yaklagimi secilmektedir. Hastaligin ortaya ¢ikmasi,
ilerlemesi ve nihayetinde AML’ye transforme olmasi siirecinin biitiiniinde rol oynayan
molekiiler mekanizmanin tanimlanmasi, hastaligin prognozunun daha iyi anlagilmasi ve
hastanin hangi alt tipe dahil oldugunun net simirlar ¢izilerek belirlenmesi neticesinde
hastalikla tam bir miicadele saglanacak, en ideal tedavi protokoliiniin secilmesi ve
dolayisiyla en iyi sonucun alinabilecegi ger¢ek manada iyilestirici yaklagimlarin

gelistirilmesi miimkiin olacaktir.

Bu cercevede MDS hastalarinda AML’ye doniisiim siirecinin engellenmesi ile birlikte
uygulanan tedaviden de daha etkin ve verimli sonuglar alinmasi agisindan hastalikla iliskili

etkenlerin kromozomal anomaliler, genetik degisimler ve epigenetik deregiilasyonlar



seklinde stratifikasyonunun yapilmasi gerekmektedir. MDS nin patogenezine ait molekiiler
mekanizmanin aydinlatilmast amaciyla yapilan arastirmalar ile hastalikla iliskili
sitogenetik, genetik ve epigenetik diizeyde degisimler tespit edilmistir. Hastaligin alt tipi,
kemik iligindeki blast orani, hastanin klinik durumu ve kan tablosu gibi degiskenlere bagli
olarak belirlenen tedavi alternatifleri arasinda kemoterapotikler, kok  hiicre
transplantasyonu ve hipometile edici ilaglar bulunmaktadir. MDS’de 6nemli bir epigenetik
mekanizma olan DNA metilasyonunun etkin rol oynadiginin anlagilmasi ve mekanizmanin
geri doniistiiriilebilir isleyise sahip olmasi sayesinde demetile edici 6zellige sahip 5-
azasitidin’in hipometile edici ajan sifatiyla tedavi protokoliine girmesi miimkiin olmustur.
Farmakogenomik alaninda yapilan ¢alismalardan elde edilen bilgiler 1s18inda yeni tedavi
yaklagimlarinin  gelistirilmesine yonelik ©6nemli kazanimlar bulunmasinin  yaninda
epigenetik caligmalarin  artirllmasiyla da  hastaliklarin = altinda  yatan epigenetik
mekanizmanin aydinlatilmasi, elde edilen verilerin klinige yansitilmasi, yeni aday
molekiiler belirteglerin tanimlanmasi ile molekiiler anlamda bireysel hedeflenmis tedavi

yaklagimlarinin gelistirilmesinde temel olusturmasi timit edilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Hematopoiezis

Hematopoiezis, kemik iliginde bulunan multipotent o6zellikteki hematopoietik kok
hiicrelerin farklilasarak kanin tiim hiicresel bilesenlerini olusturmasidir (3). Embriyonik ve
yetigkin diizeyde gergeklesen hematopoiezis siirecinde, hematopoietik kok hiicreler (HSC,
hematopoietic stem cell) gelisme, kendini yenileme ve farklilasma 6zelligi géstermektedir
(4). Embriyogenez ile baglayan hematopoietik kok hiicre yapimi fetal karaciger, timus ve
kemik iliginde devam etmektedir. Dogumdan itibaren tim yagsam boyunca da kan

hiicrelerinin yapimi kemik iliginde ger¢eklesmektedir (5).

Hematopoietik kok hiicreler ;

Kemik iliginde siirekli olarak kendilerini yenileyebilme

e Bolinme

e Koloni olusturan {initeleri gelistirme

e Kanda bulunan degisik hiicre tiplerine farklilagabilme

e  Ozel sartlarda non-hematopoietik hiicrelere farklilasabilme (Plastisite)

¢ Kemik iliginden dolasima gegebilme (mobilizasyon) veya tam tersi dolagimdan
kemik iligine donebilme (homing)

e Apoptozise gidebilme gibi 6zelliklere sahiptir.

Hematopoietik kok hiicreler, farklilasma o6zelligi gosteren ancak kendini yenileme
kapasitesi olmayan myeloid ve lenfoid hiicreleri olusturmaktadir. Ardindan myeloid 6ncii
hiicreler monosit, makrofaj, nétrofil, bazofil, eozinofil, eritrosit, megakaryosit/platelet,
dendritik hiicrelere farklilasirken, lenfoid Oncii hiicreler ise T hiicreleri, B hiicreleri, NK
hiicrelerine farklilagmaktadir (Sekil 2.1). Farklilasma ve olgunlasma siireci igerisinde
hematopoietik kok hiicrelerin  yenilenme yetenekleri ve farkli serilere doniisebilme
potansiyelleri azalir. Olusan bu hiicreler degisik fonksiyonlar1 yerine getirmek {iizere

Ozellesmis, olgun, ¢ogalmayan kisa dmiirlii kan hiicreleridir (6).
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Sekil 2. 1. Hematopoietik kok hiicre farklilagsmasi (7)

Hematopoietik biiylime faktorleri, transkripsiyon faktorleri, interlokinler ve farklhi
sitokinlerin etkisi ile hematopoietik kok hiicreler bolinme ve farklilagsmalarin
gerceklestirirler. Hematopoietik kok hiicreler ve bunlarin farklilagmasi ile olusan
progenitor hiicreler trombosit yapimindan sorumlu olan trombopoietin (TPO) ve eritroid
progenitorlerin farklilasarak olgun eritrositleri olusturmasini saglayan eritropoietin (Epo)

gibi hematopoietik biiytime faktorlerinin kontrolii altindadir (8).

Kok hiicrelerin kendilerini yenileme ve bir hiicre serisine yonlenmelerinde o hiicre
serilerine 6zgiil transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlart dnemlidir. Bu transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonu ¢ok karmasik ve kompleks bir diizen i¢inde olmasina ragmen en
biiyiikk etken hematopoietik biiylime faktorleri seklinde dis gevreden alinan diizenleyici
sinyallerdir. Hematopoietik kok hiicrelerin yasamlarini siirdiirmeleri, proliferasyonlari,
simetrik boliinme ve farklilagmalar1 gibi fonksiyonlar1 i¢in aktif transkripsiyon faktorleri
gereklidir. Erken hematopoietik gelisimde gorevli 6nemli transkripsiyon faktorleri arasinda
ise SCL/Tal, RUNX-1, LMO2, AML-1 ve GATA-2 bulunmaktadir (9).



MDS bir hematopoietik kok hiicre hastalig1 oldugu i¢in tez ¢alismasinda CD34", CD117"
ve CD133" hematopoietik kok hiicreler kullanilmistir. Bu nedenle hematopoietik

hiicrelerde bulunan hiicre yiizey antijenleri ve dzellikleri daha detayli anlatilacaktir.

Hematopoietik kok hiicreler, glikoprotein yapisinda degisik hiicre yiizey antijenleri
tasimaktadir. Yiizeylerinde yer aldiklar1 hiicrelerin tanimlanmasinda kullanilan ve hiicreleri
birbirinden ayirt etmeyi saglayan hiicre yiizey antijenleri “Cluster of Differentiation, CD”
terminolojisi ile ifade edilmektedir. Antijenlerin ¢ogu bir hiicreye eslik etmekle birlikte
seriye Ozgilinliik gostermemektedir. Hematopoietik kok hiicreler tizerinde CD34 antijeni
bulunurken CD38 antijeni bulunmamaktadir (CD34+ CD38-). Hiicre farklilagsmasiyla
degiskenlik gosteren antijenler, hiicre olgunlagsmasinin takibinde de kullanilabilmektedir.
Ayni zamanda bu antijenler 16semi ve lenfoma immiinfenotiplemesinde, hematolojik
timorlerin  belirlenmesinde, otoimmiin hastaliklarin  tanisinda ve kemoterapotik

gbzlemleme asamalarinda Kullanim ag¢isindan yararli olmaktadir.

CD34: 90-110 kDa’luk glikoprotein yapisinda bir antijendir. Hematopoietik kok hiicreler
ve vaskiiler endotelyumdan eksprese edildigi bilinmektedir. CD34 molekiilii hiicre-hiicre

adezyon faktorii olarak fonksiyon gérmektedir (10).

CD117: Mast/kok hiicre biiyiime faktorii reseptoriidiir (SCFR). Reseptor tirozin kinaz c-
kit, hematopoietik kok hiicre, progenitér hiicre ve birgok nonhematopoietik doku

tarafindan eksprese edilmektedir (11).

CD133: 115 kDa’luk hiicre yiizey glikoproteinidir. Hematopoietik kok hiicreler ve
progenitor hiicreler tarafindan eksprese edilen AC133 olarak da bilinen glikoprotein yapida

hiicre ylizey antijenidir (12).

2.2. Hematolojik Maligniteler

Siirekli ve dinamik bir siire¢ olan hematopoieziste yapim ve yikim arasindaki dengenin
kontrolii ¢cok onemlidir. Kemik iliginde meydana gelen hasar ve/veya degisimler, hiicre
dongiisiinde rol oynayan onkogen ve tiimor baskilayict genlerde olusabilecek mutasyonlar,
kromozomal yeniden diizenlenmeler nedeniyle hematopoietik 6ncii hiicrelerin ¢cogalma ve

farklilasmasindaki diizenin bozulmasi1 hematopoiezisi ciddi sekilde etkilemekte ve



hematolojik malignitelere neden olmaktadir (13). Losemilerin %50’sinde bu tiir genetik
degisimlerin hastaligin patogenezinde ve prognozunda Onemli birer belirte¢ niteliginde
oldugu bilinmektedir. Bu kapsamda oncelikle hematopoiezisin bozulmasiyla ortaya ¢ikan
hematolojik maligniteler ve daha sonra da bu hastaliklardan biri olan Myelodisplastik

sendrom anlatilacaktir.
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Sekil 2. 2. Hematolojik malignitelerin patogenezi (14)

Hematolojik maligniteler, kan, kemik iligi ve lenf nodlarimi etkileyen kanser ¢esitleridir ve
temelde iki hiicre serisinden koken alarak gelisirler. Lenfomalar, lenfositik 16semiler ve
myeloma lenfoid seriden koken almaktadir. Akut ve kronik myeloid 16semi,
myelodisplastik  sendrom ve myeloproliferatif hastaliklar ise myeloid seriden

kaynaklanmaktadir.

Bu gruptaki hastaliklar, sitolojik ve sitogenetik heterojeniteye sahip, degisik seviyelerde
inefektif hematopoiezisin ve 16semik transformasyona hassasiyetin goriildiigii molekiiler
olarak farkli alt gruplardan olusmaktadir. Genetik ve gevresel faktorlerin etkisiyle olusan

hematolojik malignitelerin siiflandirilmasi Cizelge 2.1° de goriilmektedir.



Cizelge 2. 1. Hematolojik malignitelerin siniflandirilmasi (14)

Akut Kronik
Lenfoid Akut lenfoblastik 16semi Kronik lenfositik 16semi (KLL)
(ALL) ve alt tipleri Non-hodgkin lenfoma (NHL)

Hodgkin lenfoma (HL)
Multiple myeloma ve c¢esitleri

Myeloid Akut myeloid 16semi (AML)  Kronik myeloid 16semi (KML) ve ¢esitleri
ve alt tipleri Myelodisplastik sendrom (MDS)
Myeloproliferatif hastaliklar

Tez ¢alismasinda, Myelodisplastik sendrom (MDS) ve MDS’den Akut myeloid 16semi’ye
transforme olan hasta grubuyla ¢alisildigi igin ilgili hastaliklar ayrntili olarak anlatilacaktir.

2.3. Myelodisplastik Sendrom

Hematopoietik bir kok hiicre kendini yenileyebilme, farklilasarak myeloid ya da lenfoid
hiicreye doniisebilme 6zelligine sahiptir. Hematopoietik kok hiicreden koken alarak
myeloid seriye farklilasan hiicrenin neoplastik transformasyonu sonucu myelodisplastik

sendrom olugmaktadir (15).

Myelodisplastik sendrom (MDS); hematopoiezisin bozulmasi ile ortaya ¢ikan, hiicresel
disfonksiyon ve hiperplastik kemik iligine eslik eden periferik kan sitopenisi (degisen
derece ve kombinasyonlarda anemi, nétropeni ve/veya trombositopeni) ile karakterize ve
akut myeloid 16semi’ye (AML) doéniisme riski yiiksek olan heterojen Ozellik gosteren
klonal bir hastaliktir (16-19). Belirli alt tiplere gore degismekle birlikte, MDS hastalarinda
ortalama hayatta kalim yaklagik 0.5- 6 yildir (20, 21).

[ Hematolojik Maligniteler ]
[ Lenfoid Hastaliklar ][ Myeloid Hastaliklar ]

Kronik Myeloid Akut Myeloid
Hastaliklar Losemi

Kronik S .
Myeloproliferatif R e
Sendrom
Hastaliklar

Sekil 2. 3. MDS’nin hematolojik malignitelerdeki yeri



2.3.1.Tarihce ve Epidemiyoloji

Baslangigta bir anemi formu olarak degerlendirilen MDS i¢in ilk kez 1907’de Luzatto
“pseudoaplastik anemi” terimini kullanmigtir. 1938 yilinda 100 anemili hasta “refrakter
anemi (RA)” olarak tanimlanmistir. Hamilton-Paterson bu ve buna benzer hastalar
degerlendirerek akut 16semi gelisen bir grup refrakter anemili hasta i¢cin “prelosemik
anemi” terimini kullanmistir. 1953’te Block ve arkadaslar1 bu terimi ¢oklu seri sitopenileri
de ekleyerek genisletmistir. 1956’da ise Bjorkman ring sideroblastli refrakter aneminin
klinik ozelliklerini tanimlamistir (22). Bu grubu olusturan hastaliklar iizerine yapilan
calismalar ve hastalara ait klinik profilin degerlendirilmesiyle elde edilen bilgiler 1s1ginda
glinlimiize kadar bu tip hastaliklar1 tanimlamak i¢in kullanilan degisik kavramlar Cizelge

2.2.”de 6zetlenmektedir.

Fransiz, Amerikan Ingiliz calisma grubu tarafindan 16semiler i¢in 6nerilen ve MDS’yi
kapsayan ilk smniflandirma 1976 yilinda yapilmis, yine ayni grup 1982’de bu
siniflandirmay1 revize etmistir. Diinya saghk orgiitii MDS siniflandirmasi 2000 yilinda

gelistirilmis ve 2008 yilinda yeniden diizenlenmistir.

Cizelge 2. 2. Myelodisplastik sendroma iliskin terminolojinin gelisimi (23)

Yayin yili Isim

1907 Pseudoaplastik anemi

1938 Refrakter anemi

1949 Prelosemik anemi

1953 Prelosemi

1956 Ringed sideroblastli refrakter anemi
1959 Refrakter normolastik anemi

1963 Smoldering akut 16semi

1969 Kronik eritemik myelosis

1973 Preldsemik sendrom

1974 Subakut myelomonositik 16semi
1974 Kronik myelomonositik 16semi
1975 Hipoplastik akut myelogenik 16semi
1976 Artmis myeloblastl refrakter anemi
1978 Hematopoietik displazi

1979 Subakut myeloid 16semi

1980 Dismyelopoietik [6semi

1982 Myelodisplastik sendrom

Myelodisplastik sendrom gibi hematopoiezisin klonal bozukluklarinda hematopoietik kok
hiicrelerle birlikte progenitér hiicrelerin de etkilenmesi hem c¢ocuklarda hem de

yetiskinlerde ciddi saglik problemlerine yol agmaktadir. MDS ileri yas hastalig1 olarak



bilinmekle beraber geng¢ yastaki bireylerde de goériilmektedir (24). MDS’nin insidans: 8-
12/100.000°dir. 60 yas listiinde ve 6zellikle yeni teshis edilen hastalarda yas ortalamasinin
65 olmas1 nedeniyle MDS bu yas grubunda en sik goriilen hematolojik malignite olarak
nitelendirilmektedir (25). ABD’de yillik yaklasik 15000 vakaya MDS teshisi
konulmaktadir. 2030 yilina kadar 65 yasin iistiindeki bireylerde bu saymin ikiye katlamasi
beklenmektedir (26). Ulkemizde hastaligin goriilme sikligimi belirleyecek kapsamli
epidemiyolojik veri bulunmamaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde tim yas
gruplarinda sikligin 3-5/100.000 oldugu tespit edilmistir. Bati iilkelerinde de yaygin
goriilen hematolojik malignitelerden biri olan MDS’nin 70 yas iistiinde goriilme siklig1 20-
45/100000°dir ve bu sayr yasin ilerlemesiyle artis gostermektedir (27, 28). Gergek

prevalansin rapor edilenden ¢ok daha fazla oldugu diistiniilmektedir (23).

2.3.2. Klinik ve Morfolojik Ozellikler

MDS’de klinik ozellikler, alt gruplar ve bireyler arasinda biiyiik farklilik gostermektedir.
Hastalarda genellikle kemik iligi yetmezliginden kaynaklanan periferik sitopeniler
(trombositopeni, notropeni ve anemi) goriilmektedir. Teshiste hastalarin biiylik kisminda
degisik derecelerde ve genellikle de ciddi anemi varlig tespit edilmektedir (29). Anemi
iligkili semptomlar (yorgunluk, solunum gii¢liigii, kalp yetmezligi) MDS’de en yaygin
goriilen klinik 6zellikleri olusturmaktadir. Diger sik goriilen semptomlar trombositopeni ve
platelet disfonksiyonundan kaynaklanan kanama ve ndtropeniye bagli olarak gelisen
enfeksiyon komplikasyonlaridir. Kanama ve enfeksiyon MDS’de 6liime neden olan temel

sebepler arasindadir.

MDS’de megaloblastoid degisimli hiperseliiler kemik iligi (atipik megakaryositler),
eritroid hiperplazi, myeloid seride bozuk maturasyon, artmis blastlar ve ring sideroblastlar
(bazi1 hastalarda) gibi morfolojik 6zellikler goriillmektedir. MDS olgularinin gogunda kemik

iligi hiperseliiler olmakla birlikte hiposeliiler veya normoseliiler ilik de bulunabilmektedir.

Hiicrelerde diseritropoiezis, disgraniilopoiezis ve dismegakaryopoiezis gibi degisik
ozelliklerde displazi olarak tanimlanan morfolojik anormallikler goriilmektedir (Cizelge
2.3). MDS iliskili displazinin dogru teshisi periferik kanla birlikte kemik iligi aspirasyonu

ve biyopsisinin incelenmesini gerektirmektedir. Myeloblastlarin yiizdesini belirlemek igin



yapilan morfolojik analizler ayn1 zamanda kan veya kemik iliginde olusabilecek sitolojik

spesifik anormalliklerin tanimlanmasini da saglamaktadir.

3
2

. % .

Sekil 2. 4. MDS’de displastik eozinofil, anormal hipograniilasyon (30)

Sekil 2. 5. MDS’de blast ve monoloblu nétrofil (30)

MDS’de teshis stratejisi periferik kan yaymasi ve kemik iligi aspirat morfolojisiyle birlikte
Diinya Saglik Orgiitii’niin belirlemis oldugu smiflandirma semas: dikkate almarak
yapilmaktadir. MDS tanist konabilmesi igin gerekli minimum tanmi kriterleri asagidaki

gibidir (31).

Devamli ve nedeni a¢iklanamayan nétropeni, trombositopeni veya anemi

Kemik iliginde en az bir seride hiicrelerin normalden farklilik gostermesi (displazi)
Hematopoietik kok hiicrede sitogenetik anomaliler

Kemik iliginde artmis blast sayis1 (%5)

MDS iligkili kriterler

Tipik karyotip anomalileri

N o a s~ w D oe

Ring sideroblast > %15
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Cizelge 2. 3. MDS hastalarinda kemik iliginde goriilen morfolojik anormallikler

Diseritropoiezis Disgraniilopoiezis Distrombopoiezis
Anisositozis Pelger-Huét benzeri anomali Biiyiik plateletler
Poikilositozis Degraniilasyon Hipograniilasyon
Makrositozis Hipersegmentasyon Hipergraniilasyon
Basofilik stippling Niiklear ¢ubuklar

Cok cekirdekli hiicre ~ Dohle cisimcikleri

2.3.3. Simiflandirma

Fransiz, Amerikan, Ingiliz (FAB) calisma grubu 1976’da hematopoiezin defektif olusunu,
periferik kan ve kemik iliginde olgunlasan kan hiicrelerinin morfolojik bozukluklarimi
tanimlamak i¢in displazi terimini kullanmistir. MDS’nin morfolojik siniflamasi ilk kez
FAB grubu tarafindan yapilmis olup iki asamali olarak teklif edilmistir. Once 1976’da
MDS ve AML’yi birbirinden ayirt edecek kriterler tanimlanarak bunlarin yinelenebilirligi
gosterilmis (32) ardindan 1982°de MDS daha sabit seyirli diisiik riskli ya da kemik iligi
yetersizligi veya AML’ye daha hizli ilerleyen yiiksek riskli alt tiplere ayrilmistir (33)

Periferik kandaki ve/veya kemik iligindeki blast hiicre ylizdesinin temel ayrim
ozelliklerinden biri olarak kullanildig1 siniflandirmada, monosit sayis1 ve ring sideroblast
ylizdesi de kullanilan parametreler arasindadir. FAB simiflandirmasinda bes alt grup

tanimlanmustir. Bunlar:

a. Refrakter anemi (RA)
b. Ring sideroblastli refrakter anemi (RARS)
c. Blast artis1 olan refrakter anemi (RAEB)

d. Doniisiim gosteren blast fazlasi olan refrakter anemi (RAEB-T)

e. Kronik myelomonositik 16semi (KMML) seklindedir.

FAB smiflandirilmasinda blast orani olarak %5, %20 ve %29 degerleri esas alinmistir.
Blast oran1 %5’in altinda olan olgular RA ve RARS olarak smiflandirilmistir. %5-20

arasinda olan hastalar ise RAEB olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 2. 4. Fransiz, Amerikan, Ingiliz (FAB) simiflandirmasi (34)

Tip Sikhik (%) Blast (%) AML’ye transformasyon Diger

RA 10-40 <5 10-20

RARS 10-20 <5 10 >0%15 RS
RAEB 25-30 5-20 40-50 >10° monosit
KMML 10-20 <20 20

RAEB-T 10-30

AML: Akut myeloid l6semi, KMML: Kronik myelomonositik 16semi, RA: Refrakter anemi,
RARS: Ringed sideroblastl refrakter anemi, RAEB: Blast artis1 olan refrakter anemi,
RAEB-T: Doniistim gosteren blast fazlasi olan refrakter anemi,

Sadece morfolojik Ozelliklerin temel alindigi, klinik parametreleri icermeyen FAB
smiflandirmasi 1982 ve 1985 yillarinda gézden gegirilerek yeniden diizenlenmistir (33). ilk
yapilan smiflandirmada RAEB olgularindaki blast yiizdesi i¢in genis bir aralik (%5-20)
verilirken yapilan galismalarla %10 blast orani esik deger kabul edilerek prognoz ve
16semik transformasyon agisindan farklilik gosteren RAEB hastalar1 iki gruba ayrilmistir.

Esik degerin altindaki olgular RAEB-1 ve iistiindekiler ise RAEB-2 olarak tanimlanmustir.

1997 yilina kadar FAB smiflamasi kabul gorerek kullanilmistir ancak zaman iginde
sitogenetik analizlerin prognostik Oneminin daha iyi belirlenmesi, RA ve RARS
grubundaki hastalarin klinik seyirlerinin heterojen olmasi, KMML nin myelodisplazi mi ya
da myeloproliferatif hastaliklar grubunda m1 yer almasi gerektiginin tartisilmasi, sekonder
MDS gibi tanimlamalarin smiflandirmada yer almamasi FAB smiflamasinin yetersiz
kaldig1 noktalar olarak kabul edilmistir. Bu tespitler temel alinarak MDS siniflandirmasi
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan yeniden ele alinarak gelistirilmistir (35). Bu
sahada calisan gruplarin elestiri ve Onerileri dogrultusunda, genetik O6zellikler de goz
ontinde bulundurularak yapilan siiflandirma 2008 yilinda giincellenmistir (36, 37). Buna

gore;

o Refrakter anemi (RA)

¢ Ringed sideroblastli refrakter anemi (RARS)

e ok hiicre dizili displazi ile refrakter sitopeni ve ringed sideroblast (RCMD-RS)
e Blast fazlaligi olan refrakter anemi 1 (RAEB-1)

e Blast fazlaligi olan refrakter anemi 2 (RAEB-2)

e MDS-5q sendromu

¢ Siniflandirilamayan MDS (MDS-U) seklinde gruplandirilmstir.
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Cizelge 2. 5. Diinya Saglik Orgiitii 2008 MDS smiflandirmasi (38)

Alt tip Cevre Kam Kemik iligi
Tek dizide displazi ile seyreden refrakter sitopeniler (RCUD)
Refrakter anemi (RA) Anemi, Blast <%1 Eritroid displazi (hiicre >% 10)
blast <%5
Refrakter notropeni (RN) Notropeni, Blast <%1 Graniilositik displazi
blast <%5
Refrakter trombositopeni Trombositopeni, Blast <%1 Megakaryositik displazi
(RT) blast <%5
Ringed sideroblasth refrakter ~ Anemi, blast yok Sadece eritroid displazi
anemi (RARS) Ring sideroblast>%15
blast <%5
Coklu dizide displazili Sitopeni (ler) Coklu dizide displazi
refrakter sitopeni (RCMD) Blast<%1 +/— ring sideroblasts
Auer cisimcigi yok blast <%5
Auer cisimcigi yok
Blast fazlahigi olan refrakter Sitopeni (ler) Tek veya ¢oklu dizide displazi
anemi 1 (RAEB-1) Blast<%2-9 %5-9 blast
Auer cisimcigi yok Auer cisimcigi yok
Blast fazlahig olan refrakter Sitoeni (ler) Tek veya ¢oklu dizide displazi
anemi 2 (RAEB-2) Blast<%5-19 %10-19 blast
+/- Auer cisimcigi +/- Auer cisimcigi
MDS-5q sendromu Anemi 5g31 delesyonu
Normal/artmis trombosit Anemi, Hipolobule normal veya
sayis1 artmis megakaryosit
Blast<%1 blast <%5
Simiflandirllamayan MDS Sitopeni
(MDS-U) Blast<%1
Cocukluk ¢cagi MDS Pansitopeni blast <%5

2.3.4. Prognoz

MDS’nin dogal seyri ¢ok degisken olup kronik ve yavas seyreden bir prognozdan hizli
l6semik ilerleme gosteren bir prognoza kadar uzanabilmektedir. Hastalikta daha etkin
teshis ve tedavi saglanmasi amaciyla gerek FAB (French-American-British) gerekse WHO
(Diinya Saglhk Orgiitii) tarafindan gelistirilen siniflandirmalarla MDS hastalar1 efektif
sekilde kategorize edilebiliyor olsa da MDS’ye iliskin prognozun 0Ongoriilmesinde
kisitlamalar bulunmakta ve tam anlamiyla basari saglanamamaktadir. Greenberg ve
arkadaslarima goére bu kisitlamalar kemik iligi blast yiizdesi genis bir aralikta belirtilen
RAEB ve KMML alt gruplarmi da etkilemektedir. Sitogenetik, sitopeniyle iligkili
morbiditelerin sayis1 ve derecesi gibi kritik biyolojik belirleyicilerin eksikligi de
vurgulanmaktadir. Bu kisitlamalar yeni risk bazli siniflandirmalarin gelistirilmesinin
gerekliligini gostermistir (39). MDS vakalarinin her birinin degiskenlik gosteren siiregleri

incelenerek hayatta kalim ve 16semiye doniisiimiin tahmin edilebilmesi amaciyla degisik
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prognostik skorlama sistemleri gelistirilmistir (40). Bunlarin i¢inde en yaygin olarak
kullanilanlar1 IPSS (Uluslararasi Prognostik Skorlama Sistemi) (Cizelge 2.6) ile WPSS
(Diinya Saglik Orgiitii Prognostik Skorlama Sistemi) (Cizelge 2.7) sistemleridir.

MDS, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) siniflama sisteminde kemik iligindeki blast hiicre
yiizdesine gore diisiik ve yiiksek risk olmak iizere smiflandirilmaktadir. Iyi yapilandirilmis
olan uluslararas1 prognostik skorlama sisteminde ise MDS hastalar1 sitogenetik profil,
sitopeni durumu ve kemik iligindeki blast yiizdesi baz alinarak (Cizelge 2.6) farkli
prognozlara gore dort risk kategorinde siniflandirilmistir. Diisiik risk grubu IPSS’e gore
diisiik risk ve orta I risk grubundan olusurken, yiiksek risk grubu IPSS’e gore orta II risk ve

yiiksek risk grubundan olusmaktadir.

Diisiik Risk Grubu
e IPSS’ye gore diisiik risk
e |PSS’ye gore orta-1 risk
Yiiksek Risk Grubu
e IPSS’ye gore orta-2 risk
e [PSS’ye gore yiiksek risk

Cizelge 2. 6. Uluslararasi Prognostik Skorlama Sistemi (40)

Skor degeri
Prognostik degisken 0 0.5 1 15 2
Kemik iligi blast (%) <5 5-10 - 11-20 21-30
Karyotip' Iyi Orta Kotii

Sitopeniler? 0/1 2/3

Yyi: Normal, -Y, del(5q), del (20q). Kétii: Kompleks (>3 anomali) veya kromozom 7 anomalileri. Orta:
diger anomaliler

“Hemoglobin <10 gr/dL, mutlak notrofil sayist: <1.8x10%/L, trombosit<100x10°%/L

Yeni teshis hasta prognozunun degerlendirilmesinde 6nemli bir standart olan Uluslarasi
prognostik skorlama sistemi daha fazla sayida hastadan alinan verinin kombine edilmesi ile
yenilenmistir. Kemik iligi sitogenetigi, kemik iligi blast yiizdesi ve sitopeniler yeni

sistemin temelini olugturmaya devam ederken 5 temel prognostik kategori tanimlanmugtir.
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Cizelge 2. 7. IPSS’e gore genel sagkalim ve 16semiye doniisiim olasiligr (40)

IPSS risk Skor Ortalama hayatta kalim (y1l) % 25 AML’ye doniisiim i¢cin
kategorisi gecen siire

Diisiik 0 5.7 9.4

Orta-1 0.5-1 35 0.2

Orta-2 1-15 11 3.3

Yiiksek >2.5 0.4 1.1

MDS’de hayatta kalim icin prognostik Oneme sahip oldugu gosterilen serum laktat
dehidrogenaz, ferritin ve B,-mikroglobulin gibi parametreler yaninda hastanin yasi ve

performans durumu da dikkate alinarak gruplandirma yapilmistir (41).

Cizelge 2. 8. Revize edilmis uluslararasi prognostik siiflama (41)

IPSS-R prognostik skor degerleri (%)

Prognostik degisken 0 05 1 G > 3 7
Sitogenetik* cok iyi Iyi Orta  koti  cok kotii
Kemik iligi blast yiizdesi = <2 >2-<5 5-10 >10
Hemoglobin >10 8-<10 <8
Plateletler >100 50-<100 <50
Notrofil sayisi >0.8 <0.8

*Sitogenetik prognostik alt gruplar: ¢ok iyi [-Y, del(11q)]; iyi [normal, del(5q), del(12p), del(20q), double
including del(5q)]; orta [del(7q), +8, +19, i(17q), daha baska tek veya ¢ift bagimsiz klonlar]; koti [-7,
inv(3)/t(3g)/del(3q), double including -7/del(7q), kompleks: 3 anomali]; ¢ok kotii (kompleks: >3 anomali).

Cizelge 2. 9. Diinya Saglik Orgiitii Prognostik Skorlama Sistemi (WPSS) (42)

Degisken 0 1 2 3
Diinya Saghk Orgiitii RA, RARS, 5¢- RCMD, RCMD-RS  RAEB-1  RAEB-2
simiflamasi
Karyotip* Iyi Orta Kotii -
Transfiizyon ihtiyaci’ Yok Diizenli - -

'fyi: Normal, -Y, del(5q), del (20q). Kaotii: Kompleks (>3 anomali) veya kromozom 7 anomalileri. Orta:
diger anomaliler, % 4 aylik siire igerisinde her 8 haftada en az bir eritrosit transfiizyonu

2.3.5. Etyoloji ve Patogenez

Myelodisplastik sendrom, biyolojik ve Klinik olarak heterojen, klonal hematopoietik
neoplazmlarin olusturdugu kompleks bir hastalik oldugu igin hastaligin etyolojisi ve
patogenezi tam olarak anlagilamamistir. Hematopoietik kok hiicreler/hematopoietik
onciillerin, kemik iligi mikrogevresinin ve bu bilesenlerin karmagik interaksiyonunu
kapsayan kompleks bir patogeneze sahip MDS’de goriilen temel 6zellikler arasinda kKlonal
gelisim, anormal myeloid farklilagsma, inefektif hematopoiezis, hiicresel maturasyonun
azalmasi, displastik degisimler, artmis genomik instabilite ve degisen oranlarda 16semik

progresyon sayilabilmektedir (43, 44).

15



Hematopoietik kok hiicre bozuklugu olarak tanimlanan MDS’de progenitor hiicrelerde
kromozomal anomaliler, mutasyonlar ve epigenetik degisimler tespit edilmistir. Bununla
birlikte hastaligin ilk asamasinda gerceklesen molekiiler ve patolojik olaylar ve bunlarin
fonksiyonel sonuglar1 heniliz tam anlamiyla belirlenmis degildir. Will ve arkadaslari’nin
primitif ve progenitor hiicreleri kullanarak yaptiklari ¢alismalarinda MDS alt tipleri ve
saglikli kontrollerde kiyaslanan hematopoietik kok hiicre sayisinin yiiksek riskli MDS alt
tiplerinde artmis oldugu gosterilmistir. Diisiik riskli MDS’de myeloid progenitdr hiicrelerin
(CMP) sayisinda artis goriliirken, yiiksek riskli MDS’de  graniilosit-monosit
progenitdrlerin (GMP) sayisinda artisla birlikte megakaryosit-eritrosit progenitér (MEP)
hiicre popiilasyonunda azalma tespit edilmistir. Farkli hiicre popiilasyonlarindaki bu sayisal
degisim ayni zamanda AML’de de goriilmiistiir (45).

N 1 . ‘e
o multipotent progenitorler GMP

e —— o -
CO -0-0-0 < ®

Diisiik riskli MDS
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HSC (’\ﬂ’ g
C e - -b -" <
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Yiiksek riskli MDS GMP
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Sekil 2. 6. MDS’de hematopoietik kok hiicre ve progenitor hiicre popiilasyonunda goriilen
sayisal farkliliklar (46)

MDS’de kalitimsal ve cevresel faktdrler neoplastik transformasyonda etkili olmaktadir.
MDS vakalarmmin yaklasik %90°’ninda hastalik de novo gelismektedir ve nedeni
tanimlanamamaktadir. Kalan %10’luk bir kisimda ise kemoterapi ve/veya 1sin kaynakli
hastalik gelisimi goriilmektedir. MDS insidansi genotoksinlere (iyonize radyasyon,
alkilator kemoterapi) maruz kalan bireylerde veya yatkinlik kazandiran genetik
varyasyonlar1 kalitlanmis kisilerde artis gostermektedir. MDS gelisimi i¢in potansiyel
cevresel risk faktorleri arasinda sigara kullanimi, iyonize radyasyon, organik kimyasallar
(benzen, toluen, ksilen gibi), agir rmetaller, herbisitler ve pestisitler bulunurken, onkojenik

viriis enfeksiyonu ve mesleki faktorler de hastalik olusumunu tetiklemektedir (47, 48).
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MDS, olusum bakimindan “primer” (veya de novo) ve “tedavi iliskili” (radyoterapi veya
kemoterapi sonras1 gelisen) olarak siniflandirilmaktadir. MDS’de tedavi amaciyla
kullanilan baz1 alkilleyici ajanlar ve bazi hastaliklarda verilen yiiksek toz radyoterapi
sekonder MDS’ye yol agmaktadir. Sekonder MDS ve de novo MDS de kazanilmis genetik
lezyon spektrumu benzer olmasina ragmen mutasyonel sikliklar farklidir. Ornegin, TP53
mutasyonlart de novo MDS’de nispeten seyrek iken, terapi iliskili MDS’de daha yaygin
(%25-30) gorilmektedir (49). RUNX1 ve N/KRAS mutasyonlari da terapi iliskili MDS’de
de novo MDS’den daha yaygindir. Dengeli translokasyonlar ise de novo MDS’de nadiren
goriiliirken radyasyon ile indiiklenmis MDS’de daha yaygindir (50).

Programli hiicre 6liimii olarak tanimlanan, intrinsik (mitokondriyal) ve ekstrinsik (6lim
reseptorleri) olmak tizere iki farkli biyokimyasal yolakla meydana gelen apoptozis MDS
patogenezinde 6nemli bir yer tutmaktadir (51-53). Apoptozis, morfolojik ve biyokimyasal
degisimlerle karakterize, hiicresel proteinlerin ve niikleik asitlerin fragmentasyonunu
kapsayan, hiicre biiylimesi ve oliimi arasindaki homeostatik dengenin stirdiiriilmesini
saglayan hiicresel bir prosestir (54). Hematopoietik kok hiicrelerde apoptoziste goriilen
onemli artig hiperseliiler ilik ve periferik kanda sitopeniye neden olan mekanizmalardan
biri olarak goriilmektedir (55). Kemik iligi mikrogevresinin de rol oynadigit MDS gelisimi
ve progresyonunda sitokin seviyesi ve apoptozis oranlarinda degisim oldugu bircok
calisma ile gosterilmistir (56). Erken evre MDS’de CD34" progenitdrlerde artmis apoptozis
goriiliirken, hastaligin ilerleyen asamalarinda bu durum tersine déonmektedir. MDS’den
AML’ye progresyonda bu mekanizmanin nasil isledigi tam anlasilmamis olsa da
proliferatif genetik olaylar1 da kapsayan ek faktorlerin daha onemli bir rol oynadig
diistiniilmektedir (57, 58). Diisiik riskli MDS alt tiplerinden olan ring sideroblastli refrakter
anemi (RARS) ve coklu dizide displazili refrakter sitopeni (RCMD)’de hem intrinsik hem
de ekstrinsik yolaklar araciligiyla artmis apoptozis goriilmektedir. RA ve RARS alt
tiplerindeki artmis apoptozis degisik derecelerde sitopeniye neden olmakta, bu durum

hastalarda sitokin tedavisiyle diizeltilmektedir (59).

Sitokin seviyesi ve hematopoietik farklilasma derecesine bagli olarak baskilanan veya
indiiklenen apoptozis siireci TNF-a, interlokin-1p3, TGFf (transforming growth factor) gibi
sitokinler tarafindan regiile edilmektedir. Hematopoiezisin negatif regiilatorleri olan TNF-
a, Fas ligand ve TRAIL’in fazla ekspresyonu apoptozis ve hematopoietik yetersizlige

neden olan temel faktor olarak goriinmektedir. Tiimor nekrozis faktér (TNF-a), Fas-ligand,
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TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) ve diger proapoptotik sitokinlerin erken
evre/disiik riskli MDS’de ekspresyonunda artis olmaktadir (60, 61). TRAIL klonal
hiicrelerde apoptozisi indiikleyerek klonu kisitlamaktadir. FAS, normal kemik iliginden
eksprese olmamasina karsin erken MDS kemik iliginin %40°inda ekspresyonu artmistir ve
fonksiyoneldir. MDS hastalarinda kemik iligi fibroblast ve makrofajlarinin normalden

fazla salgiladiklart TNF ve interlokin-6 apoptozisin artmasina neden olmaktir (62).

Hematopoietik kok hiicrelerin klonal olarak bozukluk gosterdigi heterojen bir hastalik olan
MDS’de, normal bir kdk hiicrenin dnce preldsemik daha sonra da I6semik bir hiicreye
transforme olabildigi gozlenen bir silire¢ yasanmaktadir. Myelodisplastik sendromun
sitogenetik, genetik ve epigenetik seviyede degisimlerin gerceklestigi ¢ok basamakli bir
degisim birikimi sonucunda olustugu bilinmektedir (49, 63). ilerleyen basliklar altinda
bugiine dek yapilan ¢aligmalar kapsaminda hastalikla iligkilendirilen bu degisimler ayrintili

olarak anlatilacaktir.

2.3.5.1. Sitogenetik Degisimler

MDS karakterizasyonunda hastaligin molekiiler patogenezine dair 6nemli ipuglari
saglamalar1 acisindan Sitogenetik analizler biliylikk Onem tagimaktadir. Hastalarin
%70’inden fazlas1 sitogenetik anomalilere sahiptir ve bu baglamda sitogenetik ¢aligmalar,
primer MDS ve tedavi iligkili MDS kavramlarinin agiklanmasinda, teshis konulmasinda,
hayatta kalim i¢in prognozun ve AML’ye transformasyonun degerlendirilmesinde merkezi

bir rol oynamaktadir.

MDS hastalarinda ti¢ veya daha fazla sitogenetik anomalinin bulunmasi “kompleks
karyotip” olarak tanimlanmaktadir. Bu durum kotii prognoz ve hastaligin daha agresif
olmasiyla iliskilendirilmektedir (64). Anormal karyotip kompleksligi tedavi iliskili
MDS’de primer MDS’den daha yaygin goriilmektedir (65, 66). MDS’de yaygin goriilen
sitogenetik degisimler ve sikliklar1 Cizelge 2.10’da 6zetlenmistir (67, 68).
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Cizelge 2. 10. MDS’de yaygin goriilen sitogenetik degisimler ve sikliklari

MDS alt tipi Siklik Kromozomal aberasyonlar

RA %25 del(5q), del(20q), -Y, -7, +8

RARS %10 del(5q), del(20q), -Y, -7, +8,
idic(X)(q13)

RCMD %50 del(5q), -7, +8

RCMD-RS %50 del(5q), -7, +8

RAEB-1 %50 del(5q), -7, +8, del(20q)

RAEB-2 %50-75 del(5q), -7, +8, —17p, del(11q), t(11g23),
-13, del(13q)

MDS del(5q) %100 del(5q)

%2-5 17p anomalileri
Zayf

%2 Y delesyonu %10-15 Kompleks >3 anomalileri

Zayif

% 40 Normal

%2-5 del (20g) +1
Ivi

diger anomaliler
Orta

%10-15 izole trizomi 8
Orta

%10-15 Kromozom 5 ve 7 anomalileri

Orta i
%5-10 fzole del (5q)

%10 Kromozom 7 anomalileri i
vi

Zayif

Sekil 2. 7. Myelodisplastik sendrom’da fenotipik heterojenitenin genetik temeli (69)

e Kromozomal Delesyonlar

Kromozomal delesyonlar, myeloid malignitelerde yaygin goriilen molekiiler degisimlerdir.

Heterozigot delesyonlar homozigot inaktivasyona neden olan bir tiimor baskilayici geni ya

da hastalik fenotipinin degisimine neden olan bir veya daha fazla sayida geni igerebilir

(70).

50- : MDS hastalarinin %?20’den fazlasinda ve en yaygin da refrakter anemide

goriilmektedir (71). 50- sendromu olarak tanimlanan bu hematolojik fenotipte ciddi

makrositik anemi, normal veya azalmis notrofil sayisi, hipoloblu mikromegakaryositle
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birlikte normal veya artmis platelet sayis1 goriilmektedir ve diger alt tiplerle

kiyaslandiginda AML’ye dontisiim diisiik orandadir (72-74).

5q21.3
5q22 - APC

5q23.1

5q23.2

5q23.3

5q31.1

]+n-111 S/AML

5q31.2
(CTNNAL, EGRI1)

5q31.3
5q32
5q33.1

5q33.2
5933.3

].(_ Sq- sendromu
(RPS14, miR-145)

5q34

\5q35.1 <
Sekil 2. 8. Kromozom 5’te delesyonun yaygin goriildiigii bolgeler ve 6nemli genler (75)

5. kromozomda siklikli delesyon goriilen iki bolge rapor edilmistir. Bunlar 5952-33 ve
5g931’dir. 5g-sendromlu hastalarin ¢ogunda her iki delesyon da goriilmektedir ve bu
bolgelerde bulunan kritik genler agisindan delesyonlar 6nemlidir (76, 77). 5. kromozomda
delesyonun yaygm gorildigii bolgeler ve burada bulunan genler Sekil 2.8’de
goriilmektedir. 5. kromozomun uzun kolunda olusan delesyonlar ya tek basina ya da diger
kromozomal aberasyonlarla birlikte ve siklikla da kompleks karyotiple birlikte
olusmaktadir. izole 5q delesyonu iyi prognozla iliskilidir (78). AML’ye transformasyon ve

hayatta kalim ek kromozomal anomalilerin varligina bagli olarak degismektedir (79).

Monozomi 7: Cocukluk ¢agi MDS’de en sik goriilen kromozomal aberasyondur (80).

Agresif hastalik progresyonu ve kisa hayatta kalim ile iliskilidir (81, 82)
Trizomi 8: MDS ve AML’de en sik goriilen trizomidir (83).

2009-: 20q delesyonu MDS hastalarinin yaklasik %5’inde goriilmektedir. Delesyon tek
basina oldugunda nispeten iyi bir prognoz goriilmekte baska kromozom anomalileri

delesyona eslik ettiginde kotii prognoz ve yiiksek transformasyon goriilmektedir (84).

En sik goriilen 5q, 7q ve 20q delesyonlarina ek olarak daha az siklikta goriilen ancak
kromozomun bir kisminin veya tamaninin karakteristik kaybini tasiyan del (13q), del (11q)
ve del(12p) gibi anomaliler de MDS’de tanimlanmustir (66)
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e Kromozomal Translokasyonlar

MDSIi hastalarda, patogenezde rol oynayan genlerin tanimlanmasi igin iyi bir kaynak
saglayan bazi nadir goriilen kromozomal translokasyonlar tanimlanmustir. t(5;12)(q33;p13)
translokasyonu bir grup kronik myelomonositik 16semi (KMML) hastasinda
tanimlanmistir. 5. kromozomda bulunan gen, PDGFR’nin beta zincirini kodlamaktadir. Bu

translokasyon bir fiizyon geni ve bir fiizyon proteini olusturmaktadir (15).

2.3.5.2. Molekiiler Degisimler

Karsilastirmali genomik hibridizasyon, tek niikleotid polimorfizm mikrodizinleri ve yeni
nesil sekanslama teknolojilerinin kullanimi, MDS’de mutasyon yoluyla siklikla inaktive
olan 6nemli timdr baskilayici genlerin tanimlanmasini saglamigtir. Ayni1 zamanda gelisen
teknoloji MDS’nin %75-80’inde somatik gen mutasyonlarinin tanimlanmasina yardimci
olmustur. Biliylime faktorii reseptorlerini, hiicre dongiisii ve apoptozis regiilatorlerini,
transkripsiyon faktorlerini, hiicre i¢i sinyal iletimini, epigenetik regililasyonu ve
splaysozom mekanizmasini etkileyen degisik mutasyonlar MDS patogenezi ve
progresyonunda rol oynamaktadir (85). RUNX1 ve TP53 gen mutasyonlar1 da dahil olmak
lizere tamimlanan mutasyonlar, sitokin sinyal iletimi (RAS genleri), DNA metilasyonu
(TET2, IDH1/2, DNMT3A genleri), histon modifikasyonlar1 (ASXL1 ve EZH2 genleri) ve
splaysozom (SF3B1 ve SRSF2 genleri) olmak {iizere dort temel fonksiyonel grupta
toplanmaktadir (86). MDS’de sik goriilen mutasyonlar Cizelge 2.11°de goriilmektedir.
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Cizelge 2. 11. MDS’de sik goriilen gen mutasyonlari

Gen l\:llgfgfi/;? ) Gen fonksiyonu

SF3B1 15-30 Splaysozom

SRSF2 5-10

U2AF1 5-10

ZRSR2 5

ASXL1 10-20 Histon modifikasyonlari
EZH2 3-7

RUNX1 5-15 Transkripsiyon faktori
TP53 5-10

ETV6 3

N-/K-RAS 5-10 Sinyal iletimi

JAK2 34

TET2 15-25 DNA hidroksimetilasyon
DNMT3A 5-10 DNA metilasyonu
BCOR/L1 5-6 Transkripsiyon represorii

Varlig1 ¢cogunlukla kotii prognoz ile iligkili olan bu mutasyonlara, yaslilarda ve hastaligin
ileri evrelerindeki bireylerde daha sik rastlanmaktadir. Tanimlanan genlerin iginde DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlari ile iligkili genlerin bulunmasi dikkat ¢ekicidir (87,
88). MDS’de epigenetik regiilatér olan bu genlerde sik goriilen mutasyonlar, MDS
histon

katki

saglamaktadir. Bu bulgular MDS patogenezine iliskin daha fazla bilgi elde edilmesinin

progresyonundaki  epigenetik deregiilasyonun (gen hipermetilasyonu ve

deasetilasyonu) ne denli Onemli oldugunun anlasilmasina biiyiikk Ol¢iide
yaninda onemli klinik etkilere de sahiptir. Yiiksek riskli MDS hastalarinda geleneksel
tedavi rejimlerine kiyasla DNA metiltransferaz inhibitorii 5-azasitidinin kullanilmasindan

bu yana hastalarin hayatta kalim siiresinde artis oldugu goriilmiistiir (89-91).

I DNA metilasyon regiilatirleri I | Splaysozom mekanizmas: |

SF3B1
DNMT3A %6-18
%38 (%357-75 RARS)

| Histon modifikasyonu I

Sekil 2. 9. MDS’de epigenetik regiilator olan genlerdeki mutasyon sikliklari (92)

22



MDS’de sik mutasyon goriilen genler ve epigenetik profil lizerine etkili olan mutasyonlarin

goriildiigii genlerden bazilar1 ayrintili olarak anlatilacaktir.

TET2

TET2 MDS’de en sik mutasyonun goriildiigii gendir ve bu genin timor baskilayici gen gibi
rol oynadigi diisiiniilmektedir. MDS hastalarinin yaklasik %10-26’sinda TET2 geninde
mutasyonlar veya delesyonlar tespit edilmistir (93, 94). Tanimlanan bu mutasyonlar
arasinda yanlis anlamli, sessiz mutasyonlar, ¢erceve kaymasi mutasyonlar1 ve bilesik
heterozigot mutasyonlar bulunmaktadir. TET2 proteini DNA’nin yeniden diizenlenmesinde

metilsitozinin hidrosimetilsitozine doniisiimiinde rol oynamaktadir (95).

‘I\. f =0
AID ve APOBEC
5-hidroksimetilurasil
Fe(| )

5-karhoksilsitozin 5-formilsitozin
Sekil 2. 10. DNA metilasyonu ve demetilasyon yolaginda gorevli genlerdeki mutasyonlar
(96)
2-HG, 2-hidroksiglutarat; a-KG, a-ketoglutarat; AID, aktivasyon-indiiklii sitidin deaminaz; BER, baz kesip-
¢ikarma tamiri; DNMT3A, DNA metiltransferaz 3A; IDH, izositrat dehidrogenaz; NADP+, nikotinamid
adenin dintikleotid fosfat; SAH, S-adenozilhomosistein; SAM, S-adenozilmetiyonin; TDG, timin DNA
glikozilaz

IDH1/ IDH2

MDS ve AML hastalarinda, izositrat dehidrogenaz genlerinde mutasyonlar tanimlanmistir
(97, 98). IDHI1 ve IDH2 normalde TET2 fonksiyonu igin gerekli olan alfa ketoglutarat
olusumunu katalize etmektedir ancak mutasyon varliginda IDH alfa ketoglutaratin

hematopoietik farklilasmay1 bozan bir onkometabolit olan 2-hidroksiglutarata (2-HG)
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dontligiimiine neden olmaktadir (99, 100). Alfa ketoglutarat histon demetilazlar i¢in de
gereklidir. Bu nedenle IDH1/2 genlerindeki mutasyonlar ve 2-hidroksiglutarat olusumu

yoluyla histon lizin metilasyonu inhibe olmaktadir (101, 102).

DNMT3A

DNMT3A, epigenetik modifikasyonu regiile eden metiltransferazlardan biridir. DNMT3A
mutasyonlarinin MDS hastalarinda sikligi ~% 8 iken de novo AML’de siklig1 ise ~%
22’dir ve kisa hayatta kalimla iligkilidir (103-105). AML’de tanimlanan DNMT3A
mutasyonlarinin DNA metilasyonunda degisiklige neden oldugu ve bunun da koti
prognozu isaret ettigi bilinmektedir. R882 mutasyonun sik goriildiigii bir bolgedir. AML
hastalariin %20’sinde goriilen bu tek niikleotid degisiminin 60 yas iistiinde M(4) ve M(5)
alt tipleri ve orta riskli sitogenetik ile siki iligki i¢inde oldugu goriilmiistir (106).
Yamashita ve ark. ile Yan ve ark.’nin yaptig1 ¢alismalar R882 pozisyonundaki mutasyonun
DNA metilasyon aktivitesini azalttigin1 gostermistir (107, 108). Gendeki mutasyonlarin
DNMT3A aktivitesi ve global metilasyon paterni tizerindeki etkileri tam olarak

anlasilmamis olsa da MDS klonlarini proliferasyona yonlendirdigi bilinmektedir.

EZH2

EZH2 (Enhancer of Zest homolog 2) mutasyonlarinin MDS hastalarinda siklig1 yaklasik %
2-6’dir. EZH2 geni, bir histon metiltransferaz olan PRC2’nin katalitik alt tnitesini
kodlamakta ve epigenetik kontrolde fonksiyon goérmektedir. Gende meydana gelen
mutasyonlar histon metiltransferaz aktivitesinin disfonksiyonu ile sonuglanmakta ve bu
durum genin myeloid maligniteler i¢in bir tiimoér baskilayici gibi rol oynayabilecegi fikrini
dogurmaktadir (109, 110). EZH2 geninin g¢esitli kanser doku tiplerinde siklikla
ekspresyonu artmakta ve onkojenik aktivitesi ortaya ¢ikmaktadir.
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Cizelge 2. 12. MDS ve AML’de goriilen gen mutasyonlarinin epigenetik profil tizerine
etkileri (111)

Gen MDS ve AML’de % Mutasyon etkileri
sikhik

TET2 20 Demetilasyon fonksiyonunun kaybi

IDH1/2 6-8(IDH1), 9 (IDH2) TET2’nin katalitik fonksiyonunun engellenmesi

DNMT3a 8-22 Bilinmiyor

EZH2 6-7 Kok hiicre yenilenmesi i¢in gerekli olan genlerin
ekspresyonlariin baskilanmasi, hayatta kalimin
kisalmasi

uTx 11 H3K27 demetilaz aktivitesinde muhtemel kayip

ASXL1 14-16 Kromozom baglama kapasitesinde muhtemel
azalma

RUNX1 9 Ciddi trombositopeni, hayatta kalimin kisalmasi

JARID?2 2 Losemik transformasyon siiphesi

RAS

Cok basamakli MDS patogenezinde 6zellikle RAS protoonkogenleri basta olmak iizere
onkogenlerin Onemli bir yeri vardir. Hiicre proliferasyonunun Onemli bir sinyal
komponenti olan RAS, Reseptor tirozin kinazlar (RTKs) tarafindan aktive edilir. RAS geni
hiicre membranlarinin i¢ ylizeyinde yer alan ve niikleusa sinyal iletiminde rol oynayan
GTP baglayan proteinleri kodlamaktadir. Bu genin kodon 12, 13 ve 61°deki nokta
mutasyonlart ile aktive oldugu bilinmektedir (112). RAS mutasyonlar1 sadece MDS’de
degil, diger myeloid neoplazmlarda da goriilmektedir. RAS genleri i¢inde en sik goriilen
N-Ras gen mutasyonlaridir. Bu mutasyonlar ldsemilerde %20-30 arasinda goriiliirken

MDS’de %10-15 oraninda goriilmektedir (113).

FLT3 geni

FLT3 geni, hematopoietik 6nciil hiicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasinda rol oynayan
reseptor tip protein kinazi (receptor-type tyrosine kinase) kodlamaktadir. FLT3 genindeki
mutasyon AML’de %15-20 ve MDS’de %5 oraninda goriilmektedir (114). Bu anomalilerin
hastaligin ge¢ sathalarinda ortaya ¢iktigi ve hastalarda kotii prognoza egilime neden
oldugu goriilmektedir. Bu durum FLT3 tandem duplikasyonunun MDS’den 16semik
transformasyonla iligkili olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmaktadir (115).
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P53

Proliferasyon, farklilagma ve apoptozisin regiile edilmesinde fonksiyonel, 6nemli bir timor
baskilayici gen olan p53’deki degisimler farkli kanser tiplerinde goriilmektedir (116).
P53’tin her iki allelde mutasyonlar ya da delesyonlar yoluyla inaktive olmasi hiicreleri
neoplastik transformayona yatkin hale getirmektedir. MDS’nin 16semik progresyonunda
rol oynayan P53 mutasyonlar, MDS ve AML hastalarinin %5-10’nunda tespit edilmistir
(117, 118) ve ¢ogunlukla kompleks karyotip ve kotii prognozla iliskilidir (119).

TP53 mutasyonlar1 ve TP53 lokusunun bulundugu 17p’nin kayb1 siklikla alkali ajanlarla
yapilan tedavi sonrasi ve kromozom 5 ve 7 aberasyonlar1 tagtyan kompleks karyotipe sahip
hastalarda (tedavi-iliskili MDS) goriilmektedir (120-122). TP53 mutasyonlart,
amplifikasyonlar ve sentromerik kirilma noktalar1 olusumunda ¢ok 6nemli bir role sahip
olduklar1 i¢in genomik instabilitiye neden olabilmektedir. Yapilan calismalar del (5Q)
tasiyan diisiik riskli MDS hastalarinda bu gendeki mutasyonlarin hastalik progresyonunda

etkili oldugunu gostermistir (123).

AML1 (RUNX1)

MDS’li hastalarda o6zellikle de RAEB, RAEB-t ve MDS-AML’de, RUNXI1 geninde
yiiksek siklikta nokta mutasyonu tanimlanmustir (124). Mutasyonun MDS’de goriilme
sikligr %12-15.7 iken MDS iligkili AML’de ise %27.7°dir (125, 126) Gen, hematopoietik
kok hiicrelerin olgun kan hiicrelerine doniisiimiinii regiile eden Runt domeini ile DNA
baglanma aktivitesi saglayan, heterodimerik bir transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir.
Erken myeloid farklilasmada merkezi bir goreve sahip olan gendeki tiim degisimler
myeloid transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyon baslama bdlgelerine protein
kompleksinin baglanmasin1 ve myeloid farklilasmanin baslamasin1 engelleyerek RUNX1

inaktivasyununa yol agmaktadir (127).

RUNXI1 mutasyonlarinin varligit MDS’den AML’ye progresyonun insidansini artirmakta
ve yabanil tip hastalarla kiyaslandiginda mutasyon tasiyan hastalarda daha kisa hayatta

kalima neden olmaktadir (128, 129).
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2.4. Epigenetik

Epigenetik, DNA dizisindeki degisimlerden bagimsiz, gen ekspresyonunda meydana gelen
mitotik veya mayotik kalitsal degisimler olarak tanimlanmaktadir (130, 131). Epigenomun
ti¢ temel bileseni DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve RNA interferanstir(132).

DNA modifikasyonu ve kromatin degisimlerinin dogrulugu normal embriyonik gelisim,
hiicresel farklilagma, hiicre proliferasyonu, X-kromozom inaktivasyonu, hiicre dongiisii
progresyonu, hiicre Oliimiiniin kontrolii gibi biyolojik proseslerin diizenlenmesinde
onemlidir (133, 134). Epigenctik ayn1 zamanda gen ekspresyonunun regiilasyonunda kritik
role sahip oldugu icin gen ekspresyon profilinde dengesizlige yol agabilecek kontrol dist
ve/veya yanlis modifikasyonlar normal hiicrenin malignant hiicreye transformasyonu ile

sonuc¢lanabilmektedir.

DNA metilasyonu, histon proteinlerinin post-translasyonel modifikasyonu ve niikleozomun
yeniden diizenlenmesi gibi epigenetik mekanizmalarin birlikte koordineli ¢aligmalar ile
genlerin ifadesinde kalitsal degisiklikler meydana gelmektedir (135, 136). Gen ifadesi
transkripsiyon aktivatorleri ve represorleri ile bu bilesenler tarafindan regiile edilmektedir
(137). Mekanizmalarin herhangi birinde hata olugsmasi, genlerin ifadesinin asir1 artmasi ya
da baskilanmasi seklinde uygun olmayan ekspresyon ile sonuglanmakta bu da epigenetik

hastaliklara neden olmaktadir (132, 138)

2.4.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, CG diniikleotidlerindeki sitozininin 5. karbonuna bir metil grubu
eklenmesi ile ger¢eklesmektedir (139, 140). CG diniikleotidi bakimindan zengin (%55 ten
cok), 0.2-5 kb uzunlugunda ve cogunlukla genlerin promotor bdlgelerinde bulunan
genomik diziler CpG adaciklari olarak tanimlanmaktadir (141, 142). Memeli genomunda
metilasyon sadece CG diniikleotidlerindeki sitozinden gerceklesmektedir. Metilasyon
stireci DNA metiltransferazlar, metal baglama domain proteinleri (MBD1, MBD2 ve
MeCP2) (143) ve histon deasetilazlar tarafindan diizenlenmektedir (144).

DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B’den olusan DNA metiltransferazlar CpG

diniikleotidlerindeki sitozin rezidiisiine metil grubu takilmasini katalize ederek epigenetik
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modifikasyonlari regiile etmektedir (145). DNMT3A ve DNMT3B de novo metilasyon igin
onemliyken, DNMT1 metilasyonun siirdiiriilmesinde gerekli bir enzimdir (146, 147). DNA
metiltransferazlar, metil vericisi olarak S-adenosil-L-metionin’i kullanir (148). Genomda
tekrar dizilerinin ve transpozonlarin bulundugu heterokromatinde metilasyon orani
yiiksektir. Insan genomunda, transpozonlarin genomdaki hareketi baskilanarak
kromozomun kararli halde kalmasinin saglanmasi, viral genomlara karsi miicadele
edilebilmesi ve belirli genlerin transkripsiyonel baskilanmasi CpG metilasyonunun DNA

metiltransferazlar tarafindan siirdirilmesi ile miimkiin olmaktadir.

NH NH

2 2
N = DNA metiltransferaz N =
| "— T ]
OJ\ 0
N N
Sitozin Sitozin + metil grubu

Sekil 2. 11. DNA metilasyonu, sitozine metil grubu takilmasi (111)

Genomun onemli bir bileseni olan DNA metilasyonu, en ¢ok calisilmis ve en iyi
karakterize edilmis epigenetik mekanizmadir. Embriyonik gelisim (149), transkripsiyon
regiilasyonu (150), kromatinin yeniden diizenlenmesi, X kromozom inaktivasyonu(151),
genomik imprinting (152), hiicresel farklilasma, gelisimin kontrolii (153) ve kromozom
stabilitesinin korunmas1 gibi birgok hiicresel siiregte diizenleyici rol oynamaktadir (154).
Ayrica kok hiicre popiilasyonunun siirdiiriilmesinde, kok hiicrelerin kompleks dokulari
olusturmak tlizere hiyerarsik diizende degisik organizasyon seviyelerine farklilasmalarinda

da 6nemli oldugu bilinmektedir (155).

CpG adaci;n CpG adaai@ olmayan bilge

l—l—l [ A 1

Gen ACTK

SR S S o

—
Tiim kanser hiicre tiplerinde yiizlerce CpG adaciginda anormal

metilasyon ger¢eklesmektedir T Metilli baz

Gen KAPALT T Metilli ;:;Jayau
AN [ G g

Sekil 2. 12. Promotor bdlgedeki CpG adacik metilasyonunun gen ekspresyonu tizerindeki
etkisi (111)
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2.4.2 Histon Modifikasyonu

C)karyotik hiicrelerde, 146 baz uzunlugundaki DNA ikiser adet H2A, H2B, H3 ve H4
histon protein ile paketlenerek niikleozom yapisini olusturmaktadir (156). DNA’nin
niikleozom yapisindaki paketlenme durumu kromatinin kondanse (heterokromatin) ve
inaktif ya da gevsek (6kromatin) ve transkripsiyon i¢in uygun olmasini belirlemektedir
(157). Genin ifade edilmesi DNA ve histon proteinlerinin olusturdugu paketlenmenin
gevsemesi ve niikleozom yapisinin yer degistirmesi olarak bilinen remodelling (yeniden

diizenlenme) ile miimkiin olmaktadir.

........

? Metilli olmayan - Transkripsiyonel
CpG aktivasyon

Sekil 2. 13. Histon modifikasyonu, aktif kromatin yapisi (158)

Histon proteinlerinin  amino  ucunda asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
ubiquitinizasyon, ADP ribozilasyon ve sumozilasyon gibi cesitli posttranslasyonel
modifikasyonlar ger¢eklesmektedir. Modifikasyonlarin histonlarin elektrostatik yiikiini
etkileyerek kromatin yapisini degistirdigi ve protein kompleksleri i¢in tanima bdolgesi
olusturdugu diistiniilmektedir. Boylece histon-DNA ve histon-histon iligkisi etkilenmekte,
DNA paketlenmesi, replikasyonu, tamiri ve gen ifadesinin kontrolii gibi bir¢ok biyolojik
olay kontrol edilebilmektedir. Modifikasyonlar tek baslarina veya farkli kombinasyonlarda
bulunarak kromatine bazi anlamlar yiiklemekte veya bu anlamlari degistirebilmektedir.
Uzerinde en ¢ok calisilan histon modifikasyonu asetilasyon ve metilasyondur. Histonlarin
asetilasyonu histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzim aileleri
tarafindan diizenlenmektedir. (159). Negatif yiiklii asetil grubunun histon proteininin
amino ucuna takilmasiyla pozitif yiiklii lizin aminoasiti yiikiinii kismen kaybetmekte,
kromatinde gevseme meydana gelmekte, transkripsiyon faktorlerinin genlerin promotor
bolgelerine ulagsmalar1 kolaylagsmakta ve bu sayede transkripsiyon gergeklesmektedir.
Asetilasyon geri doniisiimlii olarak gergeklesen bir olaydir. Lizin aminoasitinden asetil

grubunun ¢ikartilmasiyla kromatin tekrar kondanse olmakta ve transkripsiyon
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baskilanmaktadir. Kromatinin belli bir bolgesinde histonlarin asetile olmasi, o bdlgenin
transkripsiyonel agidan aktif oldugunu gosterirken, deasetile olmasi transkripsiyonun

baskilandigin1 gostermektedir (160).

Susturulmus Kromatin

DNMT imnhibitérleri HDA inhibitérleri

T Metilli CpG @ Transtkripsiyonel
susturma

Sekil 2. 14. Histon modifikasyonu, susturulmus kromatin yapist (158)

2.4.3. RNA interferans

RNA interferans, ¢ift zincirli RNA’nin (dsRNA) hiicreye girmesi ve komplementer oldugu
mRNA’nin yikimima neden olmasi ile sonuglanan transkripsiyon sonrasi gen susturma
mekanizmasidir. RNA’lar, histon modifikasyonlar1 ve DNA metilasyonunun baglamasinda
itici gii¢ rolii oynakmakta, heterokromatin diizenlenmesi ile mitotik olarak kalitlanabilen
transkripsiyonel susturma saglayabilmektedir. Posttranskripsiyonel ve posttranslasyonel
gen susturmada (PTGC) rol oynayan RNA molekiilleri miRNA (micro RNA) ve
siRNA’lardir (small-interfering RNA) (161-163). Bunlar kiigiik, protein kodlamayan ve
gen ifadesinin negatif diizenleyicisi olan RNA’lardir. Gelisim, farklilasma, hiicre
cogalmasi ve apoptozis gibi 6énemli biyolojik siireglerin diizenlenmesinde rol alirlar (164,

165)

RNA interferans siireci, ¢ift zincirli RNA’nin Dicer ad1 verilen RNase III enzimi tarafindan
21-23 niikleotid uzunlugundaki kiiclik engelleyici RNA’lara (siRNA) kesilmesi ile
baglamaktadir (166). Bu siRNAlar bir multiprotein-RNA niikleaz kompleksi olan, RNA
indiikleyici baskilama kompleksine (RISC, RNA-induced silencing complex) baglanir.
RISC, siRNA’lar1 komplementer mRNA’y1 bulmak ic¢in kullanir ve hedef mRNA’y1
endoniikleolitik olarak keser (167). Postranskripsiyonel gen susturulmasi, mRNA
molekiiliiniin  diziye 0zgii yikima ugramast ya da translasyona girememesiyle

gerceklesmektedir. Bu silirecte mRNA’nin kodlandigi genin transkripsiyonunda bir
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degisiklik olmamakta, sentezlenmis olan mRNA’ya kiigiik ve kodlamayan bir RNA
zincirinin baglanmast sonucu protein ifadesi baskilanmaktadir. RNAi1 mekanizmasi

mayalardan memelilere kadar tiim dkaryotlarda goriilmektedir (168).

2.5. MDS’den AML’ye Transformasyon

Inefektif hematopoeizis ve pansitopeni ile karakterize klonal bir hematopoietik kok hiicre
bozuklugu olan MDS’de hematopoietik kok hiicrelerin nicelik ve niteliginde meydana
gelen hasarlar sonucunda hastalarin yaklasik %30’unda AML’ye doniisiim goriilmektedir.
Bu durum o6zellikle sekonder akut myeloid 16semi (SAML veya MDS/AML) olarak da
isimlendirilen yiiksek riskli MDS’de daha yaygindir. Losemik transformasyon riski en

diisiik olan RARS iken en yiiksek olan RAEB-t alt tipidir.

MDS’nin ¢ok basamakli patogenezinde (Sekil 2.15), hastalik hematopoietik kok hiicreden
baslamakta, ilerleyen asamada ise hiicre dongiisli kontroliinii, transkripsiyonu ve timor
baskilayict genleri etkileyen mutasyonlar, amplifikasyonlar ve kromozomal yeniden
diizenlemeler gibi degisimler gerceklesmektedir. Bu degisimlere ek olarak, 6zellikle de
onemli sinyal yolaklarinda bulunan genlerde (Ras gibi) veya kok hiicre biiyltime faktorii
reseptorlerinde (FIt3 veya c-kit aktive edici mutasyonlar) meydana gelen ikincil
mutasyonlar kok hiicrelerin olgun kan hiicrelerini iiretememesiyle sonu¢lanmakta ve bu
durumda “blast” larin sayisinda ciddi artisa neden olmaktadir. Blast sayilarindaki artis
MDS’den akut 16semiye doniisiimii tetiklemektedir. Blast sayis1 kemik iliginde %20’ nin
tizerine ¢ikan MDS olgularinin akut 16semiye doniistiigii kabul edilmektedir. Losemiye
progresyon genetik degisimlerin hangi genlerde gerceklestigi ile dogrudan iliskilidir ve
timor baskilayict genlerdeki degisimler ve/veya krittk Oneme sahip genlerin

hipermetilasyonu son basamak olan 16semik transformasyonu kuvvetlendirmektedir.

Baslangic Degisim I Degisim IT Transformasyon

| | | 1
% %

Apoptoziste artma Apoptoziste azalma

_\'Qrmal k,ﬁk Aicre Klonal artis Erken MDS AML
+/- genetik yatkimhk ?

Sekil 2. 15. MDS’nin ¢ok basamakli patogenezi (19)
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MDS’den AML’ye progresyon slirecinde mutasyonlar, epigenetik modifikasyonlar, sinyal
iletim yolaklarindaki deregiilasyonlar, gen ekspresyon degisimleri gibi birgok faktor etkili

olmaktadir.

Hastalik baslangicar

Simif I mutasyon
(proliferasyon/hayatta

Sekil 2. 16. MDS’den AML’ye progresyona iligkin model (169)

2.6. Akut Myeloid Losemi

Losemi, kan ve kemik iliginden koken alan hiicrelerin klonal ¢ogalmasi ile olusan bir
kanser g¢esididir. En sik goriilen kanserlerden biri olan 16semide kemik iliginde ¢ok sayida
16kosit tiretilmekte ancak bu hiicrelerde olgunlasma problemi yasandigi i¢in hiicreler
fonksiyonlarini yerine getirememektedir. Losemiler, klinik ve patolojik seyre gore akut
(hizl ilerleyen) ve kronik (yavas ilerleyen) 16semi ve 16semik blastin koken aldigi onciil

hiicreye gore (lenfoid/myeloid) siniflandirilmaktadir.

Losemiler,

e Akut myeloid 16semi (AML)
e Akut lenfositik 16semi (ALL)
e Kronik myeloid 16semi (KML)

e Kronik lenfositik 16semi (KLL) olmak tizere dort gruba ayrilmaktadir.

Akut myeloid 16semi, hematapoietik kok hiicrelerin farklilasma ve olgunlagsmasinin

bozulmasi sonucu kemik iligi ve periferik kanda ¢ok sayida olgunlasmamis myeloid
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hiicrenin birikimi ve saglikli hematopoietik hiicrelerin iiretiminde azalma ile karakterize
klonal kok hiicre bozuklugudur. Akut 16semi tanisinin konulabilmesi i¢in kemik iliginde
blast oraninin >% 20 olmasi gerekmektedir. Kemik iligindeki blast orani hastalik seyrini
etkilemektedir. Her yasta goriilebilmekle birlikte tipik olarak bir ileri yas hastaligi olan
akut myeloid 16semi (AML) eriskin yas grubunda en sik rastlanan l6semi tipidir. Hastanin
yasi, performans: yaninda l6semik klonun sitogenetik ve molekiiler 6zellikleri prognozu
belirleyen en onemli parametrelerdir. Tim yas gruplarinda benzer klinik oOzellikler
goriilmekle birlikte, semptomlar blastik hiicrelerin artmasi ve kemik iligi hiicrelerinin
yerini almasi ile olusan bozulmus hematopoiezis ve buna bagli olarak gelisen
sitopenilerdir. Sitopeniler, anemi semptomlar: (yorgunluk, nefes darligi gibi), nétropeni
(enfeksiyonlar), trombositopeni (hemoraji-kanama) gibi klinik belirtilere neden olmakta,
teshis ve tedavi siiresince baskin olarak goriilmektedir. AML, genetik ve fenotipik olarak
heterojen 6zellik gostermektedir. AML’de hastalarin ortalama yasi 65 ile 70 arasindadir.
AML ’nin insidans1 5-8/100.000 iken mortalite hiz1 yi1lda %75-80 arasinda degismektedir.

FAB (French American British) siniflandirmasina gére AML M0-M7 olmak iizere sekiz alt
grupta toplanir (14-17).

Cizelge 2. 13. Fransiz, Amerikan, Ingiliz (FAB) AML smiflandirmasi

Alttip Tammlama

MO Minimal farklilagsma gosteren akut myeloblastik 16semi

M1 Olgunlasma gostermeyen akut myeloblastik 16semi

M2 Graniilositik olgunlasma gosteren akut myeloblastik 16semi

M3 Promyelositik veya Akut promyelositik 16semi (APL)

M4 Akut myelomonositik 16semi

M4Eo  Akut eozinofili ile seyreden akut myelomonositik 16semi

M5 Akut monoblastik 16semi (M5a) veya Akut monositik 16semi (M5b)
M6 Akut eritro 16semi

M7 Akut megakaryoblastik 16semi

AML’deki genetik mutasyonlarin tanimlanmasi l6komogenezisin anlasilmasinda biiyiik
ilerleme saglamistir. Ozellikle yeni nesil sekanslama ve yiiksek rezoliisyonlu SNP-array
gibi teknolojilerin kullanimi AML’de tekrarlayan gen mutasyonlariin tanimlanmasini

miimkiin kilmistir.

Cok basamakli bir siire¢ olan AML gelisiminde hastalik olusumu igin en az iki genetik

anomalinin ger¢eklesmesi gerekmektedir. Gilliland ve Griffin’in multistep AML gelisimi
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icin Onerdikleri modelde smif I ve sinif II mutasyonlarin 6nemli rol oynadiklari ifade
edilmigtir (170). Smif I mutasyonlar1 sinyal iletim yolaklarini aktif hale getirmekte ve
hematopoietik kok hiiceler {iizerinde proliferasyon avantaji saglamaktadir. Sif II
mutasyonlar ise transkripsiyon faktorlerini etkilemekte ve dncelikle bozuk hematopoietik

farklilasmaya katkida bulunmaktadir (171, 172).

Sinif I mutasyonlari: FLT3, PTPN11, NRAS, KIT ve CBL mutasyonlar1

Sinif II mutasyonlari: RUNX1, C/EBPa mutasyonlar: ve MLL yeniden diizenlenmeleri

Flizyon transkriptleri olusturan t(8; 21), inv(16) ve t(15; 17) gibi tekrarlayan kromozomal
aberasyonlar da sinif II mutasyonlara dahil edilmektedir. Bu mutasyonlar haricinde de
DNMT, TET2, IDH1, IDH2, NPM1, ASXL1 gibi genlerde de genetik degisimler

goriilmektedir ancak bunlar heniiz siniflandirilmamistir (173).

2.7. MDS ve AML Odaginda Kanserde Epigenetik

Karsinogenezis, normal bir hiicrenin genetik ve epigenetik aberasyonlarin kademeli bir
sekilde birikimi ile genetik yapisinin bozulmasi sonucunda kontrolsiiz boliinme ve
Olumsiizlesme avantaj1 saglayan tiimor hiicresine doniisiimii siirecidir. Bu siiregte etkili iki
gen smift olan timor baskilayici genler ve onkogenlerde meydana gelen degisimler
kansere neden olmaktadir. Kanser olusumundaki hipotezlerden biri Knudson tarafindan
ortaya atilan iki vurus hipotezidir. Bu hipoteze gore, birtakim degisimlerle timor
baskilayici genlerin iki alelinin de inaktive olmasi gerekmektedir. Bu iki vurustan biri
genetik (nokta muatasyonlari, inversiyon, mikrodelesyon veya makrodelesyonlar ve
translokasyonlar), digeri epigenetik (promotor bolge metilasyonu) olabilecegi gibi her ikisi
de genetik veya epigenetik olabilmektedir. Yapilan pek ¢ok c¢alisma metilasyon iligkili
susturmanin timor baskilayict genlerin inaktive edilmesinde en az mutasyonlar kadar etkili
oldugunu, bunun kansere zemin hazirlayan, Knudson’nin ikili vurus hipotezinde

tanimladig1 vuruslardan biri olarak rol oynayabilecegi fikrini dogrulamaktadir (174, 175).

Feinberg tarafindan Onerilen kanserin epigenetik progenitér modeline gore ise kanser ii¢
basamakta ger¢ceklesmektedir (176). Belirli bir dokuda, kok hiicre ya da progenitor hiicrede

gerceklesen epigenetik degisim devaminda ger¢eklesen mutasyon ve bunu takiben genetik
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ve epigenetik kararsizligin yol actigi daha fazla tiimor gelisimi seklinde olusmaktadir.
Kanserde epigenetik degisimlerin baslangic mutasyonlarindan 6nce gerceklesmesi ve

yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular bu hipotezi desteklemektedir (177-179)

Kanser olusum siireci ile metilasyon paterni degisimleri arasindaki iliski 1980’1 yillarin
bagindan beri bilinmektedir (180). Kanser gelisimi ve progresyonunda merkezi rol oynayan
epigenetik deregiilasyon, onkogen aktivasyonu ve kromozomal instabiliteye neden olan
hipometilasyon, hipermetilasyon ve tliimor baskilayict gen susturulmasi ve gen
ekspresyonunu diizenleyen metilasyon degisimlerini kapsamaktadir (181). Gerek solid
timorlerde gerekse hematolojik malignitelerde epigenetik degisimler neticesinde kanser
hiicrelerinde anormal promotor hipermetilasyonu ve global hipometilasyon birlikte
goriilmektedir (178, 182).

Hematolopl\
mallgnlteler

Epigenetik ’
Anormal histon Digerleri
modifikasyonlari

Anormal DNA metilasyonu

Global genomik
hipometilasyon
C Translasyonel sonuclar ’ D

Sekil 2. 17. Hematolojik malignitelerde epigenetik (183)

CpG adacik hipermetilasyonu
ilgili timér baskilayic1 genlerin
susturulmasi

Perisentromerik ve sentromerik bolgelerin, tekrarlayan elemanlarmn, entegre/susturulmus
viral sekanslarin hipometilasyonu ile susturulmus diziler ve onkogenlerin reaktivasyonu
yoluyla onkojenik etki ortaya g¢ikmaktadir (184, 185). Diger taraftan promotor CpG
adaciklarimin anormal hipermetilasyonu bilinen veya aday tiimdr baskilayic1 genlerin
transkripsiyonel susturulmasina yol agmaktir (139, 144). Bu prosesin olusum sikligi, bu
siiregte etkilenen genlerin cesitliligi ve kanserlerin genis birikimli dogasi, kanser
baslangicinda ve progresyonunda promotor bdolgelerinde bulunan CpG adaciklarinda
goriilen metilasyonun onemli bir epigenetik mekanizma oldugunu vurgulamaktadir. Erken
karsinogenez siirecinde goriilen CpG adaciklarinin anormal de novo metilasyonu insan
kanserlerinde Onemli bir ayirict Ozelliktir (186). Birgok tiimor tipinde bazi genlerin

hipermetile oldugu gosterilse de, genellikle kanser hiicrelerinde hipermetile olan genlerin
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paterni rastgele degildir, doku spesifiktir. Anahtar hiicresel yolaklarin temel bileseni olan
DNA tamiri (MLH1, MGMT, BRCA1), hiicre dongiisii (p16INK4a, p15INK4b, pl4Arf),
hiicre invazyonu ve tutunmast (E-cadherin, APC, CDH13, VHL), apoptozis,
detoksifikasyon ve hormonal cevap (retinoik asit reseptor B2 ve Ostrojen reseptorii) olmak
tizere bir¢ok degisik fonksiyonda gorevli olan genler kanserlerde hipermetilasyon yoluyla
inaktive olmaktadir. Bu yolaklarda goriilen deregiilasyon etkilenmis hiicrelere hayatta
kalma avantaji saglamakta ve bu durum da karsinogenez siirecine dogru adim adim

ilerlemeye katkida bulunmaktadir (182, 187).

Cizelge 2. 14. Kanserde epigenetik olarak regiile edilen genler ve genlerin bulundugu
yolaklar (182, 188)

Yolak Genler

Hiicre dongiisii kontrolii Rb, pl14, p15, p16, p73, cyclin D2, cyclin E,
Hiicre invazyonu ve tutunmasi E-cadherin, APC, TIMP-3, VHL

Apoptozis regiilasyonu DAP kinase 1, caspase 8, TMS-1

DNA tamiri O°MGMT, hMLH1, BRCA1L, GSTx, FNACF
Hormonal cevap RARP2, CRBP1, SOCS-1, SOCS-3, ER, PGR
Sinyal transdiiksiyonu ErbB2, RASSF1, LKB1/STK11, APC
Karsinojen metabolizmasi GSTP1

Senesens TERT, TERC

Transkripsiyon Runx3, Twist, ERa, ER , RAR

DNA metilasyonu, kromatin yapisint ve transkripsiyonel aktiviteyi etkileyen,
hematopoietik kok hiicrelerin hem normal gelisiminde hem de patogenezinde giiglii etkiye
sahip olan bir mekanizma olmasi yoniiyle kanser patogenezinin aydinlatilmasinda DNA
metilasyonunun ve gen ekspresyonu iizerindeki etkisinin anlasilmasi ¢ok Onemlidir.
Anormal DNA metilasyonu MDS’de en c¢ok calisilan ve en iyi anlasilan epigenetik
degisimdir. Hiicre dongiisti regiilatorleri, apoptotik genler ve DNA tamir genleri gibi
epigenetik olarak susturulmus olan degisik genlerin patogenezde ve I6semiye
transformasyonda o6nemli etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bu genlerin MDS
patofizyolojisinde etkinlikleri ve hastaligin prognozu arastirilarak, disiik ve yiiksek risk

tasiyan hasta gruplarinin degisik metilasyon paterni gosterdigi ortaya konmustur (189).

Karsinojenik yolaklarda onemli olan ¢ok sayida gen MDS ve AML’de siklikla
hipermetiledir (Cizelge 2.15). MDS hastalarinda DNA metiltransferaz ekspresyon
seviyesinin belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢alismada DNMT1 ve DNMT3A ifadesinin
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kontrollere hastalarda daha DNA

(190).

metiltransferazlarin fazla ekspresyonu MDS’de bir¢ok genin hipermetile olmasina neden

gore yiiksek ¢iktig1  belirlenmistir
olabilmektedir. Ayrica bu durum MDS hastalarinda DNMT inhibitorlerinin tedavi amagh
kullanimin1  klinik cevap alinmasi agisindan da neden O©nemli bir hedef olarak
goriildiiklerini agiklamaktadir. AML ve CLL Orneklerinde de DNA metiltransferaz

ekspresyonunun arttig1 rapor edilmistir (191, 192).

Cizelge 2. 15. MDS ve AML’de yaygin goriilen hipermetile genler (111)

MDS ve
Gen Fonksiyonu AML’de ~% Hipermetilasyon sonucu
siklik
P15 Hiicre dongiisii 38 Kisa hayatta kalim
regiilasyonu
WNT Wnt sinyal yolagi 62 Lokomogenezis
inhibitorleri regiilasyonu
Kalsitonin Kalsiyum ve fosfor 65-92 AML’ye progresyon
metabolizmasi
DAPK-1 Apoptozis 63 Prognoz iizerine etkisi
tanimlanmamis
E-cadherin  Hiicre adezyonu 27 Kisa hayatta kalim
(CDH1)
SOCS-1 Tiimor baskilayici 47 AML progresyonuna artmis risk
PI-PLCpB1 Hiicre biiyiime ve 44 AML progresyonuna artmis risk
farklilasmasinin
kontrolii
HIC-1 Tiimor baskilayict 32 Kisa hayatta kalim
ER Hormon reseptorii 19 Kisa hayatta kalim
RIZ1 Hiicre dongiisii 31-50 Heniiz bilinmiyor
regiilasyonu
GATA1 Eritropoietik farklilasma  bilinmiyor Inefektif eritropoiezise neden
olma
CDKN2A, Tiimor baskilayici 38-77 Artmug hastalik progresyonu
B (CDKN2A)
77-100
(CDKN2B)
FHIT Tiimor baskilayici 14-55 Hastalik progresyonuyla
potansiyel iligki
RIL Tiimor baskilayici 36 Kisa hayatta kalim
SHP-1 JAK/STAT sinyal <69 Kisa hayatta kalim
yolagi regiilatorii
BLU Tiimor baskilayici 43 MDS gelisiminde potansiyel rol

Hopfer ve arkadaslarinin yaptig1 bir diger ¢alismada ise yliksek riksli MDS’de anormal
promotor metilasyonu ve DNMT ekspresyonunun tiim serilerde ve eritropoiezis siiresince
iliskili oldugu goriilmiistiir. p15, p16, p73, survivin, CHK2, RARb ve DAPK genlerindeki
hipermetilasyonun DNMT iligkili

izoformlarinin  yiliksek ekspresyonuyla oldugu
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bulunmustur. Tiim memelilerde, DNMT izoformlart MDS’de normal olmayan metillenmis
fenotipe yol agmaktadir ve ayn1 zamanda DNMT izoformlarinin normal hematopoietik kok

hiicre farklilagsmasi i¢in de olduk¢a dnemli olduklart goriilmektedir (193).

Siklin bagimli kinaz inhibitor genleri olan pl15INK4B (CDKN2B) ve pl6INK4A’nin
(CDKN2A) genetik/epigenetik degisimler sonucunda bir¢ok kanserde inaktive oldugu
tespit edilmigtir (194, 195). Bu genlerdeki genetik degisimler lenfoid malignitelerle
kisithyken (196), anormal 5'CpG adacik metilasyonunun degisik hematolojik
malignitelerde goriildigii rapor edilmistir (197). TGF Peta tarafindan ekspresyonu
indiiklenen CDK4 ve CDKG6’nin inhibitorii ve hiicre dongiisiiniin G1/S faz1 gegisinde
gorevli bir timor baskilayict gen olan p15’in MDS hastalarinin %30-50’sinde hipermetile
oldugu ve kemik iligi blast yiizdesiyle korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Genin
metilasyonuna yonelik yapilan c¢alismalardan elde edilen bulgular, pl5 geni
hipermetilasyonunun kétii prognozla iliskili oldugunu, MDS patogenezinde onemli rol
oynadigini ortaya koymustur. Bu metillenmenin MDS’nin AML’ye transformasyonu ile
iliskili oldugu da tespit edilmistir (198-201). AML hastalarinda da pl5 geninde
hipermetilasyon kotii prognoza eslik etmektedir bu nedenle gendeki metilasyon klinik
inceleme ve risk degerlendirmesinde potansiyel onemli bir prognostik faktoér olarak

goriilmektedir (202-204).

MDS patogenezinde rol oynayan hipermetile genler arasinda GTPaz regiilatorii olan
DOCK4 ve kritik bir eritropoietik transkripsiyon faktorii olan GATA1 de bulunmaktadir.
MDS hastalarindan elde edilen CD34+ hiicrelerde dikkate deger bir hipermetilasyon
gozlenmistir ve on klinik ¢aligmalar DOCK4 geni susturulmasinin diseritropoiezisten
sorumlu olan etkenlerden biri oldugunu gostermistir. Ayni zamanda GATAI1

hipermetilasyonu da MDS’de gozlenen inefektif eritropoizise neden olmaktadir (205, 206).

Ostrojen reseptdor (ER) metilasyonu akut myeloid 16semi de dahil olmak {izere
hematopoietik neoplazmlarda siklikla goriilen bir molekiiler degisimdir. Hematopoietik
neoplazmlarin gelisiminde 6nemli bir basamak olarak goriilen ER metilasyonu, hastalarin
klinik durumlarinin izlenmesinde kullanishi olabilecek bir molekiiler belirteg olarak
goriilmektedir (207, 208).
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E-kaderin (CDH1) geni AML’de ve diger hematolojik malignitelerde siklikla
hipermetilasyon gosteren diger bir gendir. E-kaderin proteini timor hiicrelerinin invazyonu
ve metastazini baskilayabilme 6zelligi gosterdigi igin proteini kodlayan E-kaderin geni
metastaz baskilayict gen olarak isimlendirilmektedir. Ekspresyonu eritroblast ve
normoblast olgunlagmasi i¢in gerekli olan genin 16semik blast hiicrelerde ekspresyonunun
azaldig1 ya da hi¢ olmadig1 goriilmiistiir. Bu bulgular, gende goriilen hipermetilasyonun
AML patogenezinde ve azalmis ekspresyon seviyesinin lokomogeneziste dnemli oldugunu

gostermektedir (209, 210).

Reseptor sinyal yolagindaki (RTK/RAS) mutasyonlar ¢ogunlukla myeloid tiimorlerde
proliferasyon sinyali olusturmaktadir. Bu bilgiden yola ¢ikarak yapilan bir arastirmada
MDS ve AML hastalarinda anilan yolakta negatif diizenleyici olarak rol oynayan
RASSF1A, SOCS-1ve SHP-1 genlerinin metilasyon spesifik PCR ile yapilan metilasyon
analizlerinden elde edilen veriler degerlendirilmis, RASSFI1A ve SOCS-1 genlerindeki
epigenetik inaktivasyonun lokomogeneziste rol oynayabilecegi belirtilmistir. JAK/STAT
yolaginda negatif regiilasyon elemanlarindan biri olan SHP-1’in hipermetilasyonu ise

proliferatif etkilere neden olmasi agisindan 6nem tasimaktadir (211)

11. kromozomda bulunan kalsitonin (CTMR) geninin, akut myeloid 16semide ¢ogunlukla
hipermetile oldugu bilinmektedir. Kronik myeloid 16seminin kronik fazinda normal olarak
metile bulunan gen hastaligin ilerlemesiyle birlikte hipermetile hale gelmektedir. 24 MDS
hastasinin dahil edildigi bir arastirmada kalsitonin geninde hipermetilasyon tespit edilmis
ancak mevcut metilasyon ve hastalik arasinda korelasyon bulunmamistir. Kalsitonin
hipermetilasyonu hastaligin erken patogenezinde olusan bir durum olarak kendini
gostermektedir (212). Bu arastirmadan elde edilen veriler 1s1ginda kalsitonin genindeki
hipermetilasyonun MDS’nin AML’ye doniisiimiinde kullanilabilecek 6nemli bir belirteg

olabilecegi belirtilmistir.

AML’de metilasyon mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi i¢in yapilan ¢aligmalarla, HIC1
SOCS-1, p73, RARPB2, CRBP1 ve DAPK1 gibi genlerde de farkli oranlarda metillenme
oldugu belirlenmistir (182, 213-216)
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2.8. Myelodisplastik Sendromda Tedavi

MDS, heterojen bir yapiya sahip oldugu i¢in tiim hastalara uygulanan rutin bir tedavi
protokolii bulunmamaktadir. Uygun tedavi yaklasimlar1 hasta (performans durumu, yas,
maliyet ve tercih) ve hastalik iligkili faktorlere (sitogenetik durum, periferal sitopeninin
diisme durumu, hastaligin alt tipi, IPSS/WPSS skoru ve kemik iligindeki myeloblast) bagli
olarak belirlenmektedir (217).

Risk gruplar1 hayatta kalim ve AML’ye progresyona gore hastalarin siniflandirilmasin
mimkiin kildig1 i¢in tedavide en Onemli nokta hastaligin risk siniflamasidir. MDS
hastalarinin  diisiik riskli (RA, RARS, RCMD) ve yiiksek riskli (RAEB-1, RAEB-2)
olmasma gore tedavi yaklasimlar1 degiskenlik gostermektedir. Diisiik riskli MDS’de
prognoz ve tedavi daha heterojendir ve tedavide ¢ogunlukla kan yapimini uyarici ajanlar
kullanilmaktadir. Diisiik risk MDS’de tedavi hedefleri arasinda hematolojik iyilesme,
transfiizyon bagimsizligi, yasam kalitesinin iyilesmesi ve progresyonun geciktirilmesi

bulunmaktadir.

MDS’de oncelikli tedavi hedefleri, AML’ye progresyonun dnlenmesi veya geciktirilmesi,
hayatta kalimin uzatilmasi ve yasam kalitesinin iyilestirilmesidir. MDS’de hematopoietik
fonksiyon bozuklugu probleminin ¢6ziimiinde, kan hiicresi {iretiminin stimiile edilmesi i¢in
degisik biiylime faktorleri kullanilmaktadir. Bu ajanlarin proliferasyonu stimiile etme,
apoptozisi bloke etme ve hem normal hematopoietik hiicrelerin hem de prelosemik

hiicrelerin hayatta kalimini1 destekleme potansiyelleri bulunmaktadir (218).
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Sekil 2. 18. Myelodisplastik sendromda igin tedavi algoritmasi (217)

MDS’de uygulanan tedavi alternatifleri arasinda destekleyici bakim, hematopoietik
biiylime faktdrleri, immiin baskilayici terapiler (IST), allojenik kok hiicre transplantasyonu
(alloSCT) ve epigenetik tedavi yaklasimlar: bulunmaktadir.

2.8.1. Destekleyici Bakim

MDS hastalarmin biiyiik ¢cogunlugu i¢in tedavi hedefleri arasinda, anemide iyilesme
saglamak, siirekli ve tekrarlayan enfeksiyonlari kontrol altina almak, asir1 berelenme ve
kanamay1 kontrol altina almak, yasam Kkalitesini iyilestirmek ve hayatta kalma siiresini
uzatmak bulunmaktadir. MDS’li ¢ogu hastada anemi goriilmesi nedeniyle eritrosit
transflizyonlari, trombositopeni tedavisi i¢in trombosit transfiizyonlar1 yapilmaktadir. Sik
transfiizyon yapilan hastalarda demir yiiklenmesi olusabilecegi i¢in demir selasyonu
yapilmasina gerek duyulmaktadir. Graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF) ile
birlikte ya da tek basma eritropoietin gibi hematopoietik biliyiime faktorleri
kullanilmaktadir (218). Siirekli ya da tekrarlayan enfeksiyonlarla miicadele etmek igin

profilaktik antibiyotikler de destekleyici bakim alternatifleri i¢inde bulunmaktadir.
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2.8.2. Iimmiinsupresif Tedavi

MDS tedavisinde antitimosit globulin (ATG) ve siklosporin gibi immiin sistemi baskilayan
ilaclar, disiik risk grubunda, transfiizyon bagimli MDS hastalarinda ve 5q delesyonu olan

hastalarda kullanilmaktir.

Lenalidomid, RBC (red blood cell) transfiizyon bagimli, IPSS’e gore diisiik veya orta-1
risk MDS ve del(5q) sitogenetik anomalisi tagiyan (baska anomalilerle birlikte veya degil)
hastalarda anemi tedavisinde kullanilmak tizere FDA tarafindan onaylanmis ikinci

jenerasyon immiinmodiilatdr bir ajandir (219, 220).

2.8.3. Allojenik Hematopoietik Kok Hiicre Transplantasyonu

Allojenik hematopoietik kok hiicre transplantasyonu (AlloSCT), saglikli vericiden alinan
hematopoietik kok hiicrelerin, aliciya yiliksek doz kemoterapi sonrasi verilmesidir.
Vericinin kemik iliginden ya da periferik kanindan toplanan kok hiicreler kan bankasinda
islemden gectikten sonra hastaya ayni giin i¢cinde ve dondurulmadan kateter yoluyla infiize

edilmektedir.

Hastalarin ¢ok azi allojenik kemik iligi transplantasyonu ile tedavi edilebilmekte, bunlarin
%40’1inda hayatta kalim goriilmektedir. AlloSCT hala bilinen tek potansiyel kiiratif tedavi
olsa da ilerleyen yas, medikal komorbiditeler ve uygun kok hiicre dondrii bulunabilirligi

gibi kisitlamalar nedeniyle az sayida hastada uygulanabilmektedir (64).

Allojenik kok hiicre nakli uygulanamayan bir¢ok hasta i¢in uygun olan tedavi siralamasi ve
kombinasyonlarinin se¢imine nasil karar verilmesi gerektigi, yeni kesfedilen genetik ve
epigenetik lezyonlarin prognostik/prediktif modellerle nasil Ortiistiiriilebilecegi  gibi

sorulara hala tam anlamiyla cevap verilememektedir.

2.8.4. Epigenetik Tedavi Yaklasimlar:

Epigenetik deregiilasyonun kanser dahil olmak tizere bir¢ok hastaligin gelisiminde énemli
rol oynadig1 bilinmektedir. Anormal DNA metilasyonunun MDS’nin de i¢inde bulundugu

hematolojik malignitelerde kritik bir molekiiler olusum olarak goériilmesi ve ayni zamanda
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hematoloji ve onkolojide genetigin aksine epigenetik degisimlerin farmakolojik olarak geri
dontistiirtilebilir olmasindan yola c¢ikilarak yeni tedavi yaklasimlart gelistirilmeye
baslanmigtir. Klinikte kullanilan epigenetik olarak aktif iki temel ilag sinifi bulunmaktadir
(221). Bunlar histondeasetilaz (HDAC) ve DNA metiltransferaz (DNMT) inhibitorleridir.
Kutanéz T hiicreli lenfoma tedavisinde kullanilmak iizere FDA tarafindan onaylanan,
histon asetilasyonunu hedefleyen iki bilesik suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA,
Zolinza) ve romidepsin (Istodax) bulunmaktadir. Degisik kanserlerin tedavisinde
kullanilmast muhtemel birgok HDAC inhibitorii ise klinik test asamasindadir. Diger
epigenetik ilag smifi olan ve DNA metilasyonunu hedefleyen DNA metiltransferaz

(DNMT) inbitdrleri hipometile edici ajan olarak da bilinmektedir.

2.8.4.1 Hipometile Edici Ajanlar

MDS tedavisinde kullanilmak tizere ilk olarak 2004 yilinda, 1960lar’dan beri kimyasal
olarak sentezlenen, DNMT inhibit6rii ve niiklozid analogu olan 5-azasitidin (Vidaza) ve
ardindan 2006’da 5-aza-2-deoksisitidin (Decitabine, Dacogen) tim MDS alt tiplerinde
kullanilmak tizere FDA tarafindan onaylanmistir (222).

Hipometile edici ajanlarin kullanimi yiiksek riskli MDS veya ¢oklu serili AML’de ayakta
tedavide alternatif bir yaklagim olarak goriilmektedir ve nispeten diisiik toksisiteye sahiptir.
Buna ragmen tiim remisyon oranlari %5-20 iken, hastalarin klinik tablolarinda
hemoglobin, platelet ve notrofil sayilarinda dikkate deger iyilesme ve hayatta kalim
goriilmektedir (223). Diisikk doz hipometile edici ajanlarin MDS ve sekonder AML’de
kullanim1 dikkate deger bir etki yaratmistir.

5-azasitidin, eritrosit transfiizyon bagimliligint ve AML’ye transformasyon riskini
azaltmakta, hayat kalitesini diizeltmekte, destekleyici bakim tedavisiyle kiyaslandiginda

ortalama hayatta kalimi uzatmaktadir (224, 225).

2.8.4.2. Hipometile Edici Ajanlarin Etki Mekanizmasi

CpG promotor bolgelerindeki sitozinin DNA metiltransferazlar tarafindan gerceklestirilen
anormal metilasyonu ile normal hiicre biliylimesi ve farklilagmasindaki kritik bilesenler

susturulmaktadir. In vitroda azaniikleozidlerin kullanimi1 transforme myeloid hiicre
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hatlarinin 1liml1 farklilasmasi ile sonuglanmakta, in vivoda ise diisiik dozda kullanilan bu
ajanlar malignant myeloid hiicrelerde DNA demetilasyonunu indiiklemektedir. Niikleozid
analogu, DNMT inhibitér rolii ile metilasyon gibi patojenik epigenetik olaylar1 geri
dontistiirme potansiyeline sahip 5-azasitidin, DNA bazina benzer bir yap1 gostermekte ve
replikasyon sirasinda yeni sentezlenen zincirin yapisina katilmaktadir. DNA’nin yapisina
katilan bilesiklerle DNMT’nin aktif bolgeleri arasinda kovalent baglar kurulmakta,
enzimin aktif hale ge¢mesi engellenerek yeni sentezlenen zincirin hipometile olmasi
saglanmaktadir (226, 227). Bu etki mekanizmasiyla hipometile edici ajanlarin timor
baskilayici genlerin ekspresyonunu yeniden diizenledigi disiiniilmektedir (90). Aym
zamanda kemik iligindeki anormal hematopoietik kok hiicreler iizerinde sitotoksik etki
gostermektedir (228, 229). MDS ve AML hastalarinda 5-azasitidin ve 5-aza-2-
deoksisitidin gibi hipometile edici ajanlarin terapotik aktiviteleri bir¢ok calisma ile
gosterilmistir (90, 230, 231) ancak ilaglarin bu aktiviteyle ilgili mekanizmalar1 tam olarak

anlagilamamustir.

Sekil 2. 19. Hipometile edici ajanlarin etki mekanizmasi (89)

2.9. MDS ve AML’de Genom Boyu Analizler

Model organizma genom projelerinin ve 6zellikle insan genom projesinin sonuglanmasinin
yaninda mikrodizin ve yeni nesil dizileme yaklagimlar1 gibi yiiksek islem hacimli (high-
throughput) analiz teknolojilerinin gelistirilmesi genom ebadinda ¢aligmalara ciddi bir
ivme kazandirmistir. Kalp damar hastaliklari, Alzheimer, diyabet ve kanser de dahil olmak
tizere bir¢ok hastaligin olusum ve ilerleme siirecinde meydana gelen degisimlerin global
anlamda analizini miimkiin kilan genom ebadinda yaklagimlar hastaliklarin altinda yatan

molekiiler mekanizmay1 agiklamaya yonelik yapilan ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir.
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Myelodisplastik sendrom ve akut myeloid 16semi gibi genis biyolojik ve klinik
heterojeniteye sahip hastaliklarda heterojenitenin teshis ve tedaviyi zorlagtirdig1 gz 6niine
alindiginda hastalik biyolojisinin daha iyi anlasilmasi, hastalik alt tipine 6zgii tedavilerin
gelistirilebilmesi ve klinikte uygulanabilmesi igin ¢oklu genomik yaklasimlarin kullanildig
caligmalardan elde edilecek verinin 6nemi ve gerekliligi de aciga cikmaktadir. Bu
cergevede MDS ve AML’de mikrodizin teknolojisinden yararlanarak transkriptom
profilinin ¢ikarildigi gen ekspresyon calismalart (232, 233), mikrodizin ve yeni nesil
sekanslama teknolojilerinin birlikte kullanilarak elde edilen verilerin entegre edildigi

genom ebadinda metilasyon analizleri gergeklestirilmistir.

Tez ¢aligsmasi kapsaminda demetile edici bir ajan olan 5-azasitidin’in MDS ve MDS- AML
hastalarinda metilasyon profili {izerine etkisi arastirildigi i¢in ¢alismamiza benzer nitelikte
deneysel tasarimina sahip, genom ebadinda analiz yapmay1 miimkiin kilan teknolojilerin
kullanildig1 ve hipometile edici ajanlarin AML hiicre hatt1 ya da dogrudan MDS ve AML
hastalarindaki etkilerini belirlemeye yonelik yapilan ¢aligsmalar bu boliimde karsilagtirmali

olarak anlatilacaktir.

MDS ve AML’de baz1 genlerin metilasyonla susturulmus olmasinin kesfi sonrasinda
demetile edici ajanlarin alternatif bir tedavi olarak kullanim1 giindeme gelmis ve bu ilaglar
tedavi protokoliine girmistir. Schmelz ve arkadaslar1 2005 yilinda yaptiklari ¢aligmalarinda
demetile edici bir ajan olan 5-aza-2-deoksisitidin’in AML hiicre hatti modelinde gen
ekspresyonu iizerine etkisini arastirmay1 amaglamistir. AML hiicre hattt OCI-AML2’ye 5-
aza-2-deoksisitidin uygulamasi sonrasinda mikrodizin teknolojisinden faydalanarak gen
ekspresyon profilinin ¢ikarildigi ¢aligma sonucunda demetile edici ajanin 81 gende
ekspresyonu indiikleme, 91 gende ise ekspresyonu azaltma yoniinde etki gosterdigi tespit
edilmistir. Ekspresyon degisimi belirlenen bu genler hiicre dongiisii kontrolii, farklilasma,
transkripsiyon faktorleri, hiicre adezyonu, apoptozis, sitokin sinyali, stres cevabi ve
metabolizma basliklar1 altinda siniflandirilmaktadir. Mikrodizin analizinden elde edilen
verinin validasyonu igin 2 kat ve {istiinde degisim gosteren genler iginden rastgele segilen
10 genin 5-aza-2-deoksisitidin uygulamasi sonrasinda ekspresyonu real time ile galisilarak
sonuglar dogrulanmigtir. 5-aza-2-deoksisitidin mekanizmas: hakkinda detayli bilgi etmek
amaciyla ajan tarafindan indiiklenen genlerden rastgele secilen RPGR, CD14, PTPN22,
calgranulin ve MPO genlerinin metilasyon durumlari arastirilmis bunlardan sadece MPO

geninin 5’ bolgesinde metilasyon goriilmiistiir (234).
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Mikrodizin teknolojisi kullanilarak transkriptom profilinin ¢ikarildigi bu ¢alisma
sonrasinda ayni yil Mund ve arkadaslarinin 5-aza-2-deoksisitidin’in genomik metilasyon
paterni iizerindeki etkilerini arastirdigi ¢alismalar1 yaymlanmistir. Bu ¢alismada ise dnceki
calismadan farkli olarak dogrudan 7 MDS hastasindan ilk teshis, tedavi siireci ve tek kiir
tedavi sonrasinda olmak flizere toplam 34 kemik iligi aspiratindan elde edilen DNA
kullanilarak kapiller elektroforez ile metilasyon seviyesi belirlenmistir. Genomik DNA’da
bulunan 5-metilsitozinin kantifikasyonunu saglayan bu teknik DNA’nin enzimatik
hidrolizinin ardindan elde edilen tek niikleotidlerin floresan markirla muamele edildikten
sonra kapiller elektroforezde ayrilmasi esasina dayanmaktadir. Calismaya dahil edilen 7
hastanin 5’inde ilag tedavisinin %70’in lizerinde demetilasyon sagladigi goriilmistiir.
[lacin genom ebadinda aktivitesini ilk kez gdsteren bu calismada elde edilen sonuglar
demetile edici ilaglarla tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesinde énemli olabilecek yeni 5-
aza-2-deoksisitidin aracili demetilasyon hedefleri ortaya ¢ikarmustir. p21’°in bu hedeflerden

biri oldugu gorilmiistiir (235).

Myeloid hastaliklarda antitiimorijenik etkiye sahip oldugu bilinen 5-aza-2-deoksisitidin ve
histon deasetilaz inhibitorii olan SAHA nin transkriptom degisimlerini nasil yonlendirdigi
konusu heniiz tam anlamiyla aydinlatilmamistir. Bu noktadan yola ¢ikilarak 2007 yilinda
Desmond ve arkadaslar1 5-aza-2-deoksisitidin ve. SAHA’nin myeloid hastaliklarda
transkriptom lizerine global etkisini degerlendirmek amaciyla gergeklestirdikleri
calismalarinda ilag muamelesi sonrast AML hiicre hatti KG-1’de mikrodizin ile genom
ebadinda ekspresyon analizi yapmustir. Analiz sonucunda ilag muamele edilen ve
edilmeyen iki grubun kiyaslanmasi ile 3837 farkli eksprese olan prob set belirlenmistir.
KG-1 hiicreleri erken myeloid progenitor hiicreler olduklari i¢in bu hiicre hattinin
ekspresyon seviyesinin normal CD34+ hematopoietik kok hiicre popiilasyonuyla
karsilastirilmas1 uygun goriilmiis, karsilastirma ile normal CD34+ hiicrelerde eksprese olan
5’ regiilator bolgesinde CpG adacigi bulunduran 39 gen tespit edilmistir. Calismanin
devaminda degisik karyotipe sahip 120 AML hastasinda 1(8;21), t(15:17), inv16,
11923/MLL, kompleks ve normal karyotip olmak iizere her gruptan 20 hasta dahil edilerek
tespit edilen 39 genin ekspresyon seviyeleri belirlenmis, bunlar i¢inden GAS2L1, TFIIS,
EHD3, DRAL, Enolase 2, MX1, ASTML, PXDN genlerinin ekspresyonunda azalma
oldugu goriilmiistiir. Bisiilfit sekanslama teknolojisi ile KG-1 hiicre hattinda ve 3 AML
orneginde 5’regiilatér bolgenin metilasyon analizi yapilmis, herhangi bir CpG metilasyonu

belirlenmemistir (236).
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Ilerleyen yillarda ise yine hipometile edici bir ajan olan, MDS ve AML hastalarinda
terapotik etkisi bilinen 5-azasitidin’in valproik asit ve all-trans retinoik asit (ATRA) gibi
ilaglarla kombine edilerek kullanimimin hastalar {izerindeki etkileri klinik ve giivenlik
acisindan degerlendirildigi bir calisma gerceklestirilmistir. 53 yiiksek riskli MDS ve AML
hastasinin dahil edildigi bu ¢alismada ise global metilasyon belirteci olan LINE assay
kullanilarak metilasyon seviyesi belirlenmistir. 5-azasitidin’in metilasyonu énemli 6lgiide
azalttigt ancak hipometilasyonun tedaviye yanit veren ve vermeyen hastalar arasinda
farklilik gostermedigi tespit edilmistir (237). 5-aza-2-deoksisitidin’in transkriptom ve
metilom tizerindeki etkilerini degerlendiren 6nceki galismalardan (235, 236) farkli olarak
bu calismada uygulanan kombine tedavi yaklasiminin hastalarin klinik tablosu tlizerindeki
etkisi ve tedavi yanitlarinin da ayrintili olarak degerlendirilmis olmasi yoniinden elde

edilen veriler onemlidir.

5-aza-2-deoksisitidin’in hiicre hattt modelinde transkriptom iizerine etkisini degerlendiren
bir bagka caligma ise Serrano ve arkadaslar tarafindan yapilmistir. Genetik lezyonlarin
degisen gen ekspresyon paternine neden oldugu bilgisinden yola ¢ikilarak planlanan bu
calismada diger c¢alismalardan farkli olarak bu kez 5-aza-2-deoksisitidin’in gen
ekspresyonu iizerine etkisinin arastirilmasi yaninda, AML’de en yaygin goriilen
kromozomal lezyonlar olan t(8;21) ve inv(16)’nin olusturdugu flizyon proteinlerinin
16komojenik mekanizmasinin da daha iyi anlasiimasi amaglanmistir. AML’de de en yaygin
goriilen t(8;21) ve inv(16) kromozomal lezyonlart AML1, ETO, CBFB ve MYH11 gibi
onemli genlerin bulundugu kromozom bélgelerini etkilemekte ve bu durum AML1-ETO,
CBFB-MYH11 gibi fiizyon proteinlerinin olusumuyla sonuglanmaktadir. Kromozomal
lezyonlarin olusturdugu anilan fiizyon proteinlerinin transkriptom {izerine etkisini
belirlemek amaciyla Kasumi-1 hiicre hattt AML1-ETO fiizyon geni tasiyan U937 hiicre
hatt1 ve t(8;21) ve inv(16) lezyonlar tasiyan O6rnekler kullanilarak transkriptom analizi
yapilmstir. Ayn1 zamanda iligkili epigenetik lezyonlarin etkisini degerlendirmek {iizere
Kasumi-1, U937t, U937AE hiicreleriyle inv(16) tasiyan hastadan elde edilen hiicrelere 5-
aza-2-deoksisitidin ve histon deasetilaz inhibitorii uygulanarak transkriptomlari analiz
edilmis ve losemik siiregte susturulan genlerin tanimlanmasi hedeflenmistir. Caligsma
sonucunda l6komojenik siirecte deregiile olan 156 genden 59’unun demetile edici ajan ve
HDAC inhibitorleri ile gergeklestirilen tedavi ile normal ekspresyon seviyelerine
ulastiklar1 goriilmiistiir. Bu genlerin AML’de kromatinin yeniden diizenlenmesinde rol

oynadiklar1 vurgulanmistir. Yine ayni ¢alisma kapsaminda 16 AML hastas: ile yapilan
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transkriptom analizi hastalarin genetik yapisi ile transkriptomlarinin korele oldugunu

gostermistir (238).

Myeloid hiicre hatti modelinde 5-aza-2-deoksisitidin indiiksiyonu ile global metilasyon ve
gen ekspresyonu degisimlerinde rol oynayan anahtar yolaklari tanimlamayir amaglayan
diger bir ¢alismada ise onceki ¢alismalardan farkli bir hiicre hatti olan HL60’a 5-aza-2-
deoksisitidin uygulandiktan sonra apoptotik etki, genom boyu metilasyon ve gen
ekspresyon profilleri belirlenmistir. Metilasyon ve transkriptom analizlerinin mikrozidin
teknolojisi ile yapildig1 ¢alisma sonucunda 5-aza-2-deoksisitidin’in uygulamasinin global
DNA metilasyonunu azalttig1 gorilmistiir. Entegre analizlerle, 5-aza-2-deoksisitidin
aracilifiyla demetilasyon ve ekspresyon artis1 goriilen, ¢gogunlugu gelisim ve farklilagma
yolaklarinda bulunan 160 gen tanimlanmistir. 5-aza-2-deoksisitidin’in hiicrelerde
apoptozisi indiikledigi goriilmiis ve apoptozisle iliskili genler iizerine yogunlasilarak,
proapoptotik bir gen olan DAPK1’e ek olarak BCL2L10 da 5-aza-2-deoksisitidin hedefi
olarak tamimlanmistir. Ileriki asamada 58 MDS, 44 de novo AML ve 42 terapi iligkili
myeloid neoplazili (t-MN) hasta olmak {izere toplam 144 hasta Ornegiyle calisilarak
BCL2L10 geninin AML’de en sik anormal metilasyon gosteren genlerden biri oldugu
gosterilmistir. Hipometile edici ajan tedavisi ile indiiklenen metilasyon ve ekspresyon
degisimlerinin kompleks oldugunu vurgulayan ¢alismada epigenetik tedavinin farklilagsma

ve apoptozis gibi onemli yolaklar etkiledigi gosterilmistir (239).

2009 yilinda Jiang ve arkadaglarinin MDS’den AML’ye doniisiimdeki molekiiler
mekanizmay1 agiklamak tizere yaptiklart ¢aligmalarina kadar gegen siiregteki aragtirmalar
cogunlukla hipometile edici ajanlarin etkileri lizerine odaklanmisti. 184 MDS veya AML
hastast ve 6 farkli 16semi hiicre hattinin kullanildigi ¢alismada anormal DNA metilasyonu
ve kromozomal aberasyonlari mikrodizin teknolojilerinden yararlanarak tespit edilmistir.
Calisma kapsaminda DNA metilasyon mikrodizinleri kullanilarak 807 genin 5 diizenleyici
bolgelerinden secilmis 1505 CpG adacigi taranmistir. Yapilan analizler sonucunda klinik
tabloyla korelasyon gosteren bulgular elde edilmistir. Ayn1 zamanda ¢alismaya dahil edilen
orneklerin karyotipleri SNP mikrodizinler kullanilarak belirlenmistir. Hastaligin degisik
basamaklarinda gergeklestirilen metilasyon ve kromozomal aberasyon belirleme
caligmalar1 anormal DNA metilasyonunun hem MDS’den AML’ye geciste tiimor
baskilayici genlerin susturulmasi agisindan hem de klonal varyasyon i¢in 6nemli oldugunu

ortaya koymustur (240).
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5-aza-2-deoksisitidin’in tedavi amach kullanildigt AML hastalarinda genom ebadindaki
aktivitesini belirlemek {izere gerceklestirilen diger kapsamli bir ¢alismada ise 16 AML
hastasindan tedavi éncesinde ve tek kiir 5-aza-2-deoksisitidin tedavisi sonrasinda kemik
iligi Ornegi toplanmis ve metilli DNA {izerinden yapilan yeni nesil sekanslama
calismasiyla DNA metilasyon profili ¢ikarilmistir. 5-aza-2-deoksisitidin’in promotor, CpG
adacik gibi genomik bdlgeler dahilinde metilasyon profili ilizerine etkisini degerlendirmek
icin tedavi dncesi ve tedavi sonrasinda istatistiksel olarak anlamli metilasyon farki gosteren
(DMR-Differentially Methylated Region) bdlgeler tanimlanmigtir. Ayni zamanda
CDKN2B, HIST1H2AA ve GAPDH olmak tizere daha 6nce metilasyon degisiminin rapor
edildigi ti¢ genin calismaya dahil edilen hasta profilindeki degisimi de arastirtlmistir.
CDKNZ2B tedavi oncesi orneklerden sadece birinde, HISTIH2AA geninin ise tiim tedavi
oncesi Orneklerde metile oldugu goriilmiistiir. Housekeeping bir gen olan GAPDH’de ise
ornekler arasinda anlamli bir metilasyon farklilig1 tespit edilmemistir. Bu genler haricinde
Figueroa ve arkadaslarmin yaptigi c¢alisma referans alinarak hayatta kalimin
ongoriilmesinde  smiflayict  oldugu belirtilen 15 genin de metilasyon durumu
degerlendirilmis bunlar i¢inden simniflayict olan SMG6, SRR, E2F1, BLR1 (CXCR5), LCK
genleri hipometile, BTBD3 ve NYNRIN genleri hipermetile bulunmustur. Sonug olarak
yiksek islem hacimli sekanslama yaklasimlarini kullanarak genom ebadinda 5-aza-2-
deoksisitidinin aracili metilasyon degisimlerinin ilk kez ¢ikarildigt bu c¢alismada
hipometile edici ajanin tedavi sonrast kemik iliginde metilasyon degisimlerini 6nemli

olglide indiikledigi gosterilmistir (241).

Ayni yil yayinlanan baska bir calismada ise diisiik riskli MDS’de hastaligin olusum
stirecinde degisen metilasyon ve ekspresyon profili belirlenmeye ¢alisilmistir. Del Rey ve
arkadaglar1 tarafindan gercgeklestirilen bu calisma kapsaminda 83 diigiik riskli MDS hastasi
ve 36 saghkli kontroliin kemik iligi tlizerinden mikrodizin ile metilasyon ve gen
ekspresyon analizleri yapilmistir. Diistik riskli MDS hastalarinda 552 farkli metilasyon
gosteren CpG lokusu tanimlanmis, hipermetile genlerin hipometile genlerden daha sik
oldugu tespit edilmistir. Ayni zamanda mRNA ekspresyon profillemesi ile distiik riskli
MDS ve saglikli kontrol arasinda 1005 genin ekspresyonunda anlamli fark oldugu
belirlenmistir. Epigenetik ve ekspresyon profillerinin entegre analizi diisiik riskli MDS
grubunda hipermetile genlerin % 66.7’sinin ekspresyonunda azalma oldugunu ortaya
koymustur. Yine diisiik riskli MDS grubunda apoptozis yolagini da iceren degisimlerin

molekiiler mekanizmayla iliskili, iki apoptotik gen olan BCL2 ve ETS1 genlerinin ise
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susturulmus  oldugu bulunmustur. Immiin cevap ve RNA biyogenezinin de
hipermetilasyondan etkilendigi, IL27RA ve DICERL1 genlerinin ekspresyonunda azalma
oldugu da c¢alismanin bulgular1 arasindadir. Epigenetik ve ekspresyon caligmalarinin
entegrasyonunu da kapsayan bu ¢alismada sonuglar diisiik riskli MDS hastalarinda anormal
epigenetik regiilasyonun hastalikta merkezi role sahip énemli bir 6zellik oldugunu ortaya

koymustur (242).

Bugiine dek MDS ve AML’de tedavi amacl kullanilan hipometile edici ajanlarin gerek
transkriptom gerekse metilasyon profili iizerinde etkilerini belirlemeye yonelik ¢aligmalar
yapilmis, hangi genlerin bu siirecte etkili oldugu, degisen metilasyon profilinin gen
ekspresyonu tizerinde nasil bir etki gosterdigi gibi sorulara cevaplar aranmis kullanilan

materyal ve tekniklerin miimkiin kildig1 6l¢iide bu sorular kismen cevaplanabilmistir.

2.10. Genomboyu Calismalarda Biyoinformatik Analiz ve Veri Madenciligi

Biyoinformatik, bilgisayar bilimleri ve biyoistatistik ile biyoloji, biyokimya, tibbi biyoloji,
genetik ve fizyoloji gibi biyomedikal bilimlerin birlesiminden olusan disiplinler arasi bir
calisma alanidir. Bu bilim alaninda, 6zellikle genetik veri setleri olmak iizere biiyiik
biyolojik veriler kullanilarak matematik, istatistik ve bilgi teknolojileri esliginde biyolojik

sorularin ¢oziimlenmesine yonelik ileri analizler gergeklestirilmektedir.

Insan genom projesinden elde edilen veriler yaninda birgok model organizmanin da genom
dizisinin belirlenmesi genom ebadinda analizlere ciddi bir ivme kazandirmistir. Mikrodizin
ve yeni nesil sekanslama teknolojileri gibi islem hacmi yiiksek tekniklerin kullanimu ile
elde edilen verinin analizinde veri madenciligi (VM, Data Mining) yontemleri bu noktada
arastirmacilarin en biiyiik yardimcisi haline gelmistir. Son yillarda ¢ok boyutlu verilerde
veri madenciligi yaklasimlarina siklikla basvurulmaktadir. Elde edilen verileri dogru ve
yansiz bi¢imde analiz edebilecek istatistiksel modellerin kullanimi da biiylik 6nem

tasimaktadir.
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Sekil 2. 20. Bilgi kesfi siirecinde veri madenciligi (243)

Yiksek olgekli genetik ¢alismalardan elde edilen ham veri setinde gizlenmis biyolojik
anlamin ortaya ¢ikarilmasi ve verinin bilgiye dontstiirilmesi biyoinformatik analizler ve

veri madenciligi yaklasimlari ile miimkiin olmaktadir.

51



3. GEREKCE VE AMAC

Myelodisplastik sendrom, kemik iliginde inefektif hematopoiezis sonucunda periferik
kanda sitopenilerin (degisik derecelerde ve kombinasyonlarda anemi, ndtropeni ve/veya
trombositopeni) goriildiigii klonal hastaliklarin heterojen bir grubudur. MDS, sitogenetik,
molekiiler ve epigenetik degisimlerin etkisiyle klonal gelisim gosteren ¢ok faktorlii ve ¢cok
basamakli bir patogeneze sahiptir. MDS’nin patogenezine ait molekiiler mekanizmanin
aydinlatilmasinda yol gosterici nitelikte ve 6nemli katkilar saglayan pek ¢ok arastirma ile

hastalikla iliskili molekiiler degisimler tespit edilmistir.

MDS’de hastalarin klinik acidan genis Olciide degiskenlik gostermesi gerek hastalik
teshisini gerekse alt gruplarin birbirinden ayrimini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle teshis icin
morfolojik ve sitogenetik farklilasmanin Otesinde hastalarin transkriptom, genom ve
metilomlariin da ¢alisilmasi ve bu amagla yapilacak tiim genetik ve epigenetik analizlerde
gelisen teknolojiye paralel olarak yiiksek islem hacimli, genom ebadinda analiz yapmay1

miimkiin kilan yeni tekniklerin uygulanmasi 6nemli bir yaklasim olarak goriilmektedir.

MDS olusumunda da Onemli bir bilesen olan epigenetik degisimlerin malignant
gelisimdeki 6neminin daha iyi anlagilmasi ve epigenetik degisimlerin geri doniistiiriilebilir
olmasi1 onlar terapotik yaklagimlarda ilgi ¢ekici bir hedef haline getirmistir. Epigenetik
regiilasyondan sorumlu ve deregiilasyona neden olan bélgelerin tanimlanmasi demetile
edici ajanlarin ve histon deasetilaz inhibitorlerinin kanser de dahil olmak tizere epigenetik

temele sahip hastaliklarin tedavisinde kullanimi1 giindeme gelmistir.

5-azasitidin ve 5-aza-2-deoksisitidin gibi hipometile edici ajanlar MDS ve AML
tedavisinde kullanilmaya baglandiktan sonra DNA metiltransferaz inhibitorii olan ilaglara
yonelik ivme kazanan caligmalarda hipometile edici ajanlarin etki mekanizmasi ve
hedefleri sorgulanmis, gerek MDS ve AML hiicre hatlarinda gerekse MDS ve AML
hastalarinda transkriptom ve metilasyon iizerine etkisini arastiran c¢alismalar yapilmistir.

Bu calismalar Sekil 3.1°de 6zetlenmistir.
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HIPOMETILE EDICI AJAN
ONCESI ve SONRASI
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Sekil 3. 1. MDS ve AML’de hipometile edici ajanlarin etkisini aragtiran genom boyu

metilasyon ve transkriptom ¢alismalarinin 6zeti
YKapiller elektroforez ile, > LINE metilasyonu

MDS ve AML’de hipometile edici ajanlarin etkisi yaninda dogrudan hastalik siirecinde
degisen gen ekspresyon ve metilasyon paternini belirlemek iizere de c¢aligmalar

gergeklestirilmistir (Sekil 3.2).

[ MYELODISPLASTIK SENDROM ] [ AKUT MYELOID LOSEMI ]

[Genomboyu transkriptom ve/veya ] "~

metilasyon analizi (Jiang 2009, Del Rey
2012)

Sekil 3. 2. MDS’de metilasyon profilini belirlemeye yonelik yapilan ¢aligmalarin 6zeti
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Cizelge 3. 1. Tez calismasi ve benzer yaymlarin karsilastirilmasi

Tez calismasi Yan et al. Rey et al.
Hasta profili MDS, MDS transforme | AML Diisiik riskli MDS
AML
Kullanilan 5-azasitidin tedavisi 5-aza- 2- Tedavi yok
hipometile edici oncesi ve sonrasi deoksisitidin

ajan- érnek alma
zamani

tedavisi Oncesi ve
sonrasl

Kiir 4 kiir Tek kiir
Metilasyon Nimblegen 2.1 deluxe Yeni nesil dizileme | 12 K CpG array
analizinde promotor array

kullamilan teknoloji

Ekspresyon analizi

QRT-PCR ile hedef
genlerin ekspresyon
analizi

Mikrozidin ile genom
boyu ekspresyon analizi

Konuyla ilgili bugiine dek yapilan arastirmalara bakildiginda caligmamiza benzerlik

gosterenler bulunmakla birlikte asagida detaylar1 verilen nedenlerden dolayr g¢alismamiz

Ozgiinliik arz etmektedir.

e Hipometile edici ajanlarin transkriptom ve metilasyon degisimleri tizerindeki

etkilerini inceleyen Sekil 3.1°de 6zetlenen ¢alismalarda siklikla demetile edici ajan

olarak 5-aza-2-deoksisitidin’in kullanildig1 dikkat ¢ekmektedir. Aym1 zamanda

ajanin etkisi tek kiir uygulamadan sonra degerlendirilmektedir (241). Bununla

birlikte

hipometile

ajanin

tek  basina

kullaniminin

etkisinin  yaninda

histondeasetilaz inhibitorii gibi baska ilaglarla kombine edilerek kullaniminin

etkinligi ve etkisi de sorgulanmigtir (236-238). Bu noktada c¢aligmamizda

hipometile edici ajan olarak 5-azasitidin kullanilmis (sadece hipometile edici ilag

tedavisi) ve hastalardan tedavi Oncesinde ve 4. Kiir tedavi sonrasinda Ornek

alinmustir.

e Yapilan calismalarda Onemli bir diger konu da kullanilan materyallerdir.

Arastirmalarda ¢ogunlukla myeloid hiicre hatlarinin tercih edilmesi ve bu hiicre

hatlarinin primer tiimor hiicrelerini birebir yansitamiyor olmasi da &nemli bir

eksiklik olarak goze carpmaktadir. Hiicre hatlar1 yaninda hasta orneklerinin de

calismaya dahil edildigi arastirmalarda ise bu Ornekler ¢alismanin ileriki

asamalarinda elde edilen verilerin validasyonu i¢in kullanilmistir. Tabii Ki

dogrudan hasta ornekleri lizerinden gergeklestirilen ¢alismalar da bulunmaktadir.
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Bunlarda ise sitogenetik anomaliye sahip AML hastalari, de novo AML hastalar1 ya
da disiik riskli MDS hastalarinin ¢alismaya dahil edildigi goriilmektedir.
Calismamizda MDS (RAEB-1 ve RAEB-2-yiiksek riskli MDS) ve MDS’den

AMIL.’ye doniisiim gosteren hastalarin kullanilmasi da ayirict bir 6zelliktir.

MDS ve AML’de genom boyu analizler bashigi altinda bahsedilen iki arastirma
yaklasim ve amag itibariyle ¢alismamiza benzemekle birlikte hasta profili ve
kullanilan teknolojiler bakimindan farklilik arz etmektedir (Cizelge 3.1). Yan ve
arkadagslarinin ¢aligmasinda sitogenetik anomaliye sahip AML hastalarinda tek kiir
5-aza-2-deoksisitidin tedavisinin etkisi yeni nesil sekanslama teknolojisi ile
incelenmistir. Del Rey ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen ¢alismada ise
diisitk riskli MDS hastalarinda 12K CpG mikrozidini ile metilasyon ve ekspresyon
mikrodizini ile transkriptom profili ¢ikarilmistir. Calismamizda metilasyon
analizleri i¢in kullanilan Nimblegen 2.1 deluxe promotor arrayler daha fazla

sayida genomik bolgeyi ve CpG adacigini temsil eden prob bulundurmaktadir.

Calismamizda MDS ve MDS kokenli AML tanis1 konmus ve 5-azasitidin tedavisi almasi

uygun goriilen hastalardan tedavi Oncesi ve sonrasinda ve saglikli kontrollerden alinan

kemik iligi aspiratlarindan izole edilen DNA iizerinden promotor arrayleri kullanarak

gerceklestirilen genom ebadinda metilasyon analizi ile tedavi oncesi ile tedavi sonrasi,

tedavi oncesi (esli) ornekler ile saghkl kontrol, tedavi oncesi (tek) ornekler ile saghkh

kontrol, tedavi 6ncesi (tiim) érnekler ile saghkh kontrol, ve tedavi sonrasi ile saghkh

kontrollere ait metilasyon profillerinin karsilagtirilmast ile;

Farkli metilasyon gosteren kromozom bdlgeleri ve bu bolgelerde bulunan genlerin
tespit edilmesi

Genler iizerinden gerceklestirilecek gen ontoloji, zenginlesme ve yolak analizleriyle
MDS ve AML patogenezinde Onemli olabilecek genlerin ve yolaklarin
belirlenmesi,

Anormal DNA metilasyonu ile hastaligin olusumunda ve ilerlemesinde rol oynayan
muhtemel genlerin tespit edilmesi

Farkli metilasyon gosteren kromozom bolgelerindeki genlerden yola ¢ikilarak

yapilacak ileri analizlerle yiiksek heterojenite gosteren MDS’nin teshis ve
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tedavisini daha etkin ve basarili kilacak olan yeni molekiiler belirteglerin
tanimlanmasi

e Belirlenen genler ¢er¢evesinde MDS’den AML’ye transformasyonda rol oynayan
mekanizmanin  aydinlatilmasina  yonelik molekiiler aciklamalara katkida

bulunulmas1 amaglanmustir.

Tedavi Oncesinde ve sonrasindaki metilasyon profillerinin karsilastirilmasi ile tedavi
oncesinde MDS’de varlig1 bilinen anormal metilasyonun hangi gen bdolgelerini etkiledigi,
tedavi amagli kullanilan ve global bir hipometile edici ajan olan 5-azasitidin’in hangi

bolgelerde metilasyonu geri doniistiirdiigii de tespit edilecektir.

Tez kapsaminda MDS tedavisinde kullanilan 5-azasitidin’in metilasyon profili iizerine
etkisinin ortaya konmasi ve hastaliin altinda yatan molekiiler mekanizmanin
aydinlatilmasina yonelik 6nemli verilerin elde edilmesi miimkiin olacaktir. Bu bilgiler
ayrica hastaligin teshis ve tedavisinde yol gosterici olabilecek yeni molekiiler belirteglerin
tanimlanabilmesine ve yeni tedavi alternatifleri gelistirilebilmesine 6nemli katkilar

saglanacaktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilimdali, Dr. Abdurrahman Yurtaslan
Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi ve Diskapt Yildirim Beyazit Egitim ve
Arastirma Hastanesi’nden goniilli onam formu imzalatilan hastalardan ve saglikli

kontrollerden alinan kemik iligi aspirasyonlar1 (30 ml) ¢alismaya dahil edilmistir.

Calismaya dahil edilen bireylerden bilgilendirilmis goniillii onam formu alinmistir. Bu
calisma icin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 08.06.2009 tarih ve
153-4847 karar nolu etik kurul onay1 alinmistir.

Calismaya dahil edilme Kriterleri

e (Calismaya katilmay1 kabul etmis olma
e Kemik iligi yetmezligi 6n tanisi ile alinan biyopsi 6rneginden MDS veya AML
tanis1 almis olup tedavide 5-azasitidin kullanma endikasyonu bulunma

e Hastalarin tedavi protokoliiniin ayn1 olmasi

Calismaya dabhil edilmeme kriterleri

e (Calismaya katilmay1 kabul etmemis olma

e Kemik iligi yetmezligi 6n tanisi ile alinan biyopsi 6rneginden MDS veya AML
tanist disinda bir tani almis olmak

e Kemik iligi yetmezligi 6n tanisi ile alinan biyopsi 6rneginden MDS veya AML

tanis1 almig ancak tedavide 5-azasitidin (VIDAZA) kullanmamis olma

Saghklh kontrol secim kriterleri

e (alismaya katilmay1 kabul etmis olma
e 18 yasindan biiylik olma

e Kemik iligi dondrii olmaya uygun olma ve baska hastaligi bulunmama

57



Cizelge 4. 1. Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrollere iligkin sayisal bilgiler

Tedavi sonrasi

Ornek Hastahk Y a§/ e Bla.s!:. orant ornek alma
numarasi Cinsiyet | (tedavi dncesi) d
urumu
11/04 MDS ilisili AML 64-K 26 -
11/13 MDS iligili AML 66-E 20 +
11/14 MDS RAEB II 80-E 10 +
11/15 MDS iliskili AML/RAEB 2 78-E 12-22 +
11/17 AML 61-K >20 -
11/22 AML M2 66-K >20 -
11/23 AML 61-K 70 +
11/24 MDS-RAEB1 41-K 8 +
12/20 AML 80-E 23 +
12/21 AML 75-K 52 -
12/22 MDS-RAEB II 78-E 17 +
12/24 MDS-AML 62-E >20 -
12/35 MDS-AML-M6 67-E >20 -
12/36 MDS-AML 78-E 19 +
12/70 MDS-RAEB lI 61-E 15 +
12/71 MDS-RAEB II 57-E 10 +
12/72 MDS-RAEB lI 78-E 15 -
12/73 MDS-RAEB Il 60-E 14 +
12/74 MDS-RAEB II 63-K 16 +
12/75 MDS-RAEB lI 55-E 14 -
12/76 MDS RAEB | E 9 -
12/81 MDS RAEB | 72-E 7 -
12/82 MDS 60-E 1 +
12/83 MDS-RAEB lI 63-K 10 -
12/84 MDS-AML 83-E >20 +
13/01 MDS-KMML 77-K -
13/02 MDS-AML E >20 -
13/25 MDS-AML K 20 +
13/26 MDS-KMML 72-K 5 +
13/27 MDS-RAEB lI 30-K 10 +
13/53 MDS E -
13/54 AML 79-E 70 -
13/76 MDS-RAEB lI 66-E 12 +
12/78 saglikli kontrol K - -
13/29 saglikli kontrol E - -
13/75 saglikli kontrol E - -
13/85 saglikli kontrol K - -
13/271 saglikli kontrol E - -
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4.2. Yontem

| Ormeklerin toplanmasi |

O

| Mononiikleer hiicrelerin ayrismiimasi |

4

CD34+/CD117+/CD133+ hiicrelerin

g ayrnsmimast ;

I FenolKkloroformla DNA izolasyonu I I TRIReagentile RNA izolasyonu I
| DNAve RNA'nm sp ektrofotometrik analizi | | QRT Realtime PCR I

A4

| Metilli DNAnm ciktiiriilmesi (meDIP) |
I Genomik DNA ‘nmm amplifikasyonu (WGA) I

A4

QIA quick PCR Purification Kit ile
piirifikasyon

T

| NimbleGen DNA metilasyon array I

T

| Biyoinformatik analiz |

Sekil 4. 1. Yontem akis semasi

4.2.1. Kemik iligi Aspirasyonu

Calismanin birlikte yiriitildigi ilgili doktorlar tarafindan hastalarin kalga kemigine 6zel
bir igne ile girilerek (lokal anestezi altinda) 30 ml kemik iligi siringa yardimiyla alindi.
PBS + 2 mM EDTA + % 0.5 BSA’dan olusan soliisyonda muhafaza edildi.

4.2.2. Kemik iligi Aspiratindan Mononiikleer Hiicrelerin Ayristirllmasi

e Kemik iligiyle 1:1 oranindaki Biocoll (Biochrom, L6115) iizerine, PBS + 2 mM
EDTA + % 0.5 BSA’dan olusan soliisyonla karistirilmis kemik iligi aspirati pastor
pipetiyle yavasca damlatildi.

e 445 g’de 35 dakika santrifiij edildi.

e Pastor pipetiyle aradaki bulutumsu beyaz faz alinarak temiz tiipe aktarildi.
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Mononiikleer hiicreler ayristirildiktan sonra bunlarin i¢cinden hematopoietik kok

hiicrelerin izolasyonu gerceklestirildi.

4.2.3. CD34"/CD117'/CD133" Hematopoietik Kok Hiicrelerin Izolasyonu

Lineage Cell Depletion Kit (MACS, 130-092-211) kullanilarak, kit protokolii uyarinca
CD34"/CD117*/CD133" hiicreler izole edildi.

4.2.3.1. Manyetik Isaretleme

M w0 np e

9.

Hiicre siispansiyonu 300 g’de 10 dk santriftij edildi.

Siipernatant pipetle atild1.

Her 107 hiicre icin 40 ul buffer eklenerek hiicre peleti kaldirildi.

Her 10 hiicre i¢in 10 pl Biotin-Antibody Cocktail eklendi, iyice karistirilarak 10
dk 4-8 °C’de bekletildi.

Her 10" hiicre igin 500-1000 pl buffer eklenerek hiicreler dikkatlice yikandi ve
300g’de 10 dk santrifiij edildi.

Stipernatant pipetle tamamen uzaklastirildi. Her 10" hiicre i¢in 80 ul buffer
eklenerek hiicreler dikkatlice kaldirildu.

Her 10" hiicre icin 20 pl Anti-Biotin MicroBeads eklendi, iyice karistirilarak tekrar
15 dk 4-8 °C’de bekletildi.

Her 10 hiicre igin 500-1000 ul buffer eklenerek hiicreler dikkatlice yikandi ve 300
g’de 10 dk santrifiij edildi.

Siipernatant pipetle tamamen uzaklastirildi.

10. Hiicre peleti 500 pl bufter i¢inde siispanse hale getirildi.

4.2.3.2. LS Kolonlarla Manyetik Ayristirma

Uygun MACS seperatore yerlestirilen manyetik alan i¢indeki kolon 3 ml buffer ile
yikandi.

Hiicre siispansiyonu kolona uygulandi.

Kolon ii¢ kez 3 ml buffer ile yikanarak istenmeyen hiicrelerin kolonda kalmas1 ve

istenen hiicrelerin ise eliie edilerek tiipte toplanmasi saglandi.
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izole edilen CD34/CD117*/CD133" hiicrelerin bir kismi DNA (2/3) bir kismi1 da RNA
(1/3) izolasyonu ig¢in ayrildi.

4.2.4. Fenol -Kloroform-izoamilalkol Yéntemi ile DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda Kullanilan soliisyonlar

Sodyum Tris EDTA (STE)

0.1 M NacCl (S5886)

10 mM Tris HCI pH: 8.0 (Sigma T5941)
1 mM EDTA pH: 8.0 (Sigma E5134)
%10’luk Sodium dodecyl sulfate (SDS)

100 g SDS (Scharlau SD0010) 900 ml suda ¢ozdiiriildii ve son hacim 1000 ml’ye
tamamlandi. HCI (Riedel-de Haen, 07102) ile pH metrede (CRISON pH meter Basic 20)
pH: 7.2’ye ayarlandi. 0.2 um capli filtreden (Sartorius Minisart) gecirilerek steril edildi.

Sodyum Asetat (Na asetat)
408.1 g Sodyum Asetat (Sigma S2889) 800 ml distile suya ilave edilerek manyetik

karistirici (Daihan Scientific) yardimiyla ¢ozdiiriildii. Son hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

Asetik asitle pH: 7’ye ayarlanarak otoklavlandi (Hirayama Hiclave HVA-110).

1. Hiicrelerin tizerine 500 pl STE, 30 ul %10’ luk SDS ve 20 pl Proteinaz K (~20
mg/mL), Fermentas EO0491) ilave edilerek tiipiin agz1 parafilm ile kapatildi.
56°C’ye ayarlanan su banyosunda bir gece inkiibasyona birakildi.

2. Su banyosundan alman tiipe 25:24:1 oranindaki Fenol: Kloroform: izoamilalkol
(AppliChem, A0944) karisimindan 500 pl ilave edildi. Beyaz renk alincaya kadar
vorteks yardimiyla karistirildi. 13000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

3. Tipiin ylizeyinde olusan iist faz pipetle alinarak temiz bir tiipe aktarildi. Fenol-
kloroform asamasi tekrarlandi.

4. Temiz tiipe alinan siipernatant tizerine 1000 ul %95°lik etanol (AppliChem, A3678)
ve 1/10 oraninda 3M Sodyum Asetat konuldu.

5. DNA beyaz yumak seklinde goriiniir hale gelinceye kadar tiip yavasega alt iist edildi.
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6. Tiipler 4°C’de 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

7. Alkol uzaklastirildi.

8. 500 ul %70’lik soguk etanol eklendi. Pelet halindeki 6rnek tiipiin dibinden
kaldirildi.

9. 4°C’de 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

10. DNA kaybedilmeden alkol uzaklastirildi. Tiipiin agz1 agik birakilarak alkoliin iyice
ucmast saglandu.

11. Kurutma isleminden sonra pelet iizerine peletin biiyiikliigiine gore distile su
eklenerek 37°C’de 3-4 saat bekletildi. DNA sonra kullanilmak {izere 4°C’de

saklandi.

4.2.5. RNA izolasyonu

1. 5-10 x10° hiicre igin 1 ml TRI reagent (Sigma, 93289) eklenerek -80’¢ kaldirildi.
Ornekler -80°den alinarak 5 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

2. 12000g’de 10 dk 4°C de santrifiij edildi ve siipernatant temiz tiipe aktarildi.

3. Her 1 ml TRI reagent i¢in 100 pl BCP (Sigma, B9673) eklendi. lyice karistirilarak
(15 sn) oda 1s1sinda 5-15 dk inkiibe edildi.

4. 12000 g’de 10-15 dk 4°C de santrifiij edilir ve siipernatant temiz tiipe (1.5 ml)
aktarildi.

5. Her 1 ml TRI reagent i¢in 500 ul isopropanol (AppliChem, A3928) eklendi, 5-10
saniye vorteklendi ve oda 1sisinda 5-15 dk inkiibe edildi.

6. 12000 g’de 8 dk 4-25°C’de santrifiij edildi ve siipernatant pelet dagitilmadan
uzaklastirildi. Presipite RNA beyaz pelet seklinde gortildii.

7. 1 ml %75’lik etanol her 1 ml TRI reagent i¢in eklenerek RNA peleti yikandi.

8. 7500 g’de 5 dk 4-25°C de santrifiij edildi. Alkol uzaklastirildi.

9. RNA pelet boyutuna gore 40-100 pl niikleazsiz suda birkac kez pipetaj yapilarak

¢ozdiiriildi.
4.2.6. DNA ve RNA Orneklerinin Spektrofotometrik Analizi

DNA ve RNA Orneklerinin  safligt  ve Kkonsantrasyonunun belirlenmesi igin
spektrofotometre (NanoDrop, ND1000) kullanilarak 6l¢iim yapildi. 260 nm DNA ve
RNA’nin, 280 proteinin ve 230 ise fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga boyudur.

DNA’nin saflig1 degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlarina bakildi. 260/280
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oranlarimnin 1.7-1.9 arasinda ve A260/ A230 oraninin ise 1.8-2.2 olmasina dikkat edildi.

RNA o6rnekleri i¢in ise A260/A280 oranlariin 1.85-2 arasinda olmasina dikkat edildi.

4.2.7. DNA ve RNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

5XTBE (Tris-HCI, Borik asit, EDTA)

54 g Trisma Base (Sigma T6066)

27.5 g Borik asit (Sigma B6768)

20 ml 0.5 M EDTA (Sigma E5134) deiyonize suyla (ddH,0O) 1000 ml’ye tamamlanarak

hazirlandi.

DNA Ladder (Fermentas Gene Ruler 100 bp Ladder Plus)
Ladder’a 166 pl 6x Loading Dye (Fermentas 0611) ve 734 ul distile su eklenerek

vortekslendi.

%1’lik Agaroz Jel

Hassas terazide (Shimadzu BX320H) tartilan 1g agaroz (Sigma A 5093-500G) 1x TBE
ile100 ml’ye tamamlandi. Mikrodalga firinda ¢oziilmesi saglanan jel biraz sogutulduktan
sonra 5 pl Red Safe (Intron Biotechnology, RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution,
katalog no: 21141) eklenerek jel tablasina dokiildii ve polimerize olmasi i¢in 20-30 dakika
bekletildi.

%1°lik agaroz jel elektroforez tankina yerlestirildi. 2 ul DNA, 4 ul 6x Loading Dye ile
karistirilarak jele yiiklendi. Ornekler 100 voltta 30 dakika yiiriitiildii. UV gériintiileme
sistemi (Syngene Gene Genius Bio Imaging System) kullanilarak goriintiilendi ve termal

yazici (SonyUP-D895) ile ¢ikt1 alindi.
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4.2.8. Metilli DNA’nin Immiinopresipitasyonu

1. 100 ng/ul DNA 6rnek konsantrasyonuna bagli olarak degisen hacimlerde (50-300
ul) 1.5’Iuk tiipte hazirlanarak optimize edilen kosullarda 300-500 bp uzunlukta
olacak sekilde pargalandi.

2. Pargalanan Ornekler %1.5’luk agaroz jelde yiiritilerek 6rneklerin beklenen
uzunlukta olup olmadig1 kontrol edildi.

3. P inkiibasyon miksi hazirlandi.

Reaktif Miktar
Buffer A 24 ul
Buffer B 6 ul

positive meDNA control | 1.5 pl
negative unDNA control | 1.5 ul
Hzo 45 p.l
Toplam 78 pl

4. Immiinopresipite edilecek (IP) ve kontrol (INPUT) i¢in kullanilacak DNA 6rnegi
icin iki ayr1 tlip hazirlandu.

o “IP” tiip i¢in: 65 IP mix + 10 pl DNA 6rnegi konuldu.

e “INPUT” tiip i¢in: 13 ul IP mix ve 2 ul DNA konuldu. DNA eliisyonu agamasinda
kullan1lmak tizere input tiip 4°C’ye kaldirild1.

5. IP 6rnekler 95°C’de 3 dk inkiibasyona birakildi. Ardindan hemen buza alindi. 4°C
kisa bir santrifiij yapildi.

6. 0.3 ul antibody, 0.6 pl Buffer A, 1.1 pl su ve 2 pl Buffer C’den olusan diliie edilmis
antikor miksi hazirlandi.

7. Her bir IP tiipline 5 pl diliie edilmis antikor miksi konuldu.

8. 20 ul meDNA-IP blocked beads eklendi.

9. Rotating wheel’de 4°C’de 4 saat inkiibasyona birakildi.
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Sekil 4. 2. Metilli DNA’nin Immiinopresipitasyonu

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.

IP 6rneklerine 450 pl Wash buffer-1 eklendi.

4°C’de 5 dk rotatorda ¢evrildikten sonra 4°C’de 6000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Siipernatant atildi. Yikama isglemi tekrarlandi. Wash buffer-1 ile bir kez daha
yikama yapildi.

Sonra buzda bekletilen wash buffer-2 ve ardindan wash buffer-3 ile yikama yapildi.
Wash buffer-4 ile iki kez de yikama yapildiktan sonra wash buffer pipetle
uzaklastirildi.

DNA eliisyonu ve pirifikasyonuna gegildi. Input ornekler 4°C’den alinarak
santriflij edildi ve IP 6rneklerle birlikte caligildi.

Hem IP 6rnekleri hem de input 6rnekler i¢in 360 pl Buffer D, 40 ul Buffer E ve 16
pl Buffer F’den olusan eliisyon buffer hazirlandi ve tiiplere eklendi.

Termoshakerda 10 dk 65 °C’de 1000-1300 rpm’de inkiibe edildi.

Oda sicakligina alinan oOrneklere ayni hacimde fenol/kloroform/izoamilalkol
eklendi.13000 rpm’de 2 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.

Ustteki s1vi faz yeni bir 1.5°luk ependorfa alind.

Ayn1 hacimde fenol/kloroform/izoamilalkol eklendi.

13000 rpm’de 2 dk oda 1s1sinda santrifiij edildi.

Ustteki s1vi faz yeni bir 1.5’luk ependorfa alind.

DNA co-precipitant buzda eritildi.

Her bir tipe 5 pul meDNA-IP co-precipitant ve 40 ul meDNA-IP precipitant

eklendi.
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24.
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.
32.

Her bir tiipe 1ml % 100 soguk etanol eklenerek iyice karistirildi.

-20°C’de 30 dk bekletildi.

25 dk 14000g’de 4°C’de santrifiij yapildi.

Stipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve pelet lizerine 500 pul %70’ lik soguk etanol
eklendi.

10 dk 14000 g’de 4° C’de santrifiij yapildi.

Stipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

Tiipler 30 dk oda 1s1sinda kalan etanoliin ugmasi i¢in birakildi.

Ornekler iizerine 50 ul TE eklendi.

Tipler oda sicakliginda shakerda 30 dk 12000 rpm’de tutularak peletin ¢6ziilmesi

saglandi.

4.2.8.1. Immiinopresipitasyon Veriminin Degerlendirilmesi

50 wl piirifiye DNA’nin (hem IP hem de input 6rnekler) 10 ul si yeni bir tiipe alinarak

tizerine 35 pl su ilave edildi.

Reaktif Miktar
Master mix 12.5 wl
Primer Pair 1 ul
Diliie piirifiye DNA | 5 ul

Su 6.5 ul
Toplam 25 ul

gPCR’da kullanilan primer ciftleri ve beklenen amplifikasyon durumlar1 Cizelge 4.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 4. 2. qPCR’da kullanilan primer ¢iftleri ve beklenen amplifikasyon durumlari

Primer Cifti Input DNA 6rnegi  Metilli DNA (IP)

amplifikasyonu amplifikasyonu
Human meDNA primer ¢ifti (AlphaXx1) + +
Human unDNA primer ¢ifti (GAPDH) + -
meDNA pozitif kontrol primer ¢ifti 1 + +
meDNA pozitif kontrol primer cifti 2 + +
unDNA negatif kontrol primer ¢ifti 1 + -
unDNA negatif kontrol primer ¢ifti 2 + -

+ amplifikasyon olmas1 beklenen, - amplifikasyon olmas1 beklenmeyen
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95°C 7 dk

95°C 15 sn

60°C 1 dk

95°C 1 dk kosullarinda 40 dongii amplifikasyon yapildu.

4.2.9. Tiim Genom Amplifikasyonu

Tiim genom amplifikasyonu i¢in GenomePlex® Complete Whole Genome Amplification

Kiti (WGA-2, Sigma) kullanildu.

1. Baslangi¢c materyali olan 10 ng DNA iizerine 2 pl 1x Library Preparation Buffer ve
1 pl Library Stabilization Solution eklendi.

2. lyice vortekslendi, santrifiij edildikten sonra 95 °C’de 2 dakika termal cyclerda
bekletildi.

3. Ornek hemen buza alind1 ve kisa bir santrifiij yapilarak tekrar buza alind.

4. Ornek iizerine 1 pl Library Preparation Enzyme eklenerek vortekslendi ve kisa bir
santrifiij yapildi.

5. Asagida belirtilen kosullarda termal cyclerda inkiibe edildi.

16 °C 20 dakika
24 °C 20 dakika
37 °C 20 dakika
75 °C 5 dakika
4°C

6. Ornekler termal cyclerdan almarak spin yapildi.

7. 7.5 pl 10X Amplification Master Mix, 47.5 ul su ve 5 ul WGA DNA Polymerase
reaktifleri kullanilarak master mix hazirlandi ve orneklere eklendi. Vortekslendi,
kisa bir spin yapilarak asagidaki termal cycler kosullarinda inkiibasyona birakildi.

Baslangi¢ denatlirasyonu 95°C 3 dk
Denatiirasyon 94°C 15 sn
Annealing/ uzama 65°C 5 dk
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4.2.10. PCR Piirifikasyonu

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Katalog no: 28106) protokolii takip edilerek

ornekler piirifiye edildi.

1. Bir hacim PCR 06rnegi lizerine 5 hacim Buffer PB konularak karistirildi.

2. QIAquick spin kolon 2ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi ve DNA’nin baglanmasi
i¢in 6rnek kolona uygulandi.

13000 rpm’de 30-60 sn santrifiij edildi. Tiipe gecen kisim uzaklastirildi.

Kolon tekrar ayni tiipe konuldu.

Yikama i¢in 0.75 ml Buffer PE eklenerek 13000 rpm’de 30-60 sn santrifiij edildi.
Dipteki kisim dokiilerek QIAquick spin kolon ayni tiipe tekrar yerlestirildi.

N oo g M~ w

1 dk maksimum hizda santrifiij edildi. QIAquick spin kolon 1.5’luk temiz bir tiipe
konuldu.

8. DNA eliisyonu i¢in 50 pl su membran merkezine konularak 1dk 13000 rpm’de
santrifiij edildi.

4.2.11.Metilasyon Analizi

Ornek hazirlama
Array yikama

I Hibridizasyon

b * ’ * Data analizi

Sigmalvizn
— (1™ 4 -
= e =—
e e P |

o ome, =

E.k.rir

Sekil 4. 3. Metilasyon analizi ¢alisma akist
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10.

11.
12.
13.
14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

Orneklerin kalite kontrolii Agilent Bioanalyzer ve RNA 6000 Nano Assay Reagent
Kit (Katalog no: 5067- 1511) kullanilarak gergeklestirildi.

Hem IP hem Input 6rnekler i¢in 3.5 pg DNA ile baslandi.

NimbleGen Dual-Color DNA Labeling Kit (Katalog no: 06 370 250 001) protokolii
takip edilerek ornekler isaretlendi.

Cy3-Random ve Cy5-random nonamerler kullanilarak IP 6rnek Cy-5 ile ve Input
ornek Cy-3 ile boyandi.

15 ml’lik tiipte 2200 pl random primer buffer, 4 ul B-Merkaptoetanolden olusan
soliisyon hazirlandi.

Cy-3 Random ve Cy-5 Random nonamerler kisaca santrifiij edildi ve 1050 pl
hazirlanan soliisyon ile diliie edildi.

IP ve input 6rnekler 1 pg olacak sekilde PCR tiiplerine alindu.

Diliie edilen 40 pl Cy3 random nonamerler ve 40 pl diliie Cy5 random nonamerler
kullanilarak son hacim 80 pl’ye PCR grade su ile tamamlandi.

Ornekler 98 °C’del0 dakika denatiire edildi ve 2 dk buzlu suda bekletildi.

10 ul ANTP mix (10 mM), 8 ul PCR grade su ve 2 pl Klenow Fragment (3°-5 exo)
den olusan dNTP/Klenow master miksi hazirlandi ve denatiire edilen OGrnekler
tizerine eklendi.

10 kez pipetaj ve ardindan ve kisa bir spin yapildi.

37 °C’de 3 saat inkiibasyona birakildi.

21.5 pl Stop soliisyonunun eklenmesiyle reaksiyon sonlandirildi.

Ornekler kisaca vortekslendi, spin yapildi ve 110 ul izopropanol iceren tiiplere
konuldu.

Iyice vortekslendi ve +15 - 25°C°de 10 dakika 1s1ktan korunarak inkiibe edildi.
12000 g’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant pipetle uzaklastirildi.

500 ul %80°1ik soguk etanol ile yikanan pelet birkag kez pipetaj yapilarak yerinden
oynatildi.

12000 g’de 2 dk santrifiij edildi siipernatant pipetle uzaklastirildi.

Bilesenler kuruyana kadar (yaklasik 5 dk) Speed vac’da diisiik sicaklikta kurutuldu
ve bu siirecte 1s1ktan korundu.

Tiipler kisaca santrifiij edildi ve her bir peleti ¢6zdiirmek igin 25 pul PCR grade su
eklendi.

30 sn vortekslendi ve kisa bir spin yapildi.
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22.

23.

24.

25.

26.

217.
28.

29.

30.
31.

32.
33.

Pelet tamamen ¢o6ziilene kadar vortekslemeye devam edildi. Tekrar kisa bir spin
yapildi.

Orneklerin konsantrasyonunu belirlemek i¢in nanodropta spektrofotometrik l¢iim
yapildi.

Hem IP hem de Input Ornek i¢in 34 ug DNA miktarina ulasilan orneklerle
hibridizasyona devam edildi.

Hibridizasyon sistemi 42°C’ye ayarlandi. En az 3 saat beklenerek sicakligin

stabilize olmasi saglandi.

Kurutulan pelet lizerine 12.3 VWR su eklenerek pelet yerinden kaldirildi.
Tipler vortekslendi ve bilesenlerin tiipiin dibinde toplanmasi saglandi.
NimbleGen Hybridization Kit kullanilarak Hybridization solution master mix
hazirlandi.
Reaktif Miktar
2x Hybridization Buffer 29.5 ul
Hybridization Component A 11.8 ul
Alignment Oligo 1.2 ul
Toplam 42.5 nl
Her bir 6rnege uygun miktarda hibridizasyon solusyonu eklendi.
Miktar
Ornek 12.3 ul
Hybridization solution 31.7 ul
Toplam 44 nl

15 saniye vortekslendi, spin yapildi. 95°C’de 5 dk inkiibe edildi.

Tiipler 42°C’de yiikleme yapilincaya kadar bekletildi. Yiiklemeden oOnce
vortekslendi ve spin yapildi.

Mixerler hazirlandi.

Hazirlanan 6rnek Nimblegen Human DNA Methylation 2.1 Deluxe Promoter

Arrayle hibridize edildikten sonra yikama ve tarama islemleri gergeklestirildi.
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promotor promotor

. - L ™
; CpG adaciia oleun miRNA CpG adaciz: = Gen
()

Renkli lasimlar temsil edilen genomik bilgeleri ifade etmekiedir

NimbleGen Human DNA Methylation 2.1 M Deluxe Promoter Array

. I . H .
Sekil 4. 4. DNA metilasyon array yapisi (244)

Metilasyon anlizinde kullanilan promotor arraylerde gen ve mikroRNA promotorlarini,
CpG adaciklarim temsil eden problar yaninda deneysel performansin degerlendirilmesi igin

degisik pozitif, negatif ve non-CpG kontrol bolgeleri de bulunmaktadir.

Nimblegen Human DNA Methylation 2.1 M Deluxe Promoter Array ozellikleri

e HGI19 (sekans kaynagi: USCS Genome Browser, NCBI)

e Prob sayisi: 2.1 milyon

e Prob uzunlugu: 50-75 mer

e Problar aras1 bosluk: 100 baz

e CpG adacigi sayist: 27.891

e  miRNA promotor sayisi: 474 (olgun miRNA sekansinin 15 kb yukar1 bolgesinden
baslayacak sekilde)

e Transkripsiyon baslama bolgesinden 7250 baz yukari bdlge ve 3250 baz asagi
bolgeyi kapsamaktadir.

4.2.12. Metilasyon Analizinden Elde Edilen Verinin Biyoinformatik Analizi

4.2.12.1. Nimblescan

Nimblescan, metilasyon datasinin analizinde kullanilmak {izere iiretici firma tarafindan
gelistirilen bir analiz programidir. Goriintii dosyasinin islenmesinin ardindan CHARM

algoritmasinda kullanilacak olan xys dosyasi olusturulmaktadir.
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4.2.12.2. Charm Algoritmasi ile Farklh Metilasyon Gosteren Bolgelerin Belirlenmesi

Tedavi Oncesi ve sonrasi array calismasi yapilan Orneklerin analizi R Bioconductor
platformunda CHARM algoritmas: kullanilarak yapilmisttr.  CHARM, Nimblegen
mikrodizinlerinden elde edilen metilasyon datasindan metilasyon seviyelerini tahmin
etmek ve elde edilen degerlerin deney tasarimi dogrultusunda uygun sekilde
karsilastirilmasim saglamak {izere ozel gelistirilmis bir analiz paketidir. Iki asamadan
olusan analizde O0nce metilasyon seviyelerinin tahmini ve ardindan bu bolgelerin deney

gruplar1 arasinda karsilagtirilmasi yapilmaktadir.

Bu algoritma ile; kalite kontrol, normalizasyon, yiizde metilasyon belirlenmesi, farkli
metilasyon gosteren bolgelerin  belirlenmesi  ve bunlarin  grafiksel gdsterimi
gerceklestirilmektedir. CHARM algoritmasi1 ile yapilan analizlerle, farkli metilasyon
gosteren bolgeler (DMR-Differentially Methylated Regions) belirlenirken esli (pairwise)
karsilastirma yapilmustir.

Metilasyon analizlerinin ana zorluklarindan biri, arrayden alinan sinyallerin metilasyon
degerlerine doniistiiriilmesidir. CHARM metilasyon seviyelerini iki bilesenli bir strateji
kullanarak tahmin etmektedir. Oncelikle sistematik yanin giderilmesi igin (systematic bias)
metilasyon log-oranlari normalize edilmektedir. Tiim normalizasyon teknikleri mikrodizin
verisi kullanilarak tahmin edilecek yiizde metilasyon degerlerinin sabit varsayilabilecegi
bilesen ya da genel mikrodizin karakteristiklerinin tanimlanmasina dayanmaktadir. Bu
tespitin ardindan normalizasyonla bu degerlerin ornekler arasinda esitlenmesi
saglanmaktadir. Ardindan normalize edilmis log-oranlar1 metilasyon yiizdesi tahminlerine
doniistiiriilmektedir. Ikinci asamada gruplar arasinda metilasyonu anlaml diizeyde farklilik
gosteren bolgelerin tespiti gerceklestirilmektedir. Burada bir dnceki asamada elde edilen
metilasyon yiizde tahminlerinin Kkarsilagtirilmasit yapilmaktadir. Calismada, deney
tasariminin  geregi dogrultusunda, gruplarin esli Orneklerden olustugu gbéz Oniinde
bulundurularak oncelikle metilasyon degerleri 6zel bir t-istatistigi ile degerlendirilmistir.
Istatistigin anlamlilik kesme noktasi olarak 0.995 secildikten sonra farkli metilasyon

gosteren kromozom bolgeleri belirlenmistir.
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Charm algoritmasi kullanilarak elde edilen listelerdeki 6nemli parametreler

pl: DMR olarak tanimlanan kromozom bdélgesinin baslangic ve bitis noktalar1 arasinda

bulunan tiim problarin ortalama metilasyon yiizdesi (1. grup igin)

p2: DMR olarak tanimlanan kromozom bolgesinin baslangi¢ ve bitis noktalar1 arasinda

bulunan tiim problarin ortalama metilasyon yiizdesi (2. grup igin)

nprobes: DMR olarak tanimlanan kromozom bdlgesinde bulunan toplam prob sayisi

diff: DMRIer arasindaki ortalama yiizde metilasyon farki

area: nprobes x average difference

“area” degeri DMR’deki toplam prob sayisinin ortalama farkla carpimindan elde

edilmektedir.

ttarea: nprobes x (average probe level t-statistic for between group difference)

“ttarea” degeri ise DMR’deki toplam prob sayisinin gruplar arasindaki fark igin t

istatistigi ortalamasi ile ¢arpimiyla elde edilmektedir.

4.2.12.3. Farkh Metilasyon Gosteren Kromozom Bolgelerindeki Genlerin
Belirlenmesi

Karsilastirmalarda farkli metilasyon gosteren kromozom bolgelerinde bulunan genler anote
edildi.

4.2.12.4. Gen Ontoloji, Zenginlesme ve Yolak Analizleri

Yiiksek islem hacimli genomik, proteomik ve biyoinformatik tarama yaklagimlar1 degisik
biyolojik mekanizmalar1 ¢alismayr miimkiin kilmaktadir. Bu teknolojilerin kullanimi1
neticesinde genellikle ¢ok sayida genin bulundugu bir gen listesi elde edilmektedir. Biiyiik
captaki gen listesinin analiz edilmesiyle veri setindeki biyolojik anlamin ortaya ¢ikarilmasi

onemlidir. Bu analizlerin gergeklestirilebilmesi igin GoMiner, GOstat, Onto-express,
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GoToolBox, FatiGO, GFINDer, GOBar, GSEA ve DAVID gibi 6zel biyoinformatik

yazilim paketleri gelistirilmistir.

DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery), biyolojik bilgi
veritabani ve analitik araglarin bulundugu, biiyiik gen ve protein listelerindeki biyolojik
bilginin sistematik olarak c¢ikarilmasini saglayan biyoinformatik kaynaklar biitiintidir
(245). Verilen gen listesi lizerinden genlerin fonksiyonel smiflandirilmasi, fonksiyonel

anotasyon kiimelenmesi ve yolak analizleri gerceklestirilmektedir.

Farkli 6zellikleri ve giiglii yonleri bulunan biyoinformatik araglar, verilen gen listesi i¢cinde
biyolojik anotasyon iligkisi (gen ontoloji terimi gibi) bulunan genleri sistematik bir harita
lizerine oturtmak i¢in degisik stratejiler kullanmaktadir. DAVID’de kullanilan 6nemli
parametrelerden biri de zenginlesme skorudur (enrichment score). Zenginlesme skorunun
derecesini belirlenmek i¢in belirli bir arka plan kullanilarak karsilagtirma yapilmaktadir.
Arka plan, insan genomuyla ilgili bir ¢alisma yapiliyorsa insan genomunda ilgilenilen
genin oranmi ifade etmektedir. Ornegin insan genomunda genlerin %]1°i kinazlar iken
analiz yapilmak tiizere verilen gen listesinde kinazlarin oraninin %10 ¢ikmasi bu gen

grubunda zenginlesme (yogunluk) oldugunu gostermektedir. Bu zenginlesme (enrichment),

2

“, Fisher’s exact test, binom olasihigi ve hipergeometrik dagihim gibi istatistiksel

yontemlerle kantifiye edilmektedir. Calismamizda enrichment degeri (enrichment score)
1.3 ve iizeri olan gen gruplar1 ve skoru 1.3’ ten kiigiik olan ancak konuyla ilgili 6nemli

olabilecek gen gruplari iizerinden ileri arastirmalar yapilmistir.

4.2.13. RNA Orneklerinin Biitiinliik ve Kalite Analizi

izole edilen RNAlarin Kalite ve biitiinliik Agilent RNA 6000 Nano Assay Kit kullanilarak
Agilent 2100 Biyoanalizorii’nde gerceklestirildi.

Agilent RNA 6000 Nano Assay Kit Protokolii

Jel hazirlanmasi

1. Tiim reaktifler kullanimdan 30 dakika 6nce oda sicakligina ¢ikarilarak bekletildi.
2. 550 pl Agilent RNA 6000 Nano gel matrix (kirmizi) filtreye yiiklendi.
3. 1500 g’de 10 dk santrifiij edildi.
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4. Filtreden gecirilen jel 65 ul’lik alikatlar halinde 4°C’de saklanda.

Jel-Bova Karisiminin Hazirlanmasi

1. Tiim reaktifler kullanimdan 30 dk 6nce oda sicakliginda bekletildi. Boya 1s1ktan
korundu.

2. RNA 6000 Nano boya (mavi) 10 saniye vortekslendi ve kisa spin yapildi.

3. 1 ul RNA 6000 Nano boya daha dnce hazirlanan ve filtreden gegirilmis olan 65 ul
jelin tizerine konuldu ve vortekslendi. Boya tekrar 4°C’de karanlikta saklandi.

4. 10 dk oda sicakliginda 13000g’de santrifiij edildi.

Jel Bova Karisiminin Yiiklenmesi

1. RNA nano ¢ip, ¢ip priming istasyonuna yerlestirildi. 9 pl jel-boya karigimi
G/ isaretli kuyucuga yiiklendi.

2. Pistoununl ml ¢izgisinde olmasina dikkat edilerek istasyon kapatildi.

3. Piston klipsin tutacagi yere kadar indirildi, yaklasik 30 saniye beklendi ve klips
serbest birakildi. Pistonun 0.3 ml’e kadar geldigi goézlendikten sonra 5 saniye
beklenir ve piston 1 ml pozisyonuna getirildi. Cip priming istasyonu agild.

4. 9 ul jel-boya karisimu diger isaretli iki kuyuya da eklendi.

RNA 6000 Nano Marker Yiiklenmesi

5 ul RNA 6000 Nano marker ladder isaretli kuyuya ve diger 12 6rnek kuyusuna konuldu.

Ornek yiiklenmeyen kuyulara 1 pl su eklendi.

Ladder ve Orneklerin Yiiklenmesi

1. Kullanmadan 6nce ladder ¢6zdiiriildii ve buzda bekletildi.

2. Sekonder yapilar1 azaltmak i¢in drnekler ¢ipe yiiklenmeden 6nce 70 °C’de 2 dakika
denatiire edildi.

3. 1 ul RNA ladder isaretli yere yliklendi. Her bir 6rnekten 1 pl kuyulara yiiklendi.

4. Cip IKA vortekste 2400 rpm’de 1 dakika vortekslendi, hava kabarcigi olmamasina
dikkat edilerek cihaza yiiklendi.
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4.2.14. cDNA sentezi

500 ng RNA ile baslanarak Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Katalog

no: 04 897 030 001) protokoliine gore 100 pul son hacimde cDNA sentezi yapildi.

Miktar
RNA 500 ng
Su Degisken
Random hexamer primer 10 wl
Toplam 65 nl

Hazirlanan ornekler 65°C’de 10 dakika termal cyclerda inkiibasyona birakildi. Ardindan

hemen buza alindi. Uzerine asagida belirtilen reaktifler eklendi.

Reaktif Miktar
Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 5x conc 20 ul
Protector RNase Inhibitor, 40 U/ ul 2.5l
Deoxynucleotide Mix, 10 mM 10 ul
Transcriptor Reverse Transcriptase, 20 U/ pl 2.5l

Kisa bir santrifiij yapildiktan sonra tiipler
25°C 10 dakika
50°C 60 dakika
85°C 5 dakika termal cyclerda bekletildi.

4.2.15. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real Time

PCR)

Real Time ready catalog assays protokolii uyarinca (Katalog no: 05 532 957 001, Roche)

reaksiyonlar gerceklestirildi.

Reaktif Miktar
Su (PCR grade) 5ul
LightCycler 480 Probes Master 2wl
RealTime ready assay 0.5 ul
cDNA 2.5ul
Toplam 10 pl
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gRT-PCR Programi

Pre-inkiibasyon | 95°C 10 dk
Amplifikasyon | 95°C 10 sn
62°C 30 sn 45 dongii
72°C 1 sn
Cooling 40°C 30 sn

Metilasyon analizi sonucunda belirlenen metilasyom degisiminin gen ekspresyonuna olan
etkisini degerlendirmek iizere, gergeklestirilen gen ontoloji ve yolak analizleri neticesinde
elde edilen listelerden secilen CASP4, CFL1, MAP3K5, ID2, ELK1, DNMT3A,
RUNX1, HSPD1, SLC11Al, CHDS8, ZAP70, DOCK2, CRKL, PRKCD, SIVA1,
CDC42, PAK2 ve housekeeping olarak calisiimasi uygun goriillen ABL, PPIB ve B2M
genlerine ait primer-problar kullanildi. Metilasyon degisimi fazla olan genlerde bu
durumun ekspresyon iizerine etkisinin goriilme ihtimali daha yiiksek olabilecegi goz

oniinde bulundurularak metilasyon degisimi en fazla olan genler arasindan segim

yapilmigtir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. DNA ve RNA Orneklerinin Spektrofotometrik Analizi

Izole edilen DNA ve RNA orneklerinin nanodrop o6l¢iimii sonucunda elde edilen

konsantrasyonlar1 Cizelge 5.1 ve 5.3’te goriilmektedir.

Cizelge 5. 1. DNA orneklerinin spektrofotometrik analiz sonuglari

Ornek numarasi ng/ul 260/280
11/04 343.31 1.96
11/13 2413.77 1.78
11/14 698.17 1.58
11/15 1093.65 1.71
11/17 119.49 1.9
11/22 855.76 1.94
11/23 1396.28 1.97
11/24 182.79 1.86
12/20 370.61 1.97
12/21 1639.32 1.89
12/22 275.16 1.89
12/24 866.22 1.8
12/35 424.75 2.14
12/36 442.1 1.93
12/70 711.49 1.84
12/71 135.95 1.71
12/72 832.75 1.97
12/73 160.73 1.81
12/74 634.97 1.94
12/75 643.65 1.92
12/76 3322.9 1.89
12/78 207.45 1.94
12/81 102.16 1.91
12/82 10.28 1.52
12/83 3882.23 1.88
12/84 3265.13 1.30
13/01 446.16 1.92
13/02 92.98 1.86
13/25 538.58 1.95
13/26 560.77 1.92
13/27 1140.34 2.04
13/29 546.16 2.09
13/53 600.67 1.96
13/54 3046.46 1.95
13/75 1392.3 1.99
13/76 174.49 1.85
13/85 1066.65 1.78

13/271 851.58 1.89
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11/13A 2874.52 191

11/14A 528.5 1.53
11/15A 204.16 1.95
11/23A 35.12 1.89
11/24A 297.75 191
12/20A 64.19 1.72
12/22A 463.91 1.85
12/36A 154.58 1.9
12/70A 57.8 1.59
12/71A 29.25 1.7
12/73A 94.71 1.77
12/74A 40.61 2.05
12/82A 142.88 191
12/84A 2874.68 1.94
13/25A 24.82 1.64
13/26A 1217.56 2

13/27A 38.09 1.85
13/76A 34.75 1.79

Cizelge 5. 2. DNA orneklerine ait konsantrasyon sonuglari

Konsantrasyon 260/280 Konsantrasyon  260/280 ort
(ng/pl) min-max max-min (ng/pl) ort
DNA
Ornekleri 10.28 - 3882.23 1.3-2.14 797.6 1.85
(n=56)

Cizelge 5.1°de goruldiugi gibi hasta ve saglikli kontrollere ait kemik iligi orneklerinden
hiicre ayristirmasi yapildiktan sonra fenol-kloroform yontemiyle gergeklestirilen izolasyon
sonucu elde edilen DNA konsantrasyonlart immiinopresipitasyon asamast ve devaminda
yapilan metilasyon analizleri i¢in yeterlidir. DNA ornekleri i¢in 260/280 oraninin 1.8-2
olmasi saf bir DNA varligin1 gostermektedir. Bu bilgi 1s1ginda DNA’larin saflik dereceleri

1yi gérinmektedir.

Cizelge 5. 3. RNA oOrneklerinin spektrofotometrik analiz sonuglari

Ornek numarasi ng/pl 260/280
11/04 688.78 1.93
11/13 1281.18 1.85
11/14 422.04 2.08
11/15 325.83 1.86
11/17 410.49 2.06
11/22 850.78 1.79
11/23 1159.77 1.8
11/24 177.25 1.87
12/20 131.98 1.83
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12/21 354.82 1.92

12/24 70.1 1.79

12/36 301.42 1.84

12/71 54.5 1.77

12/73 195.29 1.9

12/75 754.18 1.97

12/78 79.82 1.84

12/82 38.75 1.76

12/84 1039.23 2

13/02 87.58 1.84

13/26 1339.79 2.06

13/29 256.15 1.95

13/54 585.5 1.97

13/76 526.73 1.82

13/271 207.2 191

11/14A 182.54 1.87

11/23A 1365.89 2.05

12/20A 56.49 1.85

12/36A 66.64 1.79

12/71A 656.75 1.79

12/74A 14.99 1.97

12/84A 1937.78 1.97

13/26A 1217.56 2

13/76A 34.75 1.79
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Cizelge 5. 4. RNA o6rneklerine ait konsantrasyon sonuglari

Konsantrasyon 260/280 Konsantrasyon 260/280
(ng/pl) min-max max-min (ng/pl) ort ort
RNA
Ornekleri 14.99 — 2178.27 1.64 -2.17 483.64 1.89
(n=55)

5.2. DNA ve RNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Fenol- kloroform yontemiyle izole edilen DNA &rneklerine ait temsili agaroz jel goriintiisii

Sekil 5.1°de verilmistir.

Sekil 5. 1. DNA orneklerine ait temsili %1°lik agaroz jel goriintiisii

Agaroz jelde yiiriitilen DNA oOrneklerinin tek bant seklinde olmasi DNA’larin intakt

oldugunu, 6rneklerde degredasyon bulunmadigini gostermektedir.

Izole edilen RNA 6rneklerine ait temsili agaroz jel griintiisii Sekil 5.2°de verilmistir.

Sekil 5. 2. RNA orneklerine ait temsili %1°lik agaroz jel goriintiisii
g Jel g

Agaroz jelde yiriitilen RNA Orneklerinin beklenildigi gibi iki bant seklinde olmasi
orneklerin degrade olmadigini, bu da real-time galismasinda kullanilacak kalitede RNA

elde edildigini gostermektedir.
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5.3. Metilli DNA’nmin immiinopresipitasyonu

Immiinopresipitasyonun ilk asamasi olan fragmentasyonda drnekler 300-500 bp araliginda
olacak sekilde sonikasyonla pargalandiktan sonra boyutlarin istenilen uzunlukta olup

olmadiginin belirlenmesi amaciyla 6rnekler %1.5’luk agaroz jele yiiklendi.

Sekil 5. 3. Fragmente edilen DNA 6rneklerine ait temsili %1.5 luk agaroz jel goriintiisii
Fragmentasyon asamasindan sonra elde edilen uygun uzunluktaki Orneklerle
immiinopresipitasyona devam edildi.

5.4, immiinopresipitasyon Veriminin QPCR ile Degerlendirilmesi

Immiinopresitasyon veriminin degerlendirilmesi igin yapilan gpcr sonucu elde edilen

amplifikasyon egrilerine ait temsili sonuglar her bir primer i¢in asagida verilmistir.

Amplification Curves
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Sekil 5. 4. GAPDH primerine ait temsili amplifikasyon egrisi
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Amplification Curves
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Sekil 5. 5. AlphaX1 primerine ait temsili amplifikasyon egrisi
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Sekil 5. 6. meDNA pozitif kontrol 1 primerine ait temsili amplifikasyon egrisi

Amplification Curves
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Sekil 5. 7. meDNA pozitif kontrol 2 primerine ait temsili amplifikasyon egrisi
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Amplification Curves
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Sekil 5. 8. unDNA negatif kontrol 1 primerine ait temsili amplifikasyon egrisi

Amplification Curves
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Sekil 5. 9. unDNA negatif kontrol 2 primerine ait temsili amplifikasyon egrisi

Cizelge 5. 5. QPCR’ da elde edilen temsili Cp degerlerine ait sonuglar

Primer IpCp Beklenen Input Cp Beklenen
amplifikasyon amplifikasyon
AlphaX1 20.32 + 19.70 +
GAPDH - - 30.62 +
meDNA pozitif kontrol 1 29.78 + 30.63 +
meDNA pozitif kontrol 2 30.02 + 30.32 +
unDNA negatif kontrol 1 - - 32.41 +
unDNA negatif kontrol 2 - - 32.40 +

Cp degeri : Ornegin amplifiye olmaya basladig1 dongiiyii ifade etmektedir.

Ip: Immiinopresipite edilen 6rnek (sadece metilli DNA bélgeleri bulunmaktadir)

Input: Ayni Ornegin immiinopresipite edilmeyen kontrolii (hem metilli hem metilli

olmayan DNA bdlgeleri bulunmaktadir)
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e AlphaX1 geni metilli gen bolgesini temsil etmektedir. Cp degerlerine bakildiginda,
hem IP hem de Input 6rneklerin beklenildigi gibi bu primer ile amplifiye oldugu

goriilmektedir.

e GAPDH geni ise metilli olmayan gen bolgesini temsil etmektedir. ilgili gene ait

primerlerle yapilan QPCR’da IP 6rneklerin amplifiye olmamasi, Input 6rneklerin
ise amplifiye olmas1 beklenmektedir. Elde edilen sonuglar metilli gen bdlgelerinin

verimli sekilde ¢coktiiriildiiglinii gostermektedir.

e meDNA pozitif ve unDNA negatif kontrol primerleri ise Kitteki internal
kontrollerdir.

Beklenen amplifikasyon durumlarinin da 6zetlendigi Cizelge 5.5°te 6rneklere ait sonuglar

immiinopresipitasyonun basarili sekilde gerceklestigini gostermektedir.

5.5. Immiinopresipitasyon Sonucunda Elde Edilen DNA’min Miktar Tayini Sonuclar

Cizelge 5. 6. Immiinopresipitasyondan elde edilen Ip ve Input Orneklere ait temsili
spektrofotometrik analiz sonuglari

Ornek ng/ul 260/280
11-14 IP 160.5 1.77
11-14 INPUT 257 1.92
11-15 1P 26.85 1.7
11-15 INPUT 49.69 1.74
11-15AIP 180.37 1.81
11-15 A INPUT 123.16 1.72
11-23 IP 14.18 1.66
11-23 INPUT 43.15 1.67
11-23 A IP 16.28 1.44
11-23 A INPUT 77.62 1.69
11-24 IP 47.64 1.75
11-24 INPUT 161.42 1.78
11-24 A IP 5.13 1.39
11-24 A INPUT 20.8 1.59

Array agamasinda kullanilmak iizere 1 pg DNA’ya (hem Ip hem Input i¢in) ihtiyag
duyulmaktadir. Nanodrop sonuglarina bakildiginda bazi orneklerde yeterli miktara
ulagilamadig goriilmektedir. Bu nedenle sonuglar1 degerlendirme agamasinda sikinti teskil

etmemesi agisindan tiim orneklerin genom boyu amplifikasyonu yapilmistir.
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5.6. Tiim Genom Amplifikasyonu ve PCR Piirifikasyonu Sonuclar:

Amplifiye edildikten sonra QIAquick PCR Purification Kit kullanilarak piirifiye edilen

ornekler nanodropta 6l¢iildii ve ardindan %1.5” luk agaroz jelde yiirtitildi.

Cizelge 5. 7. Tim genom amplifikasyonu sonrasi piirifiye edilen Ip ve Input drneklere ait
temsili spektrofotometrik analiz sonuglari

Ornek ng/pl 260/280
11-14 IP WGA 69.39 2
11-14 INPUT WGA 124.15 1.98
11-15 IP WGA 47.81 1.84
11-15 INPUT WGA 140.25 1.94
11-15 A IP WGA 82.49 1.97
11-15 A INPUT WGA 56.28 1.78
11-23 IP WGA 126.27 1.95
11-23 INPUT WGA 44.41 1.82
11-23 A IP WGA 45.82 1.83
11-23 A INPUT WGA 39.71 1.87
11-24 IP WGA 145.28 1.97
11-24 INPUT WGA 127.37 1.94
11-24 A IP WGA 188.08 1.93
11-24 A INPUT WGA 148.86 1.93

Tim Ornekler igin metilasyon analizi asamasinda gerekli olan 1 pg DNA miktarina

ulasilmustir.

Sekil 5. 10. Tiim genom amplifikasyonu yapilan ve piirifiye edilen drneklere ait temsili %
1.5’ luk agaroz jel goriintiisii
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5.7. Biyoinformatik Analiz Sonuclari

5.7.1. Kalite Kontrol Sonuclari

Tilim arraylare ait kalite kontrol sonuglar1 Sekil 5.11°de goriilmektedir.

Channel 1 Channel 2

Signal strength standard deviation standard deviation

50 60 70 80 90 00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10

Sekil 5. 11. Arraylerden alinan sinyal giicii ve standart sapmalara iligkin grafik
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Signal strength histogram
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Sekil 5. 12. Arraylerden alinan sinyal giicii histogrami1

Arraylerin ¢ogundan 80-90 araliginda sinyal alindig1 goriilmektedir. Bu sonuglar arraylerin
hibridizasyon, yikama ve boyama asamalarinin basarili sekilde gergeklestirildigini

gostermektedir.

552430 552436

30 50 70 90 30 50 70 90
Sekil 5. 13. Arrayle hibridize edilen Input 6rneklere ait 1s1ma veren problarin temsili

gosterimi
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Sekil 5. 14. Arrayle hibridize edilen immiinopresipite (IP) 6rneklere ait 1s1ma veren
problarin temsili gosterimi

Arraylerden alinan sinyal sikliklari, 532 ve 635 olmak iizere iki kanaldan elde edilen
degerlerin standart sapmalariyla birlikte Ip ve Input Orneklere ait problardan alinan

1simalar goz oOniinde bulundurularak sonucglarda kirlilik yaratacagi diisliniilen ornekler
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analizden c¢ikarilmistir. Analizden ¢ikarilan 6rneklere iliskin bilgiler Cizelge 5.8’de

goriilmektedir. Kalite kontrol agamasini1 gegen 6rneklerle analize devam edilmistir.

Cizelge 5. 8. Kalite kontrol sonuglarina gore analizden ¢ikarilan 6rneklere ait bilgiler

Dosya Ornek | Aciklama PM sinyal
ad1 sikhig1
509330 11-14A 61.28
509631 11-15 67.38
509632 11-15A 69.35
551140 12-35 62.34
558054 12-24 Uzamsal hibridizasyon 62.28
558342 12-82 sorunu, diisiik sinyal 55.11
558566 11-17 59.25
558604 12-72 71.72
558608 12-83 75.59
558941 12-21 83.24
552437 12-36A | xys dosyasinda problem var

552425 12-36 552437 esi analizden ¢ikarildi | 82.74
509528 11-14 509330 esi analizden ¢ikarild1 | 68.90
558534 12-82A | 558342 esi analizden ¢ikarild1 | 85.08

Kalite kontrol sonrasi analize devam edilen 6rnek sayisi Cizelge 5.9°da goériilmektedir.

Cizelge 5. 9. Kalite kontrol sonrasi analize devam edilen 6rnek sayisi

Ornek Ornek Sayisi Kalite kontrol sonrasi
Tedavi Oncesi ve sonrast 18 14

Sadece tedavi dncesi 15 6

Saglikli kontrol 5 )
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5.7.2. Normalizasyon Sonuclari
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Sekil 5. 15. Normalizasyon 6ncesi ve sonrasinda biitiin problarin ve kontrol problarinin
yogunluk grafikleri
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5.7.3.

Farkl Metilasyon Gosteren Kromozom Bélgelerine Iliskin Sonuclar

Cizelge 5. 10. Karsilastirmalardan elde edilen farkli metilasyon gosteren bolgelere iligskin
sayisal veriler

Karsilastirma DMR (Differentially Hipermetile Hipometile bolge
methylated regions) sayisi bolge sayisi sayisli
tovsts 58 20 38
to-p vs kontrol 452 98 354
to-s vs kontrol 614 430 184
to vs kontrol 415 109 306
ts vs kontrol 377 49 328

to-p: tedavi oncesi (esli), ts:tedavi sonrast, t0-S: tedavi ncesi (tek)

Tedavi oncesi ve sonrasi (to vs ts) karsilastirmasinda kalite kontrol asamasinda
elenen ornekler c¢ikarildiktan sonra kalan 14 hastanin tedavi Oncesi ve tedavi
sonras1 metilasyon profili karsilastirilarak hipometile edici ajan 5-azasitidin’in etki
gosterdigi kromozom bolgeleri ve bu bolgelerde lokalize olan genler belirlenmistir.
Bu ¢ergevede karsilastirmada 58 farkli metilasyon gosteren bolge (DMR) tespit
edilmistir. DMR sayisinin az olmasi ilacin az sayida gen tlizerinde minimal bir etki

gosterdigini ortaya koymustur.

Tedavi oncesi (esli) ve kontrol (to-p vs kontrol) 6rneklerinin karsilagtirmasinda
kalite kontrol asamasinda 3 6rnek analizden ¢ikarilmis ve 15 tedavi oncesi (esli)
ormek ve 5 kontrol Ornegi lizerinden analize devam edilmistir. Tedavi Oncesi
metilasyon profili saglikli kontrol drnekleriyle kiyaslanarak anormal metilasyonun
bu hasta profilinde hangi genler iizerinde etki gosterdigi belirlenmeye ¢alisiimistir.
Yine metilasyon paterni saglikli bireylere gore farklilik goOsteren bu genlerin
hastaligin  olusum siirecindeki etkisi, bulundugu yolaklar ve hastalifin
patogenezinde nasil bir rol oynadiginin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu iki grupta
metilasyon profili kiyaslandiginda 452 farkli metilasyon gosteren bolge (DMR)
tespit edilmistir.

Tedavi oncesi (tek) ve kontrol (to-s vs kontrol) orneklerinin karsilagtirmasinda
sadece tedavi oncesi kemik iligi 6rnegi aliman ancak 4. kiir tedaviye ulagamadan
tedavi siirecinde kaybedilen hastalar calisilmistir. Sadece tedavi Oncesi Ornegi
bulunan 15 hastanin metilasyon analizi gerceklestirilmis olup, 9 hastaya ait array
kalite kontrol agsamasinda elenerek biyoinformatik analizden ¢ikarilmis ve ileriki

analiz basamaklar1 gergeklestirilmistir. Sadece tedavi oncesi bulunan 6rneklerin
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tedavi stlirecini tamamlayamadan kaybedilmesi hastaligin daha agir bir klinik tablo
sergilemesi ve ayni zamanda bu hastalarin metilasyon paterninin de tedaviden
fayda goren hastalardan farkli olacagi diisiincesiyle bu karsilastirma yapilarak iki
grup hasta profilinin metilasyon ag¢isindan birbirinden ne Olglide farklilik
gosterecegi  belirlenmek  istenmistir.  Bu iki grupta metilasyon profili

kiyaslandiginda 614 farkli metilasyon gdsteren bolge (DMR) tespit edilmistir.

e Tedavi oncesi tiim ornekler ve kontrol (to vs kontrol) o&rneklerinin
karsilastirmasinda 24 tedavi oOncesi Ornek ve 5 kontrol Ornegi iizerinden
biyoinformatik analizler gerceklestirilmistir. Bu iki grupta metilasyon profili

kiyaslandiginda 415 farkli metilasyon gdsteren bolge (DMR) tespit edilmistir.

e Tedavi sonras1 ve kontrol (ts vs kontrol) orneklerinin karsilastirmasinda 15
tedavi sonrast ornek ve 5 kontrol O6rnegi ilizerinden biyoinformatik analizler
gerceklestirilmistir. Tedavi sonrast orneklerin saglikli kontrollerle kiyaslanmas: ile
iki grubun metilasyon profili a¢isindan degerlendirilmesi amaglanmigtir. Bu sayede
tedaviden sonra ilacin etkisiyle hastalara ait metilasyon profilinin saglikli kontrole
ne derece yaklastigi ve ne dlgiide benzerlik gosterdigi ortaya konmaya ¢alisilmistir.
Bu iki grupta metilasyon profili kiyaslandiginda 377 farkli metilasyon gdsteren
bolge (DMR) tespit edilmistir.

5.7.4. Farkh Metilasyon Gosteren Kromozom Bélgelerine Ait Cok Boyutlu Ol¢ekleme
Analizi Sonuclari

Cok boyutlu olgekleme (MDS), veri setinde her bir bilesenin birbirine benzerligini
gorsellestirmek icin kullanilan bir tekniktir. Bu algoritma her nesnenin birbirine gore
uzakligin1 belirlemektedir. Nesneler arasindaki benzerligin/farkliligin altinda yatan
boyutlar1 arastirmak i¢in kullanilmaktadir. Hem metrik hem de metrik olmayan
degiskenlere uygulanabilmektedir. Olusturulan grafik bir, iki, ilic veya daha fazla boyut

igerebilmektedir.
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Sekil 5. 16. Tedavi oncesi ve tedavi sonrasi karsilastirmasinda en degisken 10° prob
kullanilarak elde edilen ¢ok boyutlu 6lgekleme grafigi

Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi karsilastirmasinda Ornekler biitliniiyle birbirinden
ayrilmamaktadir. Tedavi Oncesi ve sonrasi gruplardaki her bir 6rnegin kendi iginde

birbirine yakin mesafelerde olmasi beklenirken bdyle bir ayrim goriilmemistir.
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Sekil 5. 17. Tedavi 6ncesi ve kontrol karsilastirmasinda en degisken 10° prob kullanilarak
elde edilen ¢ok boyutlu dlgekleme grafigi

Tedavi oncesi (esli) ve kontrol 6rnekleri iginden birer 6rnek diger 6rneklerden farklilik

gostermektedir.
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Sekil 5. 18. Tedavi sonrasi ve kontrol karsilastirmasinda en degisken 10° prob kullanilarak
elde edilen ¢ok boyutlu dlgekleme grafigi

Tedavi sonrasi ve kontrol karsilastirmasinda ise yine kontrol 6rneklerinden biri haricinde
digerleri birbirine yakin konumlanmistir. Tedavi sonrasi drnekler i¢inde ise birbirine yakin
olan Ornekler bulunmasina karsin bunlara uzak olan Ornekler de bulunmaktadir. Tedavi

sonrasi drnekler metilasyon agisindan farklilik gostermektedir.

5.7.5. Farkh Metilasyon Gosteren Kromozom Bolgelerinin (DMR) Grafiksel
Gosterimi

ID:1--chr8:101160055-101165874
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Sekil 5. 19. Tedavi 6ncesi ve tedavi sonra51Luiz;rsllastlrmasmda DMR olarak belirlenen 8.
kromozomda bulunan bdlgenin grafiksel gosterimi

Grafik, ilgili bolgenin her bir 6rnek igin tedavi 6ncesinde ve sonrasindaki metilasyon

farkin1 gostermektedir. DMR olarak tanimlanan bolgede ornekler arasi metilasyon farki
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diisiik goriinmektedir. Grafigin alt kismina bakildiginda bu bélgedeki CpG yogunlugunun
yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5. 20. Tedavi oncesi ve kontrol karsilastirmasinda DMR olarak belirlenen 9.
kromozomda bulunan bolgenin grafiksel gosterimi

Grafik, 9. kromozomda DMR olarak belirlenen bdlgenin tedavi dncesi (esli), tedavi 6ncesi
(tek) ve kontrol 6rnekleri olmak iizere metilasyon degerlerini gdstermektedir. Gruplara ait
egrilere bakildiginda degerler acisindan belirgin bir farklilik oldugu goriilmektedir.
Metilasyon degerleri agisindan farkli bulunan bu bolgede ise CpG yogunlugu diistiktiir.

ID:1--chr3:52722190-52728124

— con
— tsp
B O P PR
0.8
0.6

ol o~ NN N~

T T T T y t T
52722000 52723000 52724000 52725000 52726000 53727000 52728000

Location

Sekil 5. 21. Tedavi sonrasi ve kontrol karsilastirmasinda DMR olarak belirlenen 3.
kromozomda bulunan bolgenin grafiksel gosterimi
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Tedavi sonrasi ve kontrol karsilastirmasinda ise 3. kromozomda DMR olarak tanimlanan
bolgeye ait grafik (Sekil 5.21) tedavi sonrasi ve kontrol Ornekleri arasinda metilasyon
acisindan farklilik oldugunu gdstermektedir. Bu bolgede de CpG yogunlugu diisiik

goriilmektedir.

5.7.6. Farkh Metilasyon Gosteren Genlere iliskin Gen Ontoloji ve Yolak Analizleri

Bioconductor/R platformunda CHARM algoritmasi kullanilarak her bir karsilastirma igin
farkl1 metilasyon gosteren bolgeler tanimlanmistir. Bu kromozom bdlgelerinde bulunan
genler belirlendikten sonra Biomart veritabani kullanilarak ilgili genlerin Ensemble ID’leri
almmistir. Gen ontoloji ve yolak analizleri ise DAVID (Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery) yazilimi (versiyon 6.7) kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Farkli karsilastirmalardan elde edilen toplam kiime sayis1 ve

zenginlesme skoru > 1.3 olan kiime sayis1 Cizelge 5.11’de gortilmektedir.

Cizelge 5. 11. Karsilagtirmalar ve anotasyon kiime sayilari

Karsilastirma Cluster Sayisi Enrichment skoru > 1.3 olan
cluster sayisi
tovsts 13 1
to-p vs kontrol 65 4
to-s vs kontrol 101 2
to vs kontrol 64 5
ts vs kontrol 73 4

DAVID yazilimi kullanilarak gerceklestirilen fonksiyonel anotasyon kiimeleme analizi
sonucunda elde edilen kiimeler, bu kiimelerde yer alan genler ve metilasyon analizi ile
genlere ait belirlenen metilasyon degerleri asagidaki gizelgelerde verilmistir. Cizelgelerde
zenginlesme skoru > 1.3 olan kiimeler ve ayni zamanda skoru 1.3’ten kii¢iik olmakla
birlikte literatiir bilgisi dahilinde MDS ve AML patogenezinde oOnemli olabilecegi

diistiniilen ontoloji terimlerinin temsil ettigi kiimeler de bulunmaktadir.

Cizelgelerde verilen pl: 1. grup ic¢in ortalama metilasyon yiizdesi, p2: 2. grup igin
ortalama metilasyon yiizdesi, diff: DMRler arasindaki ortalama yiizde metilasyon farki,
ttarea: DMR’deki toplam prob sayisinin gruplar arasindaki fark igin t istatistigi ortalamasi

ile carpimini ifade etmektedir.
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Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi karsilastirmasinda anotasyon kiimeleme ve zenginlesme
analizi sonucunda elde edilen anotasyon kiimeleri Cizelge 5.12°de goriilmektedir.
Zenginlesme skoru > 1.3 olan tek kiime 7 genin bulundugu membran fraksiyonu terimi ile
temsil edilen kiimedir. Zenginlesme skoru 1.3’ten kii¢iik olan demir iyonu baglama, DNA
bagimli transkripsiyon ve apoptozis regiilasyonu ile isimlendirilen gen ontoloji gruplar1 da

MDS patogenezinde dnemlidir.

Cizelge 5. 12. Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi karsilastirmasi anotasyon kiimeleme analizi
sonuglari

Zenginlesme Gen

Terim SKoru . Gen pl p2 ttarea diff
membrane 1.42 7 CLMP 0.27 0.33 | 3368 -0.06
fraction CcD68 029 | 023 | 2909 | 0.06
SPCS3 0.26 0.32 19.38 -0.06

CYP2R1 0.28 0.34 19.32 -0.07

DHRS9 0.28 0.22 19.54 0.06

RAPGEF4 | 0.26 0.31 44.16 -0.05

TBXAS1 0.25 0.30 31.03 -0.05

iron ion binding 1.06 3 CYP2R1 0.28 0.34 19.32 -0.07
BCO2 0.25 0.30 19.80 -0.06

TBXAS1 0.25 0.30 31.03 -0.05

transcription, 0.78 3 TAF1A 0.31 0.37 20.18 -0.05

DNA-dependent NFATC3 | 028 | 035 | 4324 | -0.06

POLR2K 0.24 0.30 20.00 -0.06

positive 0.56 3 MAP3K5 0.30 0.35 20.09 -0.06
regulation of CASP4 | 025 | 031 | 3434 | -005

apoptosis

NDUFS3 0.26 0.31 25.10 -0.05
regulation of 0.43 4 MAP3K5 0.30 0.35 20.09 -0.06
apoptosis

CFL1 0.30 0.23 30.45 0.07
CASP4 0.25 0.31 34.34 -0.05
NDUFS3 0.26 0.31 25.10 -0.05
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Tedavi oncesi (esli) ornekler ve saglikli kontrol karsilastirmasinda anotasyon kiimeleme ve
zenginlesme analizi sonucunda elde edilen anotasyon kiimeleri Cizelge 5.13°te
goriilmektedir. Zenginlesme skoru > 1.3 olan 3 kiime bulunmaktadir. Bu kiimeler GTPaz

baglama, oksijen tasima ve replizom terimleriyle temsil edilmektedir.

Cizelge 5. 13. Tedavi oncesi (esli) 6rnekler ve saglikli kontrol karsilastirmasi anotasyon
kiimeleme analizi sonuglar1

Terim Zer;ggg:fjsme sS;121 Gen pl p2 ttarea diff
GTPase 178 7 ALS2CL 0.28 0.33 | 84.07 -0.05
binding

SYTL2 0.26 0.31 | 2861 -0.06

EXOC2 0.25 0.19 | 37.36 0.06

RPH3A 0.27 032 | 7755 -0.06

ROCK1 0.27 0.34 | 2815 -0.07

INF2 0.25 0.30 | 49.37 -0.05

RPH3AL 0.26 0.32 | 27.76 -0.06

1.45 3 HBG2 0.25 0.32 31.11 -0.07

tr?r%lsg;c?rt IPCEF1 022 | 017 | 37.33 0.05

MB 0.26 0.32 | 31.62 -0.06

replisome 131 3 PURA 0.27 0.33 | 36.91 -0.06

POLD3 0.24 0.30 | 2848 -0.05

HELB 0.28 0.34 | 29.00 -0.06

erythrocyte 1.09 3 ID2 0.25 019 | 4547 0.06

differentiation MB 026 | 032 | 3162 | -0.06

CEBPG 0.28 0.34 | 57.47 -0.06

Nerve growth 1.08 3 ELK1 0.29 036 | 27.97 -0.07

facm(:\l%ag)“"’ay FOS 026 | 032 | 6895 | -0.06

SOS1 0.28 0.34 | 7879 -0.06

negative 0.68 15 PRDM1 0.25 0.20 | 99.42 0.05
regulation of

transcription NACC2 0.29 0.36 | 35.90 -0.07

TBX3 0.27 0.33 | 93.67 -0.06

HEY1 0.26 0.32 | 71.02 -0.06

TBL1XR1 0.26 0.33 | 27.61 -0.07

HDAC9 0.25 0.20 | 40.69 0.05

PURA 0.27 0.33 | 36.91 -0.06

NRIP1 0.26 0.31 | 59.00 -0.06

RFX5 0.26 0.32 | 28.26 -0.06

ZC3H8 0.28 0.37 | 54.91 -0.09

ID2 0.25 0.19 | 4547 0.06

ALX1 0.26 0.31 | 60.53 -0.06

DNMT3A 0.27 0.32 | 112.47 | -0.05

SBNO?2 0.22 0.28 | 37.02 -0.06
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WWTRL | 023 | 031 | 2059 | -0.08
ONECUT2 | 028 | 022 | 5735 | 006

regpuolzi:ii(\)ls . 049 . RRAS? 027 | 034 | 5433 | -0.07
cell migration IGFL 030 | 039 | 9394 | -0.09
HDACO | 025 | 020 | 4069 | 005

negative 0.49 3 HEY1 0.26 032 | 71.02 -0.06
gi%‘;'gg:g o HDACO | 025 | 020 | 4069 | 005
franscription TBLIXRL | 026 | 033 | 2761 | -007
mitosis 0.49 7 PBRM1 0.26 0.32 | 53.63 -0.06
TXNL4B | 024 | 018 | 7880 | 006

WEE?2 029 | 036 | 40.75 | -0.07

DsCCl 026 | 032 | 6411 | -0.06

DCLREIA | 028 | 033 | 9439 | -0.06

HAUS? 025 | 031 | 37.84 | -0.06

CCNGL | 021 | 027 | 2839 | -0.05

M phase of 0.47 4 TEX15 0.29 037 | 36.87 -0.08
me'co;(':fece" CCNB3 031 | 025 | 4483 | 006
SLC26A8 | 028 | 022 | 4547 | 006

MNS1 028 | 034 | 5731 | -0.06

regulation of 0.23 17 IL3 025 | 031 | 67.19 | -0.06
apoptosis TBX3 027 | 033 | 9367 | -0.06
CEBPG 028 | 034 | 5747 | -0.06

UACA 029 | 036 | 37.86 | -0.07

TAXI1BPL | 027 | 032 | 3720 | -0.05

RBICCL | 024 | 019 | 3500 | 0.5

ADNP 028 | 033 | 3635 | -0.05

TLR4 026 | 031 | 2768 | -0.05

ZC3H8 028 | 037 | 5491 | -0.09

SOS1 028 | 034 | 7879 | -0.06

IGFL 030 | 039 | 9394 | -0.09

ARHGEF11 | 023 | 017 | 3725 | 005

PLAGLL | 025 | 020 | 2990 | 0.05

TRAF7 024 | 018 | 3576 | 0.06

ROCKL | 027 | 034 | 2815 | -007

WRN 028 | 035 | 3493 | -0.07

LGALSL | 025 | 033 | 3648 | -0.08
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Tedavi Oncesi (tek) drnekler ve saglikli kontrol karsilagtirmasinda anotasyon kiimeleme ve

zenginlesme analizi sonucunda elde edilen anotasyon kiimeleri Cizelge 5.14°te
goriilmektedir. Zenginlesme skoru > 1.3 olan 2 kiime bulunmaktadir. Skoru 1.3’ten kiiciik
olan ancak mononiikleer hiicre proliferasyonu, kaspaz aktivitesinin regiilasyonu, apoptozis
regiilasyonu ve hiicre aktivasyonunun pozitif regiilasyonu gibi 6nemli ontoloji terimleriyle

ifade edilen kiimelerin bulunmasi da dikkat cekmektedir.

Cizelge 5. 14. Tedavi Oncesi (tek) ornekler ve saglikli kontrol karsilagtirmasi anotasyon

kiimeleme analizi sonuglar1

Terim Zeggkig:ffme sf;lr;l Gen pl p2 ttarea diff
positive 1.52 29 CALR 030 | 025 | 46.24 0.06
n:;gfo";"ntg’lgﬂ . HIPK2 022 | 028 | 4956 | -0.06
biosynthetic SLC11Al | 029 | 023 | 130.78 | 0.6
Pprocess GDF7 0.24 0.29 | 49.19 -0.05
NKX2-3 028 | 022 | 4052 | 0.6

CHDS 024 | 029 | 5590 | -0.05

NR4A3 022 | 017 | 2889 | 0.05

HMGA1 026 | 021 | 7145 | 005

ZBTB38 029 | 024 | 4843 | 0.6

ATOH1 028 | 021 | 4471 | 007

NKX2-2 028 | 022 | 6418 | 0.06

THRB 027 | 021 | 2009 | 007

BLM 028 | 023 | 8881 | 005

NFE2L2 031 | 024 | 3961 | 007

MAF 024 | 030 | 5121 | -0.06

ELL3 029 | 023 | 10687 | 0.6

TBR1 023 | 018 | 6676 | 0.5

HOXA7 026 | 021 | 5821 | 005

ARRSEFIO | 028 | 022 | 6459 | 0.6

NR1H3 033 | 025 | 5834 | 008

BCL3 029 | 023 | 3848 | 005

NEUROG3 | 027 | 022 | 7870 | 005

BMP4 033 | 026 | 7002 | 007

NCOAG 035 | 026 | 3628 | 0.08

RBM4 029 | 023 | 6190 | 0.6

RUNX1 030 | 023 | 2805 | 006

SIX2 030 | 024 | 3644 | 0.06

TBX1 025 | 020 | 4240 | 005

MAFB 026 | 021 | 9151 | 005

rﬁj‘éf‘er:)'tr:ge 142 6 ARHEEHO 028 | 022 | 6459 0.06
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dissociation PLEKHGL1 | 0.25 030 | 9367 -0.05
Stg%”(':azﬁr' ARHGEF16 | 029 | 022 | 4927 | 007
conserved site VAV3 0.24 0.30 48.27 -0.06
PLEKHG4B | 024 | 018 | 5337 | 006

PLEKHG5 | 028 | 022 | 2835 | 005

mononuclear 0.9 4 SLC11A1 0.29 0.23 | 130.78 0.06
pm”?:'r'ation DOCK2 030 | 039 | 2808 | -0.09
HSPD1 027 | 021 | 8476 | 006

PRKCD 027 | 022 | 6094 | 005

ion binding 0.85 133 NOS1 0.28 022 | 29.36 0.06
PLCB4 025 | 031 | 4163 | -0.05

ADAM21 | 029 | 035 | 3584 | -0.06

ZNF519 | 028 | 022 | 6702 | 006

S100A6 030 | 024 | 8157 | 006

LTNI 028 | 022 | 6315 | 006

cell activation 0.72 3 SLC11A1 0.29 0.23 | 130.78 | 0.06
d“rlzgp'ggune NKX2-3 | 028 | 022 | 4052 | 006
BCL3 029 | 023 | 3848 | 005

leukocyte 0.42 4 SLC11A1 0.29 0.23 | 130.78 | 0.06
i%?ﬂ'ﬁfg HSPD1 027 | 021 | 8476 | 006
PRKCD 027 | 022 | 6094 | 005

BCL3 029 | 023 | 3848 | 005

positive 0.24 3 ZAPT0 0.24 031 | 3930 | -0.06
r:fgr‘]‘(')it:é?eg: BLM 028 | 023 | 8381 | 005
pm“‘]jgl'rgtion CD38 028 | 023 | 2932 | 005
regulation of 0.24 3 S1PR4 0.31 0.24 | 2859 0.07
phoasft?\?ilt'sase GRMS5 022 | 030 | 8040 | -0.07
PTHIR 028 | 022 | 5132 | 006

activation of 0.23 3 CASP9 0.24 0.19 | 46.85 0.06
caspase activity HSPD1 027 | 021 | 8476 | 0.06
CASP8AP2 | 029 | 023 | 4743 | 006

negative 0.16 10 PTCRA 0.27 021 | 4597 0.05
reg;(')gtt'gg:f HIPK2 022 | 028 | 4956 | -0.06
PCGF2 028 | 023 | 6800 | 006

CBX4 028 | 021 | 5899 | 007

HSPD1 027 | 021 | 8476 | 006

DLX1 028 | 022 | 6825 | 006

PDE3A 024 | 032 | 4661 | -007

BCL3 029 | 023 | 3848 | 005

CHDS 024 | 029 | 5590 | -0.05

BDNF 030 | 024 | 2884 | 007

positive 0.15 4 ZAPT0 024 | 031 | 3930 | -0.06
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regulation of
cell activation

HSPD1 0.27 0.21 84.76 0.06
BLM 0.28 0.23 88.81 0.05
CD38 0.28 0.23 29.32 0.05

Tedavi Oncesi tiim 6rnekler ve saglikli kontrol karsilastirmasinda anotasyon kiimeleme ve
zenginlesme analizi Cizelge 5.15te
goriilmektedir. Zenginlesme skoru > 1.3 olan 5 kiime bulunmaktadir. Skoru 1.3’ten kiiciik
olan ancak eritrosit farklilagmasi, hiicre dongiisii kontrolii, transkripsiyon ve transkripsiyon
faktor aktivitesinin regiilasyonu, apoptozis regiilasyonu, hemopoiezis, hiicre gogii

regiilasyonu gibi dnemli ontoloji terimleriyle ifade edilen kiimelerin bulunmasi da dikkat

¢ekmektedir.

Cizelge 5. 15. Tedavi Oncesi tiim Ornekler ve saglikli kontrol karsilastirmasi anotasyon

kiimeleme analizi sonuglari

sonucunda elde edilen anotasyon kiimeleri

Terim AZSTETG C2 Gen pl p2 ttarea diff
Skoru sayisi
regulation of 2.33 5 PPP1CB 0.28 034 | 39.19 0.07
glucose
metabolic PRKAG1 0.24 0.31 26.98 -0.07
process IGF1 0.27 0.33 35.95 -0.06
PGAM1 0.24 0.30 38.01 -0.06
LEP 0.29 023 | 42.08 0.06
regulation of 2.29 4 PPP1CB 0.28 0.34 | 39.19 -0.07
carbohydrate PRKAGL | 024 | 031 | 2698 | -007
catabolic
process IGF1 0.27 0.33 35.95 -0.06
PGAM1 0.24 0.30 38.01 -0.06
Guanir)e— 2.16 6 FARP1 0.27 0.37 29.73 -0.10
nucleotide PLEKHG4B| 023 | 018 | 51.05 | 005
dissociation
stimulator, SPATA13 0.26 0.31 28.29 -0.05
CDC24, PLEKHG1 | 0.24 031 | 68.49 -0.06
conserved site
ARHGEF17 | 0.27 033 | 4583 -0.05
ARHGEF11 | 0.26 0.32 27.81 -0.05
PAhK-box/P21- 1.38 3 WASL 0.28 0.34 90.86 -0.05
Rho-bindi
0-binding PAK2 030 | 040 | 3038 | -0.10
CDC42SE2 | 0.27 0.32 49.49 -0.05
Heat shock 1.37 3 HSPAG 0.25 0.20 28.74 0.05
protein 70 HSPA2 020 | 025 | 3436 | -0.05
HSPH1 0.28 0.23 30.35 0.05
erythrocyte 118 3 ID2 0.29 036 | 6159 -0.08
differentiation SP1 023 | 029 | 3614 | -0.06
CEBPG 0.24 0.29 53.79 -0.05
cell cycle 0.95 4 PCBP4 0.27 0.22 27.22 0.05
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checkpoint ATM 0.28 0.22 | 45.04 0.06

FOX04 0.25 0.18 | 37.25 0.07

FAM175A | 0.27 0.32 | 79.01 -0.05

negative 0.43 PRDM1 0.28 0.34 | 68.03 -0.06
regulation of

transcription, CBX4 0.27 021 | 5461 0.06

DNA- RFX5 0.27 0.32 | 5313 -0.05

dependent ID2 029 | 036 | 6159 | -0.08

SIM2 0.23 018 | 44.21 0.05

DLX1 0.27 021 | 28.16 0.06

HDAC9 0.28 0.33 | 4485 -0.05

NEDD4 0.27 0.34 | 29.25 -0.07

negative 0.4 SIVAL 026 | 021 | 47.74 0.05
regulation of

transcription ID2 0.29 0.36 | 61.59 -0.08

factor activity CEBPG 0.24 029 | 5379 -0.05

_regulation of 0.36 MICA 027 | 022 | 3691 0.05

'nn?;;gge”ne CLEC7A | 027 | 033 | 3858 | -0.05

IL21 0.27 0.32 | 34.83 -0.05

cell activation 0.36 IFNAR1 0.28 0.36 | 37.25 -0.07

MICA 0.27 022 | 36.91 0.05

CLEC7A 0.27 0.33 | 3858 -0.05

DOCK2 0.29 0.36 | 41.97 -0.07

HDAC9 0.28 0.33 | 44.85 -0.05

CEBPG 0.24 0.29 | 53.79 -0.05

hemopoiesis 0.29 CDC42 0.25 0.32 | 46.66 -0.08

DOCK2 0.29 0.36 | 41.97 -0.07

ID2 0.29 0.36 | 61.59 -0.08

SP1 0.23 029 | 36.14 -0.06

HDAC9 0.28 0.33 | 4485 -0.05

CEBPG 0.24 0.29 | 53.79 -0.05

negative 0.19 BIRC3 0.28 035 | 27.73 -0.07

regg(')gtt'gg:f ESR1 028 | 035 | 2001 | -007

TAX1BP1 0.25 0.31 | 28.39 -0.06

ATM 0.28 0.22 | 45.04 0.06

CBX4 0.27 021 | 5461 0.06

IGF1 0.27 0.33 | 35.95 -0.06

DLX1 0.27 021 | 28.16 0.06

regulation of 0.18 DRD2 028 | 023 | 2715 | 005
cell migration

IGF1 0.27 0.33 | 35.95 -0.06

HDAC9 0.28 0.33 | 4485 -0.05

ABHD2 0.25 0.31 | 63.25 -0.06

positive 0.16 SIVAL 0.26 021 | 47.74 0.05
regulation of

apoptosis ARHGEF17 | 0.27 0.33 | 4583 -0.05
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PCBP4 0.27 022 | 27.22 0.05

ATM 0.28 0.22 | 45.04 0.06

ARHGEF11 | 0.26 0.32 | 27.81 -0.05

ZC3H8 0.27 032 | 27.18 -0.05

CEBPG 0.24 0.29 | 53.79 -0.05

CASP8AP2 | 0.29 0.23 | 3813 0.06

regulation of 0.14 14 ESR1 028 | 035 | 2901 | -0.07

apoptosis ARHGEF17 | 027 | 033 | 4583 | -0.05

PCBP4 0.27 022 | 27.22 0.05

CBX4 0.27 021 | 5461 0.06

CEBPG 0.24 0.29 | 53.79 -0.05

CASP8AP2 | 0.29 0.23 | 3813 0.06

SIVA1L 0.26 021 | 47.74 0.05

BIRC3 0.28 035 | 27.73 -0.07

TAX1BP1 0.25 0.31 | 28.39 -0.06

ATM 0.28 0.22 | 45.04 0.06

ZC3H8 0.27 0.32 | 27.18 -0.05

IGF1 0.27 0.33 | 35.95 -0.06

ARHGEF11 | 0.26 0.32 | 2781 -0.05

DLX1 0.27 021 | 28.16 0.06

negative 0.12 9 PRDM1 0.28 0.34 | 68.03 -0.06
regulation of

transcription CBX4 0.27 021 | 5461 0.06

RFX5 0.27 0.32 | 53.13 -0.05

ID2 0.29 0.36 | 61.59 -0.08

ZC3H8 0.27 032 | 27.18 -0.05

SIM2 0.23 018 | 4421 0.05

DLX1 0.27 021 | 28.16 0.06

HDAC9 0.28 0.33 | 44585 -0.05

NEDD4 0.27 0.34 | 29.25 -0.07
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Tedavi sonrasi ve saglikli kontrol karsilastirmasinda anotasyon kiimeleme ve zenginlesme
analizi sonucunda elde edilen anotasyon kiimeleri Cizelge 5.16’da goriilmektedir.
Zenginlesme skoru > 1.3 olan 4 kiime bulunmaktadir. Skoru 1.3’ten kii¢lik olan ancak
apoptozis regiilasyonu, hiicre go¢ii regiilasyonu, hemopoiezis ve gen ekpresyonunun
regiilasyonu gibi 6nemli ontoloji terimleriyle ifade edilen kiimelerin bulunmasi da dikkat

¢ekmektedir.

Cizelge 5. 16. Tedavi sonrast ve saglikli kontrol karsilastirmasi anotasyon kiimeleme
analizi sonug¢lari

Terim AT C2 Gen pl p2 ttarea diff
Skoru sayisi
DCD 0.24 032 | 34.49 -0.08
DEFB108B | 0.27 0.34 | 49.05 -0.07
defense DEFB105B | 022 | 029 | 27.04 | -0.06
response to 1.99 6
bacterium RNASE3 0.23 028 | 66.98 -0.06
DEFB104B | 0.25 034 | 47.66 -0.09
DEFB1 0.25 031 | 4822 -0.06
ENPP3 0.25 031 | 32.03 -0.06
nucleotide RHOQ 0.26 031 | 56.37 -0.05
catabolic 1.79 5 RAB11A 0.25 031 | 4845 -0.06
process PDE4D 0.23 029 | 53.05 -0.06
ADA 0.27 022 | 26.47 0.05
RAB11A 0.25 031 | 4845 -0.06
PDE4D 0.23 029 | 53.05 -0.06
SPRY-
) 1.64 5 RHOQ 0.26 031 | 56.37 -0.05
associated
ENPP3 0.25 031 | 32.03 -0.06
ADA 0.27 022 | 26.47 0.05
WASL 0.27 0.33 | 54.80 -0.07
PAK-box/P21- 1.43 3 CDC42EP3 | 023 | 029 | 4053 | -0.06
Rho-binding
PAK2 0.27 037 | 44.74 -0.10
BIRC5 0.22 027 | 43.95 -0.06
TAX1BP1 0.24 029 | 2511 -0.05
FOXO1 0.24 029 | 34.02 -0.05
RB1CC1 0.21 026 | 3263 -0.05
negative CFL1 0.24 031 | 5027 -0.07
regulation of 11 11
apoptosis APC 0.23 029 | 63.94 -0.05
ADA 0.27 022 | 26.47 0.05
IGF1 0.25 031 | 26.10 -0.07
HSPA9 0.23 029 | 44.86 -0.05
TGM2 0.22 0.28 | 40.78 -0.06
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ATG5 026 | 032 | 87.05 | -0.06
PTPRM 024 | 029 | 5373 | -0.05
negative GREM1 025 | 033 | 4346 | -0.08
regulation of 1.09 4
cell migration ADA 027 | 022 | 2647 0.05
ABHD?2 023 | 029 | 7170 | -0.06
PTPRM 024 | 029 | 5373 | -0.05
GREM1 025 | 033 | 4346 | -0.08
_ RTN4 023 | 028 | 2569 | -0.06
Creﬁ?‘#?;'r‘;rglg‘; 1.05 7 APC 023 | 029 | 6394 | -0.05
ADA 027 | 022 | 26.47 0.05
IGF1 025 | 031 | 2610 | -0.07
ABHD?2 023 | 029 | 7170 | -0.06
RTN4 023 | 028 | 2569 | -0.06
ARHGEF17 | 026 | 033 | 29.08 | -0.07
AIFM2 024 | 033 | 27.74 | -0.08
IGF2R 023 | 029 | 2678 | -0.06
ADA 027 | 022 | 26.47 0.05
TGM2 022 | 028 | 4078 | -0.06
CEBPG 022 | 027 | 9475 | -0.05
ATG5 026 | 032 | 87.05 | -0.06
EEF1E1 023 | 029 | 6878 | -0.06
regulation of 0.87 19 BIRCS 022 | 027 | 4395 | -0.06
apoptosis
FOXO1 024 | 029 | 3402 | -0.05
TAX1BPL | 024 | 029 | 2511 | -0.05
APC 023 | 029 | 6394 | -0.05
RB1CC1 021 | 026 | 3263 | -0.05
CFL1 024 | 031 | 5027 | -0.07
NAE1 024 | 030 | 3245 | -0.06
IGF1 025 | 031 | 2610 | -0.07
HSPA9 023 | 029 | 4486 | -0.05
AHRR 025 | 030 | 2621 | -0.06
BIRC5 022 | 027 | 4395 | -0.06
PAPD7 022 | 027 | 59.88 | -0.06
M phase of SEH1L 024 | 030 | 41.80 | -0.06
mitotic cell 0.49 6
cycle PBRM1 024 | 030 | 5537 | -0.06
APC 023 | 029 | 6394 | -0.05
CD2AP 022 | 029 | 3546 | -0.06
positive PSMF1 028 | 022 | 6512 | 006
regulation of
ubiquitin- PSMB2 0.26 0.35 67.16 -0.09
protein ligase 0.45 3
activity during
mitotic cell BTRC 023 | 029 | 8053 | -0.06
cycle
cell migration 0.42 7 PHOX2B 026 | 031 | 2586 | -0.06
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ASTN1 0.26 021 | 2850 0.05
ATOH1 0.24 019 | 26.24 0.05

TNS3 0.22 028 | 3242 | -0.05

CFL1 0.24 031 | 5027 | -0.07

APC 0.23 029 | 6394 | -0.05

CD2AP 0.22 029 | 3546 | -0.06

ARHGEF17 | 0.26 033 | 29.08 | -0.07

AIFM2 0.24 033 | 27.74 | -0.08

positive APC 0.23 029 | 6394 | -0.05
regulation of 0.13 7 TGM2 0.22 0.28 40.78 -0.06
apoptosis CEBPG 022 | 027 | 9475 | -0.05
AHRR 0.25 030 | 2621 | -0.06

EEF1E1 0.23 029 | 6878 | -0.06

APC 0.23 029 | 6394 | -0.05

hemopoiesis 0.09 . ADA 0.27 022 | 2647 0.05
SOX6 0.22 028 | 4506 | -0.06

CEBPG 0.22 027 | 9475 | -0.05

IRF2 0.20 025 | 3560 | -0.05

negative MBD3 0.28 023 | 2582 0.05
regulation of 0.04 5 SOX6 0.22 028 | 4506 | -0.06
gene expression SIM2 0.23 0.18 | 40.14 0.05
NEDD4 0.25 031 | 3853 | -0.06

Karsilastirmalardan elde edilen farkli metilasyon gosteren kromozom bélgelerinde bulunan
genler iizerinden DAVID yazilimi kullanilarak gergeklestirilen yolak analizlerinde 3 veya
daha fazla genin bulundugu yolaklar dikkate alinmistir. Buna gore elde edilen yolaklar ve
gen sayilart Sekil 5.22°de goriilmektedir. Her bir karsilastirma i¢in genlerin yogunlastigi

yolaklar farkli renkle gdsterilmistir.

Aldgtin hiicre islkeleti regiilasy onu
Foklama transdiilsiy onua
Endositozis

Dovmanus yvaZ asitleri bivosentezi
RINA demredasy onu

Fc ganuna R-aracili fagosito= |

Yolaklar

Kemolkin siny al yvolag |

Folal adezy on

Siki1 baglant:
Patojenik Eszcherichia coli enfeksivonu
DoZal dldiriicti hiicre aracili sitotolizisite

o 5 10 15

Gen sayisi

Sekil 5. 22. Karsilastirmalarda 6ne ¢ikan yolaklardaki gen sayilari
kirmizi: ts vs kontrol, mavi: to vs kontrol, sar1: to-s vs kontrol, yesil: to-p vs kontrol, mor: to vs ts
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Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi karsilastirmasinda yolak analizleri sonucunda farkli
metilasyon gosteren genlerin yogunlastigi tek yolak dogal oldiiriicii hiicre aracilt
sitotoksisite yolagidir. TYROBP, NFAT3 ve PIK3R1 gibi dnemli genlerin bulundugu
yolagin fonksiyonel elemani ve dogal bagisikligin bir parcasini olusturan bir cesit lenfosit
hiicresi olan dogal dldiiriicii hiicreler bakteri, virlis ya da parazitle enfekte olmus hiicrelerle

ya da malignant transformasyonla miicadelede erken evrede rol oynamaktadir.

Cizelge 5. 17. Tedavi Oncesi ve tedavi sonrast karsilagtirmasinda farkli metilasyon
gosteren genlerin gen sayis1 >3 olan yolaklarda dagilimi

Yolak e Genler G .. pl p2 ttarea | diff
sayis1 sembolii

Natural killer | 3 | TYRO protein tyrosine kinase | TYROBP | 0.25 | 0.32 | 25.98 | -0.07
cell mediated binding protein
cytotoxicity nuclear factor of activated T- | NFATC3 0.28 0.35 | 43.24 | -0.06
cells, cytoplasmic,
calcineurin-dependent 3

phosphoinositide-3-kinase, PIK3R1 0.26 0.31 19.33 | -0.06
regulatory subunit 1 (alpha)

Tedavi oncesi (esli) ve saglikli kontrol karsilastirmasinda yolak analizleri sonucunda farkli
metilasyon gosteren genlerin yogunluk gosterdigi yolaklar Cizelge 5.18’de goriilmektedir.
Patojenik E.coli, siki baglant1 ve fokal adezyon yolaklar1 bu karsilastirmada one ¢ikan

yolaklardir.

Cizelge 5. 18. Tedavi Oncesi (esli) ve saglikli kontrol karsilastirmasinda farkli metilasyon
gosteren genlerin gen sayisi >3 olan yolaklarda dagilimi

Yolak o Genler e . pl p2 ttarea diff
sayisi sembolii

Pathogenic 5 Wiskott-Aldrich syndrome- WASL 023 | 0.18 | 2828 | 0.05
Escherichia _ I_|ke
coli infection cell division cycle 42 CDC42 0.24 | 0.18 | 35.88 0.05
occludin pseudogene OCLN 0.26 | 0.32 | 34.97 -0.05

similar to Rho-associated, ROCK1 0.27 | 0.34 28.15 -0.07
coiled-coil containing protein

kinase 1
toll-like receptor 4 TLR4 026 | 031 2768 | -0.05
Tight 7 cell division cycle 42 CDC42 0.24 | 0.18 35.88 0.05
junction i
claudin 11 CLDN11 | 0.27 | 0.32 | 4381 | -0.05

exocyst complex component EXOC3 0.25 | 0.33 49.81 -0.08
3

myosin, heavy chain 13, MYH13 0.26 | 0.32 52.08 -0.06
skeletal muscle
myosin, heavy chain 7, MYH7 0.28 | 0.34 | 52.87 -0.06

cardiac muscle, beta
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occludin pseudogene OCLN 0.26 | 0.32 34.97 -0.05

related RAS viral (r-ras) RRAS?2 0.27 | 0.34 54.33 -0.07
oncogene homolog 2

ELK1, member of ETS
oncogene family ELK1 0.29 ]0.36 27.97 | -0.07
cell division cycle 42

CDC42 |0.24 |0.18 35.88 | 0.05

collagen, type 111, alpha 1
COL3A1 |0.28 |0.34 46.73 | -0.06

insulin-like growth factor 1

(somatomedin C) IGF1 0.30 |0.39 93.94 |-0.09
Focal p21 protein (Cdc42/Rac)-
adhesion 9 activated kinase 2 PAK2 |0.29 |0.38 28.32 |-0.09
protein phosphatase 1 PPP1CB 0.29 | 042 | 31.08 -0.13

similar to Rho associated,
coiled-coil containing protein

kinasel ROCK1 [0.27 [0.34 28.15 |-0.07
son of sevenless homolog 1
(Drosophila) SOS1 0.28 |0.34 78.79 | -0.06
talin 2

TLN2 0.27 ]0.33 29.17 | -0.06

Tedavi oncesi (tek) ve saglikli kontrol karsilastirmasinda yolak analizleri sonucunda farkli
metilasyon gosteren genlerin gen sayisi 3’iin iizerindeki yolaklardaki dagilimi Cizelge
5.19’da goriilmektedir. Kemokin sinyal yolagi, Fc gamma R aracili fagositoz ve RNA
degredasyonu Onemli yolaklardir. Kemokinler, hematopoietik hiicrelerde hiicresel
aktivasyon, farklilasma ve hayatta kalim gibi biyolojik siireclerin regiilasyonunda rol

oynamaktadir.

Cizelge 5. 19. Tedavi oncesi (tek) ve saglikli kontrol karsilagtirmasinda farkli metilasyon
gosteren genlerin gen sayisi >3 olan yolaklarda dagilimi

Yolak Ca Genler il . pl p2 ttarea diff
sayis1 sembolii

Chemokine 12 Wiskott-Aldrich syndrome-like | WASL | 0.26 | 0.35 | 47.87 | -0.09

signaling adenylate cyclase 4 ADCY4 | 0.28 | 0.21 | 36.68 | 007
pathway
chemokine (C-C motif) ligand CCL27 0.32 0.26 74.37 0.06
27

cyclin L2; chemokine (C-C CCNL2 | 0.23 | 0.28 35.55 -0.05
motif) receptor 6

dedicator of cytokinesis 2 DOCK?2 0.30 0.39 28.08 -0.09

guanine nucleotide binding GNB5 0.28 | 0.23 39.17 0.05
protein (G protein), beta 5

guanine nucleotide binding GNGS8 0.29 | 0.22 29.30 0.07
protein (G protein), gamma 8

neutrophil cytosolic factor 1 NCF1 0.28 | 0.23 48.35 0.05
phospholipase C, beta 4 PLCB4 | 0.25 | 0.31 | 41.63 -0.05
protein kinase C, delta PRKCD | 0.27 | 0.22 60.94 0.05
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v-crk sarcoma virus CT10 CRKL 0.30 | 0.24 | 41.09 0.06

oncogene homolog (avian)-like
vav 3 guanine nucleotide VAV3 0.24 | 0.30 48.27 -0.06

exchange factor
Fc gamma R- 7 JMJD7-PLA2GAB read JMJD7- | 0.27 | 0.21 44.81 0.06
mediated through transcript; PLA2G4B
phagocytosis phospholipase A2

Wiskott-Aldrich syndrome-like | WASL 0.26 0.35 47.87 -0.09
dedicator of cytokinesis 2 DOCK2 | 0.30 | 0.39 28.08 -0.09
neutrophil cytosolic factor 1 NCF1 0.28 | 0.23 48.35 0.05
protein kinase C, delta PRKCD | 0.27 | 0.22 | 60.94 0.05
v-crk sarcoma virus CT10 CRKL 0.30 | 0.24 | 41.09 0.06

oncogene homolog (avian)-like
vav 3 guanine nucleotide VAV3 0.24 | 0.30 48.27 -0.06

exchange factor
RNA 5 CCR4-NOT transcription CNOT3 | 0.31 | 0.24 60.52 0.07
degradation complex, subunit 3

enolase 2 ENO2 0.24 | 0.19 43.87 0.05
exosome component 3 EXOSC3 | 0.26 | 0.20 29.63 0.06
heat shock 60kDa protein 1 HSPD1 0.27 0.21 84.76 0.06
poly(A) polymerase alpha PAPOLA | 0.31 | 0.23 29.37 0.08

Tedavi Oncesi (tim) Ornekler ve saglikli kontrol karsilastirmasinda yolak analizleri
sonucunda farkli metilasyon gosteren genlerin gen sayis1 3’iin iizerindeki yolaklardaki

dagilimi Cizelge 5.20°de goriilmektedir.

Cizelge 5. 20. Tedavi oncesi (tiim O6rnekler) ve saglikli kontrol karsilastirmasinda farkl

metilasyon gosteren genlerin gen sayisi >3 olan yolaklarda dagilimi

Yolak . Genler S .. pl p2 ttarea diff
sayisl sembolii
Biosynthesis 3 acyl-Coenzyme A oxidase 3, | ACOX3 | 0.27 | 0.22 57.89 0.05
of pristanoyl
unsaturated
fatty acids bile acid Coenzyme A: amino | BAAT | 0.26 | 0.31 | 52.11 | -0.05
acid N-acyltransferase
fatty acid desaturase 2 FADS2 | 0.28 | 0.21 28.15 0.06
Endocytosis 8 G protein-coupled receptor GRK4 0.23 | 0.17 50.07 0.06
kinase 4
RAB11A, member RAS RAB11A | 0.27 | 0.33 57.03 -0.06
oncogene family
cell division cycle 42 CDC42 | 0.25 | 0.32 46.66 -0.08
epsin 3 EPN3 0.28 | 0.23 29.11 0.05
heat shock 70kDa protein 2 HSPA2 | 0.20 | 0.25 34.36 -0.05
heat shock 70kDa protein 7 HSPA6 | 0.25 | 0.20 28.74 0.05
(HSP70B);
neural precursor cell NEDD4 | 0.27 | 0.34 29.25 -0.07
expressed, developmentally
down-regulated 4
programmed cell death 6 PDCD6IP | 0.26 | 0.31 43.75 -0.06
interacting protein
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Tedavi sonras1 ve saglikli kontrol karsilastirmasinda yolak analizleri sonucunda farkli
metilasyon gosteren genlerin gen sayist 3’ilin iizerindeki yolaklardaki dagilimi Cizelge

5.21°de goriilmektedir.

Cizelge 5. 21. Tedavi sonrast ve saglikli kontrol karsilagtirmasinda farkli metilasyon
gosteren genlerin gen sayisi >3 olan yolaklarda dagilimi

Yolak i Genler . . pl p2 ttarea | diff
sayisi sembolii

Olfactory 12 olfactory receptor, family 2, OR2A42 | 024 | 031 | 53.13 | -0.07

transduction subfamily A, member 1

olfactory receptor, family 2, OR2AK2 | 0.25 | 0.32 | 36.57 | -0.07
subfamily AK, member 2

olfactory receptor, family 4, OR4D6 0.22 | 0.29 | 31.63 | -0.07
subfamily D, member 6
olfactory receptor, family 4, OR4F17 0.31 | 0.39 | 58.47 | -0.08
subfamily F, member 17
olfactory receptor, family 4, ORA4F5 0.31 | 0.39 | 66.47 | -0.08
subfamily F, member 4

olfactory receptor, family 4, OR4F4 0.28 | 0.33 | 34.91 | -0.05
subfamily F, member 5
olfactory receptor, family 4, OR4M1 0.25 | 0.30 | 28.05 | -0.06
subfamily M, member 1
olfactory receptor, family 4, ORA4N5 0.26 | 0.33 | 25.59 | -0.07
subfamily N, member 5
olfactory receptor, family 5, OR5D16 0.25 | 0.31 | 25.73 | -0.06
subfamily D, member 16
olfactory receptor, family 51, OR51F1 0.28 | 0.33 | 32.25 | -0.05
subfamily F, member 1
olfactory receptor, family 6, OR6C65 0.26 | 0.31 | 39.84 | -0.05
subfamily C, member 65

olfactory receptor, family 8, OR8K3 0.25 | 0.31 | 40.69 | -0.06
subfamily K, member 3

Regulation of 8 Wiskott-Aldrich syndrome- WASL 0.27 | 0.33 | 54.80 | -0.07

actin like
cytoskeleton adenomatous polyposis coli APC 0.23 | 0.29 | 63.94 | -0.05
cofilin 1 (non-muscle) CFL1 0.24 | 0.31 | 50.27 | -0.07

fibroblast growth factor 14 FGF14 0.24 | 0.31 | 35.06 | -0.07
fibroblast growth factor 5 FGF5 0.22 | 0.28 | 34.77 | -0.06

p21 protein (Cdc42/Rac)- PAK2 0.27 | 0.37 | 44.74 | -0.10
activated kinase 2
platelet derived growth PDGFD 0.22 | 0.28 | 49.44 | -0.06
factor D
protein phosphatase 1, PPP1R12A | 0.25 | 0.30 | 60.27 | -0.05
regulatory (inhibitor)
subunit 12A
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Charm algoritmasi kullanilarak gergeklestirilen metilasyon analizi sonucunda tedavi dncesi

ve tedavi sonrasi karsilastirmasinda hipermetile bulunan genlerin listesi Cizelge 5.22°de

verilmigtir. Tedavi dncesinde metilasyon degeri yiiksek olan bu genlerin tedavi sonrasinda

metilasyonunda azalma oldugu goriilmektedir. Bu demetilasyonun kullanilan hipometile

edici ajanin ekisiyle gerceklestigi diisiiniilmektedir.

Cizelge 5. 22. Tedavi Oncesi ve tedavi sonrast karsilagtirmasinda hipermetile bulunan

genler
Gen sembolii | Gen tanimi pl p2 ttarea | diff
RNF123 ring finger protein 123 0.37 0.28 2442 | 0.09
C160rf93 chromosome 16 open reading frame 93 0.31 0.23 19.88 | 0.08
PPIP5K1 diphosphoinositol pentakisphosphate kinase 1 0.33 0.26 25.65 | 0.07
CROCCP2 ciliary rootlet coiled-coil, rootletin pseudogene 2 0.36 0.29 19.06 | 0.07
CTC-501010.1 | novel lincRNA 0.33 0.26 19.75 | 0.07
CFL1 cofilin 1 (non-muscle) 0.30 0.23 3045 | 0.07
BHLHA9 basic helix-loop-helix family, member a9 0.32 0.25 20.66 | 0.07
GORAB golgin, RAB6-interacting 0.32 0.26 19.06 | 0.06
CD68 CD68 molecule 0.29 0.23 29.09 | 0.06
COLBA3 collagen, type VI, alpha 3 0.32 0.26 25.98 | 0.06
DHRS9 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 9 0.28 0.22 19.54 | 0.06
B3GAT2 beta-1,3-glucuronyltransferase 2 0.27 0.21 20.85 | 0.06
PRPF40B PRP40 pre-mRNA processing factor 40 homolog B 0.37 0.31 20.14 | 0.06
CLEC18C C-type lectin domain family 18, member C 0.30 0.24 47.77 | 0.06
PQLC3 PQ loop repeat containing 3 0.29 0.23 3040 | 0.05
C21orf62 chromosome 21 open reading frame 62 0.24 0.19 25.46 | 0.05
RP11-480112.4 | IncRNA (novel protein coding) 0.29 0.24 45,79 | 0.05
IDH3G isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) gamma 0.22 0.17 29.83 | 0.05
SYT13 synaptotagmin XIII 0.27 0.22 20.79 | 0.05
BPIFC BPI fold containing family C 0.26 0.21 19.29 | 0.05
5.8. RNA Orneklerinin Biitiinliik ve Kalite Analizi
izole edilen RNA 6rneklerine ait temsili agilent goriintiisii Sekil 5.23’te verilmistir.
12/82A RNA 12/84A RNA
RIN: 8.90 RIN: 9.70
[FU] [FU]
10 ' | H 1000 | ‘
T I L T T I I T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]

Sekil 5. 23. izole edilen RNA &rneklerine ait temsili Agilent Bioanalyzer goriintiisii
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000164068
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000196118
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000168781
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000215908
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000172757
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000205899
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000120370
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000129226
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000163359
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000073737
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000112309
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000110844
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000157335
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000162976
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000205929
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000067829
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000019505
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000184459

5.9. Real Time QRT-PCR Sonugclari

Calisilan primerlere ait amplifikasyon verimi (efficiency) Cizelge 5. 23’te gortilmektedir.

Cizelge 5. 23. Real time QRT-PCR’da kullanilan primerlerin efficiency degerleri

Primer Verim (efficiency)
CASP4 2
CFL1 2
MAP3KS5 1.97
ID2 1.88
ELK1 2
DNMT3A 2
RUNX1 1.89
HSPD1 2
SLC11A1 2
CHDS 1.8
ZAPT70 1.89
DOCK2 2
CRKL 2
PRKCD 2
SIVAl 2
CDC42 2
PAK2 1.81
ABL 2
PPI1B 1.99
B2M 2

Housekeeping gen olarak belirlenen ABL, PPIB ve B2M genlerinden standart sapmasi en

diistik olan ABL geni kullanilarak gen ifade oranlar1 hesaplanmstir.

CHARM yontemi ile genom boyu metilasyon profillerinin tedavi Oncesi ve sonrasi
gruplarda karsilastirilmasiyla elde edilen istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli
metillenme 6zelligi gosteren bolgelerle iligkili genler, ontolojik baglamda dikkate alinarak
belirlenmistir. Metilasyonun gen ifade regiilasyonundaki rolii géz oniinde bulundurularak,
bu bolgelerin gen ifade regiilasyonunu etkileme potansiyeli olan genlerin ifadeleri es

zamanli (Real Time) QRT-PCR ile bagil olarak nicelenmistir.
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Her bir gen i¢in bagil gen ifade degerlerinin dagilimi Sekil 5.24’te goriilmektedir.

CASP MAP3KS CHD8 CRKL
10
-]
€ s
=
8.
DOCK2 HSPD1 RUHX1 SLC11Aa1
10
-]
€ s
=
8 &
: Loalll Pl o
ZAPT0 DHMT3A ELK1 ID2
10
.
€ s
4
3 &
el 1]s ]  mlllfl |
PRKCD PAK2 SIva1
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-]
€ s
=
8 .
zl_l..‘
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ratio2
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Sekil 5. 24. Bagil gen ifade oranlarinin dagilimi

Her bir gen icin tedavi oncesi tiim ornekler ve sonrast gruplarda bagil gen oranlarinin

dagilim1 incelenmistir. Buna iligkin grafikler Sekil 5.25°te goriilmektedir.

CASP MAP3K5 CHD8 CRKL
1m
o=
g o e o |, N i
E as ;
-1m .
DOCK2 HSPD1 RUHX1 SLC11A1
10
o=a
E = .

Sekil 5. 25. Tedavi oncesi ve sonrasi her bir genin bagil ifade oranlarinin dagilinm

DHMT3A

ELK1

T

=

-

PAK2 Siva1
? = .
bevee reameni beve reameni bevee reameni
aner eamen! aner eamen! aner eamenl!
treatment treatment treatment
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Bagil gen ifade degerlerinin tedavi dncesi tiim ornekler ve sonrasi arasinda anlamli fark
gosterip gostermedigi Student’s t-test ile arastirilmistir. Buna gére CRKL ve SIVAL
genlerinin bagil ifade oranlarmin tedavi Oncesi Ornekler ve sonrasinda %95 giivenle
istatistiksel olarak anlamli fark gosterdigi goriilmiistiir (p=0.03; p=0.001 <0.05). Sonuglar
Cizelge 5.24°te gortilmektedir.

Cizelge 5. 24. Bagil gen ifade degerlerinin tedavi 6ncesi tim Ornekler ve tedavi sonrasi

grup arasinda istatistiksel anlamlilig1

Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi
ortalama ortalama

ortalama | std hata Cl ortalama | std hata Cl p |ttarea

CASP4 0.97 0.15 0.63;1.31 1.38 0.4 0.26;2.51 0.37 | 34.34
MAP3K5 1.29 0.13 1.01;1.59 1.3 0.42 0.12;2.48 0.28 | 20.09

CHD8 0.58 0.09 0.37;0.78 1.3 0.42 0.12;2.48 0.16 | 55.9
CRKL 0.43 0.47 0.33;0.54 1.01 0.3 1.73;1.84 | 0.03 | 41.09
DOCK2 0.99 0.13 0.7;1.28 0.86 1.85 0.35;1.38 0.91 | 28.08
HSPDI 0.81 0.09 0.6;1.03 0.68 0.15 0.25;1.12 0.48 | 84.76
RUNX1 1.83 0.27 1.2;2.43 1.55 0.22 0.93;2.18 0.64 | 28.05
SLC11A1 0.81 0.25 0.25;1.38 2.16 1.09 0.87;5.18 0.29 |130.78
ZAPT70 1.23 0.39 0.36;2.09 2.73 1.3 0.909;6.35 | 0.62 | 39.30
DNMT3A| 2.32 0.91 0.32;4.33 111 0.25 0.4;181 0.19 |112.47
ELK1 0.92 0.07 0.77;1.07 0.96 0.12 0.63;1.29 0.85 | 27.97
1D2 0.73 0.17 0.36;1.1 0.81 0.28 0.01;1.61 0.65 | 45.47
PRKCD 0.83 0.12 0.56;1.1 0.85 0.18 0.33;1.36 | 0.66 | 60.94
PAK?2 0.96 0.11 0.71;1.22 0.98 0.107 0.68;1.28 0.61 | 44.74
SIVAL 0.42 0.65 0.28;0.56 0.82 0.084 0.59;1.05 | 0.001 | 47.74
cbC42 | 0.22 0.44 | 0.12;0.31 0.6 0.4 -0.52;1.72 | 0.39 | 35.88
CFL1 0.22 032 | 015029 | 0.81 0.3 -0.02:1.65 | 0.12 | 3045
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Bagil gen ifade degerlerinin tedavi dncesi ve tedavi sonrasi arasinda anlamli fark gosterip
gostermedigi Student’s t-test ile arastirilmistir. Buna gore 1D2 geninin bagil ifade oraninin
tedavi Oncesi ve sonrasinda %95 giivenle istatistiksel olarak anlamli fark gosterdigi

goriilmiistiir (p=0.003 <0.05). Sonuglar Cizelge 5.25’te goriilmektedir.

Cizelge 5. 25. Bagil gen ifade degerlerinin tedavi dncesi ve tedavi sonrasi grup arasinda
istatistiksel anlamlilig1

Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi

ortalama Z:galhaar?; ortalama Z:gaLaaT; r (p) t4) p ttarea

CASP4 1.05 0.12 1.38 0.4 0.31 (0.61) 0.43 34.34
MAP3K5 0.99 0.12 1.03 0.16 0.84(0.07) 0.69 20.09

CHDS8 0.45 0.05 1.302 0.42 -0.33(0.39) 0.13 55.9
CRKL 0.4 0.03 1.01 0.3 0.45 (0.44) 0.104 41.09
DOCK2 1.02 0.16 0.86 0.18 0.83 (0.08) 0.19 28.08
HSPDI 0.81 0.18 0.68 0.15 0.85 (0.06) 0.25 84.76
RUNX1 1.49 0.16 1.55 0.23 0.14 (0.82) 0.81 28.05
SLC11A1 0.99 0.51 2.16 1.09 0.98 (0.002) 0.13 130.78

ZAPT0 0.77 0.18 2.73 131 0.76 (0.13) 0.17 39.3
DNMT3A 1.33 0.32 1.11 0.25 0.93 (0.023) 0.15 112.47
ELK1 0.83 0.08 0.96 0.12 -0.31 (0.61) 0.45 27.97
ID2 1.03 0.26 0.81 0.28 0.99 (0.00) 0.003 45.47
PRKCD 1.03 0.16 0.85 1.85 0.69 (0.19) 0.26 60.94
PAK2 0.84 0.15 0.98 0.11 0.983 (0.08) 0.16 44,74
SIVA1L 0.53 0.12 0.82 0.08 0.41 (0.49) 0.06 47.74
CDCA42 0.23 0.02 0.60 0.40 -0.02(0.97) 0.41 35.88
CFL1 0.22 0.02 0.81 0.30 -0.35(0.56) 0.13 30.45
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6. TARTISMA VE SONUC

Myelodisplastik sendrom, periferik kanda bir veya daha fazla seride sitopeniye eslik eden
genellikle hiperseliiler ya da normoseliiler kemik iligi, displazi ile belirlenen anormal hiicre
morfolojisi ve yiikksek oranda akut myeloid l6semiye doniisim ile karakterize,
hematopoietik kok hiicrenin klonal bozuklugudur (246). MDS genetik ve epigenetik
degisimlerin etkisiyle klonal gelisim gosteren ¢ok faktorlii ve ¢ok basamakli bir
patogeneze sahiptir. Bugiine dek hastaligin baslangici, ilerlemesi ve AML’ye doniisiim
mekanizmasmin aydinlatilmasina yonelik yapilan c¢alismalarda yiiksek islem hacimli
teknolojilerin de kullanimiyla hastaligin teshisinde ve tedavisinde yon veren bilgiler elde
edilmistir. Aragtirmalar neticesinde ortaya konulan bilgiler yeni tedavi alternatiflerinin
gelistirilmesinde 6nemli bir ivme kazandirmistir. Hastaligin heterojen ve kompleks dogasi
geregi hastalara uygulanabilen rutin bir tedavi protokolii bulunmadigi i¢in hastaligin
patogenezinin daha iyi anlasilmasi teshiste ve teshis sonrasi hastaya ozgili tedavi

yaklagiminin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Metilasyon ve histon deasetilaz inhibitorleri gibi epigenetik mekanizmayi hedefleyen
ilaglarin MDS ve AML hastalar1 iizerinde klinik basar1 gosterdigi bilinmektedir ancak
klinik cevap ve ilag direncinin altinda yatan mekanizma heniiz tam anlamiyla aydinlatilmis
degildir (247). Bu nedenle g¢alismamizda MDS ve AML hastalarinda tedavi amaglh
kullanilan ve hipometile edici bir ajan olan 5-azasitidin’in hastaligin patogenezinde etkili
oldugu bilinen anormal DNA metilasyonu iizerindeki etkisinin, gerekse global metilasyon
tizerindeki etkisinin arastirilmasi ve yine hastaligin olusumunda ve ilerlemesinde deregiile
olan genlerin bulundugu yolaklarin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu aragtirma kapsaminda
genom ebadinda metilasyon analizi yapmayr miimkiin kilan promotor arraylerle 5-
azasitidin tedavisi Oncesi ve sonrasinda hastalardan alinan kemik iligi Ornekleri

kullanilarak metilasyon profilleri ¢ikariimstir.

Tez c¢aligmasinda yapilan her bir karsilastirmada farkli metilasyon gosteren bolgede
bulunan genler i¢in gen ontoloji, zenginlesme ve yolak analizleri DAVID yazilimi
kullanilarak ayri ayr gergeklestirilmistir. Oncelikle fonksiyonel anotasyon kiimeleme
analizi yapilarak gen setinde genlerin fonksiyonlarina gore nasil bir dagilim ve
zenginlesme gosterdikleri belirlenmistir. Fonksiyonel kiimeleme ve zenginlesme analizleri

yapilirken siniflandirma sikiligi olarak “highest” kullanilmistir. Yolak analizleri sonucunda
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3 ve 3’1in iizerinde gen bulunan yolaklar her bir karsilastirma i¢in Cizelge 5.17- 5.21°de

verilmistir.

Biyoinformatik analizlerle karsilagtirmalardan elde edilen farkli metilasyon gosteren
bolgelere iliskin sonuglar ve bu genler {lizerinden yapilan gen ontoloji ve yolak analizleri
ile elde edilen yolaklar ilgili karsilastirma bashg altinda literatiir esliginde
degerlendirilecektir. Ayni1 zamanda yolaklarda yer alan genlerden MDS ve AML
patogeneziyle iliskili bulunan ve/veya kanser olusum siirecinde etkili oldugu/olabilecegi

caligsmalarla gosterilmis olanlar ayrintili tartigilacaktir.

6.1. Tedavi Oncesi ve Tedavi Sonrasi Karsilastirmas1 Analiz Sonuclarimn

Degerlendirilmesi

Tedavi Oncesinde ve sonrasindaki metilasyon profillerinin karsilagtirilmasi ile tedavi
oncesinde MDS’de varlig1 bilinen anormal metilasyonun hangi gen bdolgelerini etkiledigi,
tedavi amagli kullanilan ve global bir hipometile edici ajan olan 5-azasitidin’in hangi

bolgelerde metilasyonu geri doniistiirdiigliniin tespit edilmesi amaglanmisti.

Analizler sonucunda MDS ve MDS-AML hastalarinda tedavi oncesi ve tedavi sonrast
kemik iligi orneklerinin farkli metilasyon profili gosterdigi goriilmiistiir. 5-azasitidin’in
tedavi sonrasinda hangi genler iizerinde etki gostererek metilasyon seviyelerinde degisik

oranlarda azalma sagladig1 belirlenmigtir.

Tedavi Oncesi ve 4. kiir 5-azasitidin tedavisi sonras1 ayni hastalardan alinan kemik iligi
ornekleri lizerinden Nimblegen 2.1 Deluxe promotor arrayler kullanilarak gerceklestirilen
genom ebadinda metilasyon analizleri sonucunda tedavi Oncesi ve sonrasi grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli olan metilasyon degisimleri belirlenmistir. Charm algoritmasi
ile esli (pairwise) olarak gerceklestirilen analizlerde iki grup arasinda 58 farkli metilasyon
gosteren bolge (DMR-Differentially methylated region) belirlenmistir. Elde edilen bu
bolgeler 58 anote gen ile iligskilendirilmistir. MDS ve MDS-AML hastalarinda tedavi

oncesinde bu genlerden 20’si hipermetile ve 38’1 ise hipometile bulunmustur.

Tedavi Oncesi ve sonrasi karsilastirmasinda yapilan fonksiyonel anotasyon kiimeleme ve

zenginlesme analizinde bu genler 13 kiime olusturacak sekilde dagilim gostermistir. Bu
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kiimeler i¢cinde membran fraksiyonu, demir iyonu baglama, DNA bagimli transkripsiyon

ve apoptozis regiilasyonu baslikli kiimeler dikkat cekmektedir.

Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi karsilagtirmada farkli metilasyon gosteren bolgede bulunan
genlerin yolak analizlerinde ise TYROBP (DAP12), NFATC3 ve PIK3R1 olmak iizere
en fazla genin birlikte bulundugu tek yolak olan degal éldiiriicii hiicre aracili sitotoksisite
yolagr on plana c¢ikmistir. Yolakta bulunan ii¢ gen de tedavi Oncesinde hipometile

bulunmustur.
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Sekil 6. 1. Dogal 6ldiiriicii hiicre aracili sitotoksisite yolagi

Dogal 6ldiiriicii hiicreler (Natural Killer, NK) kemik iliginden kaynaklanan biiyiik graniillii
lenfositler olup dogal immiinitenin en 6nemli hiicreleridir. Yabanci antijenlere karsi ilk
basamak savunmada gorev alirlar. NK hiicreleri, enfekte olmus ya da malign
transformasyona ugramis hiicreleri, hiicre aracili sitotoksisite ve antikor aracili hiicresel
sitotoksisite ile lizise ugratabilirler (248). NK hiicrelerin in vitro ve in vivoda sitotoksik
etkileri interlokin ve interferon gibi sitokinler tarafindan artirilabilmektedir. Hayvan
caligmalarinda timor biiylime kontrolii ve metastazda kritik rol oynadiklari, viris
enfeksiyonlarina kars1 dogal bagisiklik sagladiklar1 gosterilmistir. Aktivasyonu takiben
hiicrelerden inflamatuar cevabi indiikleyebilen, monosit, dendritik hiicre, graniilosit
biiylime ve farklilasmasini yonlendiren ve sonradan olusan adaptif immiin cevabi etkileyen

sitokin ve kemokinler salinmaktadir. Dogal 6ldiiriicii hiicrelerin normal hiicreleri ve timor
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hiicrelerini ayriminin altinda yatan mekanizmanin anlasilmasi tiimor immiin takibinde
farkli bakis agilar1 saglayarak kanser tedavisinde yeni stratejiler gelistirilmesini miimkiin
kilmaktadir (249). Dogal o6ldiiriicii hiicre aracili sitotoksisite yolaginda rol oynayan
genlerde olusabilecek deregiilasyon, timor olusumu ve ilerleme siirecinde malign

hiicrelerin pargalanmasinda yolagin isleyisini olumsuz etkileyebilir.

Pellagatti ve arkadaslar1 MDS’de deregiile olan yolaklar1 ve fonksiyonel ontoloji gruplarini
belirlemek {izere yaptiklari ¢alismalarinda 183 MDS hastasindan elde edilen CD34+
hematopoietik kok hiicreler iizerinden mikrodizinle global gen ekspresyon analizi
gerceklestirmistir. Calisma sonucunda interferon, trombopoietin, wnt sinyal yolaginin da
icinde bulundugu bir¢ok yolakta fonksiyonel olan genlerde goriilen artan ve azalan
reglilasyon neticesinde ilgili genlerin bulunduklar1 yolaklarin bu ekspresyon
degisimlerinden etkilendikleri ortaya konmustur. Aymi zamanda bu caligmada dogal
oldiiriicii hiicre sinyal yolaginda bulunan PIK3R3, FCGR3B, PTPN6, RRAS2,
TYROBP, SOS1, PRKCZ ve PRKCA genlerinin ifadesinin artmis oldugu da tespit
edilmistir (250). Dogal o&ldiriicii hiicre sinyal yolaginda yer alan bu genler iginden
TYROBP ve PIK3 enzim ailesinde bulunan bir baska gen olan PIK3R1 geni ¢alismamizda
aym yolak iizerinde 6n plana ¢ikmugtir. Ifadesinin artmis oldugu belirtilen bu genler
calismamizda tedavi Oncesi Orneklerde hipometile bulunmustur. Genlerin ifadelerinin
artmis olmasi, hipometile bulunmalarint desteklemektedir. Aym yolakta bulunan iki
genin ¢alismamizda da tedavi Oncesi hasta grubunda tespit edilmesi bu noktada bulgularin
literatiir verileriyle Ortiistiiglinii gostermektedir. Ayni caligmada trizomi 8 anomalisi
bulunan MDS hastalarinin ekspresyon degerleri saglikli kontrolle kiyaslandiginda en fazla
deregiilasyon goriilen 10 yolagin 6’sinda fonksiyonel olan PIK3R1 geninin

ekspresyonunun saglikli kontrole gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Ayni yolakta bulunan PIK3R1 ve TYROBP genlerinin hem bizim ¢aligmamizda hem de
Pellagatti’nin c¢aligmasinda benzer sekilde davranmasi bu genlerin terapdtik/diagnostik
biyobelirte¢ olarak ileri analizlere alinmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Diger yandan
bu gen ile ilgili literatiire biraz daha yakindan bakmak genin MDS patogenezindeki yerinin

anlasilmasinda yararli olacaktir.
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PIK3R1: PIK3, pl110 katalitik ve p85 regiilator alt tinitelerden olusan bir heterodimerdir.
PIK3R1 geninin de dahil oldugu fosfaditilinositid 3 kinaz (PIK3) enzim ailesi hiicre
biiylimesi, proliferasyon, farklilasma, motilite (hareketlilik), hayatta kalim ve hiicre ici
iletim gibi birgok hiicresel biyolojik siirecte rol oynamaktadir. Bu siireglerdeki
fonksiyonlarin ¢ogu PIK3R1 geninin de bulundugu sinif 1 kinazlarin, protein kinaz B’yi
(PKB, AKT) apoptoziste Onemli olan bir hiicre i¢i sinyal ileti yolagi olan
PI3BK/AKT/mTOR’u aktive etmeleriyle iligkilidir (251). Fare modelleri iizerinde
gerceklestirilen biyokimyasal ve genetik calismalar PI3K’nin gelisim siirecinde de 6nemli
rollere sahip oldugunu ortaya koymustur (251-253). Ayn1 zamanda PI3 kinazlar, ErbB,
Ras, PI3K-Akt, VEGF, Jak-STAT, apoptozis, kronik myeloid 16semi, akut myeloid 16semi,
kolorektal kanser, endometrial kanser ve kiiciik hiicreli akciger kanseri gibi yolaklarin

onemli kilit noktalarinda yer almaktadir (254).

Mevcut literatiir PI3KR1 ile ilgili bulgumuzu gii¢lendirmekte/dogrulamaktadir.
Kanserlerin genis bir spektrumunda PI3K-AKT yolaginda yer alan ¢ok sayida genin
regiilasyonunun bozuldugu bilinmektedir. Bu yolakta gorevli birgok gende gergeklesen
mutasyonlar ilgili genlerde fonksiyon kaybi1 ya da kazanimi Yyoluyla neoplastik
transformasyona neden olmaktadir. Bu nedenle PIK3 yolagini hedefleyen terapotik
stratejiler gelistirilmektedir (255). Over kanserlerinde PIK3 p85a’da mutasyon, p110 a’da
amplifikasyon, sindirim borusu kanserinde PIK3 p85a’da mutasyon, meme kanserinde
PIK3’te fazla aktivasyon ve lenfoid kanserde de p85-EPH (efrin) fiizyonu gibi degisimler
tespit edilmistir (256-259). PIK3’iin biyolojik aktivitesi ve inhibitorleri tizerinde yapilan

calismalar 15181nda PIK3 muhtemel bir antitiimor ajan olarak goriilmektedir.

Cizelge 5.22°de tedavi 6ncesi ve sonrasi karsilastirmasinda hipermetile ¢ikan gen listesinde
yer alan genler goriilmektedir. Tedavi amagl kullanilan 5-azasitidin’in hipometile edici
ozelligi ile tedavi oncesinde hipermetile olan bu genlerin tedavi sonrasinda metilasyon
seviyesinin azaldigi diisiiniilmektedir. Iki grup arasinda metilasyon farkinin en fazla
oldugu gen RNF123 genidir. RNF123 geni, hiicre dongiisii progresyonunda fonksiyona
sahip olan E3 ubiquitin-protein ligase RNF123 enzimini kodlamaktadir (260). Ayni
zamanda gen tarafindan kodlanan C-terminal RING finger domainine sahip protein,
protein-protein ve protein-DNA interaksiyonlarinda rol oynamaktadir. RNF123’iin MDS

ya da AML patogeneziyle iliskili oldugunu gosteren herhangi bir veri bulunmamaktadir.
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Hipermetile ¢ikan diger bir gen ise CFL1 genidir. Onciil T hiicreli akut lenfoblastik
16semi/lenfomada gen ekSpresyon profillemesi ile potansiyel terapotik hedef olabilecek
onkojenik yolaklarin tanimlanmasi amaciyla yapilan ve SCL-LMOZ1 transgenik fare modeli
tizerinde gergeklestiren bir g¢alismada CFL1 geninin ekspresyonunda artis oldugu
belirlenmistir. CFL1 genindeki bu ifade artisinin 16semik hiicre hattinin proliferasyonunda
onemli oldugu ve cofilin 1’in defosforilasyonunu indiikleyen diger mekanizmalarin da

dahil oldugu bir kaskadin T lenfosit proliferasyonuna yol agtigi vurgulanmaktadir (261).

Myelodisplastik sendromda makrofaj proliferasyonu ve apoptozis arasindaki iliskiyi
aciklamak tizere yapilan bir ¢alismada MDS hastalarinda CD68 pozitif hiicre sayis1 ve
apoptotik hiicre sayisinin saglikli kontrollere gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. CD68
ekspresyonu ve apoptozisin pozitif korelasyon gosterdigi ortaya konmustur (262).
Calismamizda tedavi oncesinde hipermetile bulunan CD68 geninin ekspresyonuna iliskin
veri bulunmadig: icin bu noktada hipermetile bulunan genin ekspresyonundaki azalma
apoptozisin de azalmasina neden olmak suretiyle hastaligin olusum siirecinde etkili olabilir

seklinde bir yorum yapailabilir.

IDH3G geni, izositrat dehidrogenaz gama enzimini kodlamaktadir. izositrat
dehidrogenazlar, izositratin oksidatif dekarboksilasyonunu katalizleyen enzimlerdir.
Insanlarda IDH1, IDH2 ve IDH3 olmak iizere ii¢ izoformu bulunmaktadir. Birgok beyin
timoriinde IDH1 mutasyonu goriilmiistiir (263). Sitogenetik olarak normal olan akut
myeloid 16semi hastalarinin  %20’den fazlasinda ise IDH1 ve IDH2 mutasyonlar
bulunmaktadir (100). Calismamizda hipermetile bulunan IDH3G geni daha 6nce MDS ve
AML patogeziyle iliskilendirilmemistir. Genle ayn1 fonksiyona sahip izoformlar1 IDH1/2
genindeki mutasyonlar DNA metilasyonu ve histon modifikasyonunu etkiledigi icin AML
progresyonunda 6nemli goriilmektedir (264). Bu bilgiler ger¢evesinde IDH3G geninin de
MDS ve AML olusumunda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tedavi Oncesi ve tedavi sonras1 karsilagtirmasinda 1D2 geninin bagil ifade oraninin %95

giivenle istatistiksel olarak anlamli fark gosterdigi goriilmiistiir (ID2, p=0.003 <0.05).

ID2 (Inhibitor of DNA Binding 2, Dominant Negative Helix-Loop-Helix) geni tarafindan
kodlanan protein DNA baglanma ailesi inhibitorii, helix-loop-helix domainine sahip
transkripsiyonel regiilatorlerin bir {iyesidir. Protein, hiicre proliferasyonunun negatif

regiilasyonundan sorumludur.
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6.2. Tedavi Oncesi (esli ve Kontrol Karsilastirmast Analiz Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

Tedavi Oncesi (esli) Ornekler ve saglikli kontrollere ait metilasyon profilinin
karsilastirilmasiyla anormal metilasyonun bu hasta profilinde hangi genler tizerinde etkili
oldugu ve bu genlerin bulundugu yolaklarda gergeklesen deregiilasyonun hastaligin

olusum ve ilerleme siirecinde nasil bir rol oynadiginin belirlenmesi amaglanmistir.

Tedavi Oncesi (esli) ve kontrol karsilastirmasinda 452 farkli metilasyon gdsteren bolge ve
bu kromozom bdlgelerinde bulunan genler belirlenmistir. Belirlenen genler iizerinden
yapilan fonksiyonel anotasyon kiimeleme ve zenginlesme analizinde genler 65 kiime
olusturacak sekilde dagilim gostermistir. Zenginlesme skoru >1.3 olan anotasyon kiimeleri,
GTPaz baglama, oksijen tasima ve replizom gen ontoloji terimleriyle ifade edilmektedir.
Bununla birlikte zenginlesme skoru 1.3’iin altinda olup MDS patogenezinde &nemli
olabilecek anotasyon gruplari arasinda eritrosit farklilagsmasi, sinir biiyiime faktor yolagi,
transkripsiyonun negatif regiilasyonu, hiicre migrasyonunun pozitif regiilasyonu, mitoz,
mitotik hiicre dongiisiiniin M faz1 ve apoptozis regiilasyonu gibi gen ontoloji terimleri ile

ifade edilen kiimeler 6n plana ¢ikmaktadir.

Yolak analizlerinde ise patojenik Escherichia coli enfeksiyonu, siki baglant1 ve fokal

adezyon one ¢ikan yolaklardir.

Fokal adezyon yolaginda, ELK1, CDC42, COL3Al, IGF1, PAK2, PPPICB, ROCKI,
SOS1 ve TLN2 genleri bulunmaktadir. Fokal adezyonlar, hiicre ve ekstraseliiler matriks
arasinda adezyonun (yapisma) kuruldugu yerler olarak tanimlanmaktadir. Hiicre iskeleti,
proliferasyonu ve yasamini etkileyen sinyallesme aginin merkezi olan fokal adezyon
baglantilari, hiicre motilitesi, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, gen
ekspresyonunun regiilasyonu ve hayatta kalma gibi biyolojik siire¢lerde 6nemli rollere
sahiptir (265).
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Sekil 6. 2. Fokal adezyon yolagi

Fokal adezyon yolaginda gorevli ELK1 geni hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve hayatta
kalimi regiile eden bir transkripsiyon faktorii olarak goriilmektedir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalar genin ayni zamanda gen ekspresyonunun kontroliinde de rol oynadigini
gostermistir (266). Kanser gelisim siirecinde tiimér hiicrelerinin bazal membrana ve
yakindaki dokularin i¢ine dogru gogii olarak tanimlanan invazyon metastatik yayilimda
gerceklesen ilk adimdir. Genom boyu analizler ELK1’in hedefi, hiicre gogii ve aktin hiicre
iskeleti ile iliskili proteinleri kodlayan genleri (PTGS2, CTGF, HIF1A, ACTB, CDH3,
PFN1, LIMAL, IQGAP1 ve ACTN1) agiga ¢ikarmistir (267). ELK1’in meme kanserinin
hiicresel metastazinda 6nemli fonksiyona sahip oldugu diisiiniilmektedir (268). Bu bilgiler
1s1ginda ELK1 geninin kilit noktalardaki goérevleri nedeniyle MDS’nin olusum ve

ilerlemesinde etkili olabilecegi fikri ortaya ¢ikmaktadir.

Fokal adezyon yolaginda bulunan diger onemli bir gen olan CDC42 geni hiicre
morfolojisi, migrasyon, endositozis, hiicre dongiisii progresyonu gibi farkli hiicresel
fonksiyonlar1 kontrol eden sinyal yolaklarini regiile etmektedir. MDS’nin hematopoietik
patofizyolojisini arastran bir caligmada MDS-RA hastalarinda genin ekspresyonu yiiksek
bulunmustur. Anormal CDC42 ekspresyonunun MDS’de morfolojik displaziye neden
olabilecegi vurgulanmistir (269). Calismamizda ise kontrolle kiyaslandiginda genin tedavi
oncesi (esli) Orneklerde metilasyon seviyesi daha yiiksek bulunmus ancak ornekler

arasinda ekspresyon seviyesinde anlamli bir fark goriilmemistir. Cesitli kanserlerde
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ekspresyonunda artig goriillen CDC42 geni tiimdr olusum siirecinde etkilidir ve kanser
gelisiminde kompleks bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir (270). Dolayistyla literatiir

verileri genin MDS olusum siirecinde de etkili olabilecegini desteklemektedir.

Fokal adezyon yolaginda bulunan IGF1 geni, fonksiyon ve yapi olarak insiiline benzeyen,
bliylime ve gelisime aracilik eden protein ailesinin liyesi olan insiilin benzeri biliyiime
faktorii 1’1 kodlamaktadir. Gende meydana gelen degisimler protein eksikligine neden
olmaktadir. Chen ve arkadaslarinin MDS’de hastalik spesifik molekiiler karakteristikleri
belirlemek amaciyla monozomi 7 ve trizomi 8§ sitogenetik anomalileri tasiyan MDS
hastalarindan elde ettikleri CD34 hematopoietik progenitor hiicrelerde mikrozidin ile gen
ekspresyon analizi yaptiklar1 ¢alismalarinda trizomi 8 tasiyan MDS hastalarinda IGF
geninin ekspresyonunda artis oldugu goriilmiistiir (271). Spesifik reseptorii olan IGF1R’ye
baglanarak aktivite gosteren gen AKT sinyal yolagi aktivasyonu, hiicre biiylime ve
proliferasyonunun stimiilasyonu ve programli hiicre 6liimii inhibisyonu gibi birgok siirecte
etkilidir. Hematopoietik hiicre, deri, kemik sinir hiicresi gibi bir¢ok hiicre tipinin biiyiime

ve gelisimini regiile etmektedir (272).

6.3. Tedavi Oncesi (tek) ve Kontrol Karsilashrmasi Analiz Sonuclarmn

Degerlendirilmesi

Sadece tedavi Oncesi bulunan orneklerle kontrol orneklerine ait metilasyon profilinin
karsilastirilmasi ile tedavi siirecinde kaybedilen ve daha agresif bir hastalik progresyonuna
sahip bu hastalardaki metilasyon degisimlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayn1 zamanda
sadece tedavi Oncesi Ornegi bulunan bu hastalarin tedavi Oncesi ve sonrasi bulunan
orneklerden farkli bir metilasyon paterni gosterdigi diisiiniilerek iki grup arasindaki farkin

da ortaya konmas1 amag¢lanmustir.

Tedavi Oncesi (tek) ve kontrol karsilastirmasinda 614 farkli metilasyon gosteren bolge
tanimlanmistir. Belirlenen genler {lizerinden yapilan fonksiyonel anotasyon kiimeleme ve
zenginlesme analizinde genler 101 kiime olusturacak sekilde dagilim gostermistir.
Zenginlesme skoru >1.3 olan anotasyon kiimeleri, makromolekiil biyosentetik prosesinin
pozitif regiilasyonu ve guanin niikleotid ayirma stimiilatdrii gen ontoloji terimleriyle ifade
edilmektedir. Bununla birlikte zenginlesme skoru 1.3’iin altinda olup MDS patogenezinde

onemli olabilecek anotasyon gruplari arasinda mononiikleer hiicre proliferasyonu, iyon
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baglama, immiin cevap siirecinde hiicre aktivasyonu, 16kosit aracili immiinite ve apoptozis

regiilasyonu gibi gen ontoloji terimleri ile ifade edilen kiimeler de bulunmaktadir.

Yolak analizlerinde ise kemokin sinyal yolagi, RNA degradasyon ve Fc gamma R-

aracih fagositoz genlerin yogunluk gosterdigi yolaklar olarak 6n plana ¢ikmaistir.

Kemokin sinyal yolaginda WASL, ADCY4, CCL27, CCNL2, DOCK2, GNB5, GNGS,
NCF1, PLCB4, PRKCD, CRKL ve VAV3 genleri bulunmaktadir. Kemokinler, 8-10
kilodalton (kd) agirliginda, aminoasit dizilimlerinde %20-70 oraninda benzerlik gosteren
proteinlerdir.  Yapilarinda bulunan sistein (cysteine=C) rezidiilerinin yerlesim
pozisyonlarina ve genetik yapilarma gore 4 alt gruba ayrilirlar. Hematopoietik hiicrelerde
hiicresel aktivasyon, farklilasma ve hayatta kalim gibi 6nemli prosesler kemokinler
tarafindan regiile edilmektedir. Ayn1 zamanda kemokinler immiin cevapta lokosit gociinii
yonlendirmektedir (273). Kemokinlerin 16kosit fonksiyonlarinda ve buna bagli olarak
birgok hastaligin fizyopatogenezinde onemli bir yere sahip oldugu yapilan ¢alismalarla

gosterilmistir (274).
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Sekil 6. 3. Kemokin sinyal yolag1

Kemokin sinyal yolaginda goérevli, heterotrimerik G proteinini kodlayan, GTPaz ve sinyal
dontistirme aktivitesine sahip GNG8 geni, l6kosit transendotelyal migrasyonunu kontrol
eden ve sinir sistemiyle ilgili degisik ¢ok sayida yolakta rol oynamaktadir. GNG8 geni,
huntington hastaligit ve burkitt lenfoma ile iliskilidir. Sporadik kronik lenfositik
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16semi/kiiciik lenfositik lenfoma (CLL/SLL) hastalarinda G proteinlerinin ve G protein-
coupled reseptor sinyal yolaklarinin yiliksek relaps oranmiyla iliskili oldugu, hiicre

migrasyonu ve apoptozisin baskilanmasinda da etkili olduklar goriilmiistiir (275).

Kemokin sinyal yolaginda yer alan PLCB4 geni, fosfolipitleri yag asitleri ve diger lipofilik
molekiillere hidroliz eden fosfolipaz enzim grubuna dahil olan fosfolipaz C beta 4’1
kodlamaktadir. PLCB enzim ailesinin bir baska iiyesi ve yine 20. kromozom iizerinde
bulunan PLCB4 genine ¢ok yakin bir bolgede lokalize PLCB1 geninde olusan
delesyonlarin MDS’den AML’ye progresyonda etkili oldugu diisiiniilmektedir. Cocco ve
arkadaglarinin yaptig1 bir calismada 20. kromozomda olusan yeniden diizenlemelerin bu
bolgede bulunan baska hangi genleri etkiledigi, bu durumun MDS ve AML patogenezinde
nasil rol oynadig1 arastirilmistir. Ayni bolgede ve PLCBI genine ¢ok yakin olmasina

karsin delesyonun PLCB4 genini etkilemedigi goriilmiistiir (276).

6.4. Tedavi Oncesi (tiim 6rnekler) ve Kontrol Karsilastirmas1 Analiz Sonuclariin

Degerlendirilmesi

Tedavi oncesi tiim 6rneklerle kontrol 6rneklerine ait metilasyon profilinin karsilastirilmasi
ile hastalikta degisen metilasyon paterninin belirlenmesi amaglanmistir. Tedavi Ooncesi tiim
ornekler ve kontrol karsilastirmasinda 415 farkli metilasyon gdsteren bolge tanimlanmaigtir.
Belirlenen genler iizerinden yapilan fonksiyonel anotasyon, kiimeleme ve zenginlesme

analizinde genler 64 kiime olusturacak sekilde dagilim gdstermistir.

Zenginlesme skoru >1.3 olan anotasyon kiimeleri, glukoz metabolik proses regiilasyonu,
karbonhidrat katabolik proses regiilasyonu, guanin niikleotid ayirma stimiilatorii, PAK-
box/p21-Rho baglama, Heat shock protein 70 gen ontoloji terimleriyle ifade edilmektedir.
Bununla birlikte zenginlesme skoru 1.3’iin altinda olup MDS patogenezinde 6nemli
olabilecek anotasyon gruplari arasinda eritrosit farklilagmasi, hiicre dongiisii kontrol
noktasi, apoptozis, hemopoiezis gibi gen ontoloji terimleri ile ifade edilen kiimeler de

bulunmaktadir.

Yolak analizlerinde ise doymamis yag asitleri biyosentezi ve Endositozis yolaklari,

genlerin yogunluk gosterdigi yolaklar olarak one ¢ikmustir.
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Endositozis yolaginda GRK4, RAB11A, CDC42, EPN3, HSPA2, HSPAG6, NEDD4 ve
PDCDG6IP genleri bulunmaktadir. Endositozis, ligandlarin, besinlerin, plasma membran
proteinlerinin ve lipidlerin hiicre yiizeyinden hiicre igerisine taginmasidir. Endositoz
yolaginda gorevli, RAS iligkili GTP-baglama proteinini kodlayan RAB11A geninin
timorigeneziste rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (277). RAB11A geninin MDS veya
AML ile iligkisine dair bir bulguya rastlanmazken, kronik myeloid 16semide tedavi amagl
kullanilan BCR-ABL tirozin kinaz inhibitorii olan imatinib’e direngli gen ekspresyon
imzasimi ortaya ¢ikarmak ic¢in yapilan bir ¢alismada tanimlanan genlerden biri RAB11A
geni olmustur. Genin, BCR-ABL mutasyonu tasimayan imatinib-direngli hastalarda klinik
degerlendirme i¢in faydali olabilecek bir belirteg olma potansiyeline sahip oldugu

gosterilmistir (278).

Real time sonrasi yapilan analizlerde, tedavi 6ncesi tiim 6rnekler ve sonrasinda CRKL ve
SIVAL genlerinin bagil ifade oraninin %95 giivenle istatistiksel olarak anlamli fark

gosterdigi gorilmiistiir (CRKL, p=0.03; SIVA, p=0.001)

Bu genlerin fonksiyonlarina iliskin bilgilere ayrintili bakmak genlerin 6neminin daha iyi

anlasilmasinda faydali olacaktir.

SIVAl (apoptosis-inducing factor) geni, apoptotik yolakta (programli hiicre Gliimii)
onemli role sahip olan ve CD27 antijeni tarafindan indiiklenen 6nemli bir proteini
kodlamaktadir. SIVA1 geni, CD27 aracili apoptozisin indiiklenmesi, Bcl-x(L) anti-

apoptotik aktivitesinin inhibe edilmesi gibi fonksiyonlara sahiptir.

CRKL (V-Crk Avian Sarcoma Virus CT10 Oncogene Homolog-Like) geninin RAS ve
JUN kinaz sinyal yolaklarini aktive ettigi ve fibroblastlar1 RAS-bagimsiz hale getirdigi
gosterilmistir. Genin kodladigi protein, BCR-ABL tirozin kinaz substratidir ve BCR-ABL
tarafindan gergeklestirilen fibroblast transformasyonunda ©nemli rol oynamaktadir.

Onkojenik potansiyele sahip CRKL geni kronik myeloid 16semi ile iligkilidir.

Tedavi Oncesi(esli), tedavi Oncesi (tek) ve tedavi Oncesi (tiim) Orneklerin kontrol
ornekleriyle karsilastirmalarindan elde edilen farkli metilasyon gosteren kromozom
bolgelerinde bulunan ve karsilagtirmalarda ortak olan genlere iliskin sayisal veriler Sekil

6.4’te goriilmektedir.
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to-p vs kontrol to-s vs kontrol
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to vs kontrol

Sekil 6. 4. Tedavi dncesi ornekler ve kontrol karsilastirmalarinda ortak olan genlere iliskin
sayilar veriler

6.5. Tedavi Sonrasi ve Kontrol Karsilastirmasi Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tedavi sonras1 Orneklerin saglikli kontrollerle kiyaslanmasi ile iki grubun metilasyon
profili agisindan degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu sayede tedaviden sonra ilacin
etkisiyle hastalara ait metilasyon profilinin saglikli kontrole ne derece yaklastigi ve ne

Olclide benzerlik gosterdigi ortaya konmaya calisiimistir.

Tedavi sonrasi ve kontrol karsilagtirmasinda 377 farkli metilasyon gosteren bdolge
tanimlanmistir. Belirlenen genler {izerinden yapilan fonksiyonel anotasyon kiimeleme ve
zenginlesme analizinde genler 73 kiime olusturacak sekilde dagilim gostermistir. Bu
kiimeler icinde apoptozis, hiicre migrasyonu, gen ekpresyonunun regiilasyonu,

hemopoiezis gibi ontoloji terimleriyle ifade edilen 6nemli kiimeler bulunmaktadir.

Yolak analizlerinde ise Aktin hiicre iskeleti regiilasyonu 6n plana ¢ikmistir. Aktin hiicre
iskeleti regiilasyonu yolaginda, WASL, APC, CFL1, FGF14, FGF5, PAK2, PDGFD ve
PPP1R12A genleri bulunmaktadir. Aktin hiicre iskeleti, tiim dkaryotik hiicrelerde hiicrenin
seklini belirleme, hiicrenin hareketini saglama gibi degisik biyolojik fonksiyonlarin yerine

getirilmesinde gorevlidir. (279).

Aktin hiicre iskeleti regiilasyonunda gorevli WASL geni, Wiskott-Aldrich syndrome
(WAS) protein ailesine dahil olan bir protein kodlamaktadir. WAS proteinleri benzer
domain yapisina sahiptir ve aktin iskeletin degisimi i¢i farkli sinyal molekiilleri ile
iligkilidir. WASL geni tarafindan kodlanan proteinin ndral dokularda ekspresyonu

yiiksektir ve hiicre iskeleti organizasyonuna katilan CDC42 ve aktin iligkili protein-2/3
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(ARP2/3) kompleksi gibi bir¢ok proteinle interaksiyondadir (280). WASL geninin MDS ve
AML ile iligkisine dair bir veri bulunmazken bagka bir hematopoietik malignite olan

Wiskott-Aldrich sendromla ilgili oldugu bilinmektedir (281).

Aktin hiicre iskeleti regiilasyonu yolaginda yer alan diger bir 6nemli gen PAK2, iskelet
reorganizasyonu ve niiklear sinyal iletiminde rol oynayan, Rho GTPazlarla iligkili kritik
efektorlerdir. Serin/treonin kinazlarin bir grubu olan PAK proteinleri hiicre morfolojisi,
transkripsiyon ve motilite gibi degisik hiicresel siireglerde gorevlidir (282). Kaspaz aracili
apoptozis siirecinde proteolitik kesimle aktive olan PAK2’nin o6liime giden hiicrede

morfolojik degisimlere katkida bulundugu diisiiniilmektedir (283).

Kanser hiicrelerinin 6nemli Ozellikleri arasinda yiiksek oranda hiicre proliferasyonu,
hayatta kalim avantaji ve invazyon bulunmaktadir. Tiim bu siireglerde de hiicre iskeleti
Oonemli bir role sahiptir. Hiicre iskeletindeki dinamik degisimler hiicre hareketi igin
gereklidir. Ayni sekilde Kanser hiicrelerinin invazyon ve metastazi da hiicrenin hareketine
baghdir. Kanser hiicrelerinde hiicrenin gocii ve yeniden sekillenmesi gibi Ozelliklerin
arkasindaki sinyal yolaklari, Ras iliskili kiiciik GTPazlar1 ve p2l1 aktive kinazlari
icermektedir. Hiicre iskeletindeki gorevinin de Otesinde hayatta kalim, mitoz
transkripsiyon gibi degisik hiicresel aktiviteleri regiile etmeleri PAKlarin ne denli 6nemli
olduklarini gostermektedir (284). Kanserlerde PAK genlerinde mutasyon goriilmese de
ekspresyon seviyelerinin yiiksek olmasi, bir¢ok tiimorde amplifikasyon ve hiperaktivite
gostermeleri ve hiicre transformasyonundaki rolii onlar1 terapotik hedef haline getirmistir
(285). Caligmamizda one ¢ikan ve kanserlerde 6nemli oldugu bilinen genlerden biri olan
PAK2 geninin MDS ve AML patogeneziyle iliskili olduguna dair veri bulunmamaktadir.
Bu anlamda PAK2 geni MDS ve AML’deki muhtemel roliiniin ortaya konulmasi igin
ileride calisilabilecek hedef aday genlerden biri olabilir.

6.6. Real Time QRT-PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Promotor mikrozidinleri kullanilarak gergeklestirilen metilasyon analizleri sonucunda elde
edilen verilerin biyoinformatik analiziyle her bir karsilastirma i¢in farkli metilasyon
gosteren genler belirlenmistir. Her bir karsilastirmada elde edilen farkli metilasyon
gosteren gen setleri lizerinden DAVID yazilimi kullanilarak fonksiyonel anotasyon

kiimeleme, zenginlesme ve yolak analizleri yapilmistir. Real time PCR’da ekspresyon
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seviyelerinin belirlenmesi amaciyla asagidaki kriterler ¢ercevesinde segilen genler Cizelge

6.1’de goriilmektedir.

3 veya daha fazla genin birlikte bulundugu yolaklarda yer almas1

e Genin bir veya daha fazla yolakta bulunmasi

e MDS-AML patogenezinde dnemli olabilecegi diisiiniilen anotasyon kiimelerinde
bulunmasi ve bir veya daha fazla anotasyon kiimesinde yer almasi

e Metilasyon degisiminin yiiksek olmasi

e Farkl karsilagtirmalardan genler bulunmasi

Cizelge 6. 1. Real time ¢alismasi i¢in segilen genler

Genler Karsilastirma | Bulundugu anotasyon kiimesi/yolak
CASP4 to-ts
CFL1 apoptozis regiilasyonu
MAP3K5
1D2 eritrosit farklilagmasi, transkripsiyonun negatif regiilasyonu
ELK1 top-kontrol NGF yolagi
DNMT3A transkripsiyonun negatif regiilasyonu
RUNX1 makromolekiil biyosentezi
HSPD1 mononiikleer hiicre proliferasyonu, apoptozis regiilasyonu
SLC11A1 mononiikleer hiicre proliferasyonu, 16kosit aracili immiinite
CHDS8 tos-kontrol apoptozis regiilasyonu
ZAP70 apoptozis regiilasyonu
DOCK2 mononiikleer hiicre proliferasyonu
CRKL Fc-R gamma aracili fagositoz
PRKCD mononiikleer hiicre proliferasyonu, 16kosit aracili immiinite
SP1 to-kontrol hemopoiezis
SIVAl to-kontrol apoptozis regiilasyonu
top- kontrol, to-
CDCA42 kontrol patojenik E.coli enfeksiyonu, siki baglanti, fokal adezyon
top- kontrol, ts-
PAK2 kontrol fokal adezyon, aktin hiicre iskeleti regiilasyonu, endositozis

Mikrodizin ¢aligmalarindan elde edilen ekspresyon verisinin validasyonunda kantitatif real
time PCR yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte mikrodizinden elde edilen
veriyle real time’dan elde edilen verinin korelasyon gostermemesi de ¢ok sik karsilagilan
bir durumdur. Biyolojik ve teknik prosediirlerin degiskenlik géstermesi mikrodizin ve

QPCR sonuglarini etkilemektedir. Materyalin kalitesi, farkli verime sahip enzimlerin
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kullanilmasi, boyalardan kaynaklanan bias’lar, isaretlenmis Orneklerin mikrozidin
tizerindeki problara non-spesifik ve/veya capraz baglanmalar1 gibi sayilabilecek bircok

faktor deney sonucunu etkilemektedir (286).

Calismamizda mikrodizin teknolojisi kullanilarak tespit edilen metilasyon degisimlerinin
gen ekspresyonu iizerindeki etkisini belirlemek igin gerceklestirilen kantitatif real time
PCR’da 18 genden 3’iiniin karsilastirilan gruplar arasinda anlamli ekspresyon farki

gosterdigi gorilmiistiir.

Mikrodizin analizi sonucunda belirlenen metilasyon degisimi seviyesinin yiiksek oranda
olmamasi bu durumun c¢alisilan tiim genlerde anlamli bir ekspresyon degisimine yol
agmayabilecegi ile agiklanabilir. Promotor bolge metilasyonunun gen ekspresyonunda
transkripsiyon faktorlerinin  baglanmasinm1i  bloke etmek suretiyle etkili oldugu
bilinmektedir. Bu noktada belirlenen metilasyon degisimlerinin hangi bdlgeyi temsil ettigi
de onemlidir. Promotor bolge haricindeki gen bolgelerindeki degisimlerin dogrudan

ekspresyonu etkilememesi de diger bir neden olarak diisiiniilebilir.
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7. SONUC VE ONERILER

Myelodisplastik sendrom, hem gocukluk ¢aginda hem de yetiskinlikte 6nemli bir morbidite
ve mortalite kaynagi olan hematolojik malignite grubundaki hastaliklardan biridir. MDS,
hematopoiezisin bozulmasi ile ortaya ¢ikan, hiicresel fonksiyon bozuklugu ve sitopeni ile
karakterize ve akut myeloid 16semi’ye doniisme riski yiiksek olan bir hastaliktir. Bugiine
dek yapilan ¢alismalarla genetik ve epigenetik degisimlerin, miRNA, apoptozis, immiin
sistem deregiilasyonu Vve anjiogenezis gibi bir¢cok etkenin hastaligin olusumunda ve
ilerlemesinde etkili oldugu gosterilmistir. MDS patogenezini aydinlatmaya yoOnelik
caligmalardan, tedavide kullanilan hipometile edici ajanlarin etki mekanizmasini
sorgulayan caligmalara dek genis kapsamli aragtirmalarla teshis ve tedaviye yon verecek
bilgiler elde edilmistir. MDS tedavisinde kullanilan ve hipometile edici bir ajan olan 5-
azasitidin’in genom ebadinda metilasyon profili iizerine olan etkilerinin MDS ve MDS-
AML hasta Ornekleri kullanilarak ilk kez incelendigi bu calismada gerceklestirilen

metilasyon analizleri sonucunda asagidaki sonuclar elde edilmistir.

e MDS ve MDS-AML hastalarinda tedavi oncesi ve tedavi sonrast kemik iligi
ornekleri farkli metilasyon profili gostermektedir. Tedavi éncesi ve sonrast
karsilastirmasinda farkli metilasyon gosteren 58 boélge tanimlanmistur. Bu
béolgelerde bulunan 20 genin hipermetile oldugu tespit edilmistir. Tedavi

sonrasinda ise bu genlerin metilasyon seviyesinde azalma gériilmiistiir.

o Tedavi oncesi (esli) ornekler ve kontrol karsilastirmasinda 452, tedavi oncesi
(tek) ve kontrol karsilastirmasinda 614, tedavi oncesi tiim érnekler ve kontrol
karsilastirmasinda 415, tedavi sonrasi ve kontrol karsilagtirmasinda ise 377 farkl

metilasyon gosteren bolge tespit edilmigtir.

e Yalnuzca tedavi oncesi olan érneklerin kontrolle karsilastirmasindan elde edilen
farkli metilasyon gosteren gen sayisinin tedavi sonrast bulunan orneklerden fazla
olmasi dikkat ¢cekmektedir. Sadece tedavi oncesi bulunan hastalarda metilasyon
degisimlerinin daha fazla geni etkiliyor olmast bu durumun hastalik

progresyonunu etkileyebilecegi fikrini giiclendirmektedir.
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Karsilastirmalarda, dogal oldiiriicii hiicre aracilt sitotoksisite, fokal adezyon,
kemokin sinyal yolagi1 ve aktin hiicre iskeleti regiilasyonu on plana ¢ikan

yolaklardur.

Metilasyon verilerinin biyoinformatik analizi sonucunda farkli metilasyon
gosteren gen listeleri iizerinden gergeklestirilen gen ontoloji, zenginlesme ve
yolak analizleri ve devaminda yapilan veri madenciligi ¢calismalart sonucunda
belirlenen genler ve yolaklar incelediginde gerek MDS’nin olusum ve ilerleme
siirecinde gerekse malignant transformasyonda etkili rol oynayan bircok gen
tespit edilmistir. Ayni zamanda teshis ve tedavide yol gosterici olabilecek daha
once MDS ile iliskilendirilmemis ve terapétik hedef olma potansiyeli ¢calisilmamug

genler belirlenmistir.

PIK3R1 ve TYROBP genlerine ait sonuclar benzer literatiirle birbirini dogrular
nitelikte olmast agisindan énem tasimaktadwr ve terapotik/diagnostik biyobelirte¢

olarak ileri analizlere alinabilecek aday genler olarak belirlenmigtir.

Calismada sonucunda terapotik hedef ve/veya molekiiler biyobelirte¢ olabilecek
yeni genlerin tamimlanmasina yonelik ¢calismalara kaynak olusturma agisindan

onemli bilgiler elde edilmistir.

Kantitatif real time ¢alismasinda tedavi oncesi tiim ornekler ve tedavi sonrast
karsilastrmasinda CRKL ve SIVAI genlerinin, tedavi éncesi ve tedavi sonrast
karsilastirmasinda ise ID2 geninin bagil ifade oraminin %95 giivenle istatistiksel

olarak anlaml fark gosterdigi goriilmiistiir.

Tez ¢alismasindan elde edilen metilasyon verilerini desteklemek ve tamamlamak amaciyla

yapilmasi planlanan ve Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi tarafindan

desteklenen “Myelodisplastik Sendrom (MDS) ve Akut Myeloid Losemi’de (AML)

Transkriptom Profilinin Cikarilmasi ile Yeni Molekiiler Belirteclerin Tanimlanmas1”

baglikli (Proje No: 13B330019) arastirma projesi kapsaminda tedavi Oncesi ve sonrasi

(esli) oOrneklerin genom ebadinda ekspresyon analizi mikrodizin teknolojisiyle

gergeklestirilmektedir. Caligmalar1 devam etmekte olan bu proje ile hastalara ait

134



transkriptom profili ¢ikarilacaktir. Bunun sonucunda iki veri seti entegre edilecek ve bu

sayede metilasyona bagl epigenetik profil net olarak ortaya konacaktir.
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Background/aim: Sensitive and cost-effective detection of point mutations is important in genetics research. Denaturing high-
performance liquid chromatography (DHPLC) i known to be one of the most sensitive techniques for point mutation detection. A&
maore recent technigoe, high-resclution melting (HRM), is basad on the melting behavior of PCR products. In this study, the efhciency
and semsitivity of HREM and DHPLC for the detection of MEFV, F5, and F2 gene point mutations were evaloated.
Materials and methods: We studied 15 patients with MEFV mutations (E14B0), MSBDI, MES4V, or VTI6A), 7 patients with the
F51691G>A muotation, and 12 patients with the F2202 10G>A mutation. All mutations were screened by HRM and DHFPLC.

Resubts: All mutations were successfully detected by HEM. However, only 4 (MEFV EL1480) and MGS0L, F51691G>A, and FI202 1004 )

of & mutations were successfully detscted with DHPLC.

Conclusion: Our stody showed that HRM is more sensitive than DHPLC for detection of the studied point mutations.

Key wonds: Point mutations, high-resclution melting analysis, denaturing high-performance ligoid chromatography

1. Introduction

A fast, accurate, and cost-effective mutation screening
technique is important, especially for clinical settings.
Familial Mediterraneanfever (FMF) isanautoinflam matory
and autosomal recessive disorder that is common in the
eastern Mediterranean region and particularly affects
people of Armenian, Tarkish, Arab, and non-Ashkenazi
Jewish ancestry (1.2). The prevalence of the disease is
17100 im Tuarkey (3). FMF is characterized by recurrent
fever attacks and is often caused by mutations in the MEFV
gene, which encodes a protein called pyrin. (4). To date,
around 30 muiations associated with FMF have been
reported. Out of these mutations, E1480), M&E0I, M9V,
and V7264 are the most common mutations routinely
screened for FMF diagnosis (5-7T).

Meanwhile, thrombophilia is a multifactorial disease
with significant morbidity and mortality (8.9). Factor V
Leiden, a mutation in the F5 gene at position 1691, and
factor ING202104, a mutation in the 3" untranslated region
of the prothrombin gene at position 20210, are the most
comman and routinely screened mutations in hereditary
thrombophilia (10-12).

A sensitive, accurate, and cost-effective mutation
screening method is indispensable for routine diagnostic
* Correspondence: hilaloedag@gmail com

screening. There are several different methods for the
analysis of DNA sequence variations, such as single-strand
conformation  polymorphism  (S8CP) (13), restriction
fragment length polymorphism (RFLF) (14). denaturing
gradient gel electrophoresis (DMGCE) (15), temperature
gradient capillary electrophoresis | 16), denaturing high-
performance liguid chromatography (DHFPLC) (17), and
DMNA sequencing. The sensitivity and specificity of these
methods vary.

DHPLC is one of the most reliable techniques in
the detection of point mutations. In the presence of
heterozygote mutations, it detects changes in the melting
profile of amplified DNA fragment (18). Certainly, DMA
sequencing is widely accepted as the golden standard
in mutation detection. However, these I techniques are
expensive and time-consuming.

In 2002, high-resolution melting (HRM) was introduced
to mutation analysis research. Many applications of HRM
analysis have been described, incuding methylation,
small amplicon genotyping, mutation scanning, amd
unlabeled probe genotyping. This method is based on the
characterization of DMNA sequence variations through the
analysis of the melting profile of a DMA sample (19). The
thermal stability and melting behavior of a FCR product
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