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OZET

Akut Myeloid Losemi (AML), erken hematopoetik kok hiicrelerde gerceklesen bir dizi
genetik degisiklik sonucunda normal hematopoetik biiylime ve farklilagsmanin bozulmasi,
kemik iligi ve periferik kanda cok sayida anormal olgunlasmamis myeloid hiicrenin

(myeloblast) birikimi ile karakterize olan bir hastaliktir.

Whnt/beta katenin sinyal yolagi, embriyogenez esnasinda kok hiicre diizeyinde hiicrenin
kaderine iliskin kararlar1 kontrol eden, evrimsel olarak korunmus bir sinyal iletim
yolagidir. Hem erken embriyolojik donemde hem de cesitli kanser tiirlerinde aktive oldugu
bilinen Wnt sinyal ileti yolu son yillarda kanser arastirmacilari tarafindan oldukga dikkat
cekmeye baslamistir, ¢iinkii bu sinyal yolagidaki bircok genin neoplastik transformasyona
neden oldugu bilinmektedir. Bu sinyal yolaginda merkezi rolii -katenin oynar. f-katenin
sitoplazmada bulunan bir protein olup, Wnt sinyal aktivasyonu ile ¢ekirdege tasinir.

Boylelikle cogu onkogen olan pek ¢ok genin transkripsiyonunu aktive eder.

ChIP-chip metodu, hiicrelerde meydana gelen DNA-protein etkilesimlerini belirlemek igin
kromatin immunopresipitasyonunu (ChIP) mikrodizinlerle (chip) kombine eden yeni bir
metottur. Genom boyunca transkripsiyon faktor hedeflerini veya kromatin modifikasyon

bolgelerini belirlemek i¢in ideal bir yaklasim haline gelmistir.

Bu arastirmada AML hastalarinda artmis B-katenin proteininin ¢ekirdege girdikten sonra
genom boyunca hangi promotor bolgelere baglandigi ChIP-chip yontemiyle arastirilmistir.
Bu amagla 3-katenin gen ekspresyonu yiiksek olan AML hastalarinin CD34+ hematopoetik
kok hiicrelerinin primer kiiltiirleri yapilmis, bu hiicrelerde ChIP-chip metoduyla p-katenin
proteininin genomik DNA’da hastalarda yaklasik 16.834 hedef gen, sagliklilarda yaklasik
8.788 hedef gene baglandig: tespit edilmis ve ilk kez genom ebadindaki olas1 biitiin hedef

genlerin profili ¢ikarimastir.

Anahtar Kelimeler: AML, B-katenin, ChIP-chip



ABSTRACT

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a disease characterized with impairment of normal
hematopoetic proliferation and differentiation and accumulation of abnormal immatured
myeloid cells in bone marrow and periferic blood which occurs as a result of genetic

changes in early hematopoietic stem cells.

Whnt/B-catenin signaling is an evolutionarily conserved signal transduction pathway that
governs cell fate decisions during embryogenesis at the stem cell level. Wnt signaling
which is known to be activated both in the early embryonic period and various cancer
types has been taking serious attention because it is known that lots of genes in this
pathway causes neoplastic transformation. -catenin plays the central role in this pathway.
B-catenin is a sitoplasmic protein which translocates to the nucleus via Wnt signal

activation. Thus it activates transcription of lots of genes most of which are oncogenes.

ChIP-chip is a new technology which combines chromatin immunoprecipitation(ChiP)
and microarrays (chip) to determine DNA-protein interactions in cells. It has become an
ideal approach to define genome-wide transcription factor targets or chromatin

modification regions.

In this study, genome-wide promotor binding regions of B-catenin translocated to nucleus
was identified by ChIP-chip method. Fort this purpose, CD34+ hematopoietic stem cells of
AML patients with high B-catenin gene expressions were cultured and genome-wide
promotor binding sites of f-catenin were determined. It was found that B-catenin binded
aproximately 16.000 target genes in AML patients and 8000 target genes in the control
group. The results showed all probable genome-wide targets of B-catenin protein in AML

for the first time.
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I. GIRIS

Karsinogenez, ¢ok faktorlii ve ¢ok basamakli bir olgudur. Karsinogeneze yol agtiklari
belirlenen protoonkogenler ve tiimor baskilayict genlerdeki mutasyonlar, gen
amplifikasyonlar1 ve delesyonlar1 ve flizyon proteinleri ile sonuglanan translokasyonlar
kanser genomu {izerine yapilan ¢alismalar sayesinde tanimlanmaya devam etmektedir.
(Holliday vd 2006). Birden fazla gendeki mutasyonlar nedeniyle olustugu bilinen bu
nedenle genetik bir hastalik olan kanserin yaklasik %85-90°’1 sporadik olarak ortaya
cikarken, %10-15’lik bir kismi kalitimsal karakterdedir.

Her yil teshis edilen kanser vakalarinin yaklasik %7’sini hematolojik malignansiler
olusturmaktadir. Bu malignansiler arasinda yer alan akut miyeloid 16semi (AML),
eriskinlerde gorilinlen en yaygin l6semidir. 2010 yilinda AML teshisi koyulan 12330 yeni
vaka oldugu ve AML’ ye bagh 8950 6liim gerceklestigi belirlenmistir (Jemal vd 2010).
Loseminin, normal hematopoetik kok hiicrelerden farkli olarak, anormal ve zayif olarak
diizenleme gosteren bir organogenez siirecine ugrayan birka¢ 16semik kok hiicre
tarafindan baglatildig1 ortaya konulmaktadir (Passegue vd 2003). Bu baglamda, 16seminin
tedavisine yonelik yaklasimlarin gelistirilebilmesi i¢in dncelikle, olgunlasmamis kan hiicre
tiplerinden olgunlasmus ve Ozellesmis kan hiicrelerinin olusumu olarak tanimlanan
hematopoezis siirecinin iyi anlasilmasi gerekmektedir. Bu siiregte 6zellikle 16semik kok
hiicre olusumuna yol acan sinyal yolaklarinin aydinlatilarak, bu hiicre populasyonunun

kaderinin yonlendirilmesi 6nem kazanmaktadir.

Losemik kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilagsmalar1 arasindaki hassas dengeyi,
cesitli genler ve bu genlerin diizenledigi sinyal yolaklar1 kontrol etmektedir. Wnt/B-
katenin, Notch, Hh (Hedgehog), TGF-B (transforming growth factor-B), PTEN
(Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) ve Bmi bu dengeden
sorumlu baglica sinyal yolaklaridir ve anormal aktivasyonlari 16semi gelisimiyle

iligkilendirilmektedir (Woodward vd 2005).

Bu sinyal yolaklar1 arasinda yer alan Wnt/B-katenin sinyal yolagi, embriyonik gelisimde
ve erigkinlerde organ ve dokularmn devamliligin saglanmasinda dnemli rol oynamaktadir.

Gegtigimiz 20 yil boyunca yapilan pek ¢ok caligma, Wnt kanonikal sinyal yolaginin,



cesitli kanserlerin de aralarinda bulundugu genis bir hastalik grubunun patogenezinde
gorev yaptigini ortaya koymustur. Wnt -katenin sinyal yolaginin 6nemli bir bileseni olan
B-kateninin delesyonunun embriyonik olarak oldiiriicii oldugunun (Tan vd 2008)
belirlenmesinin ardindan Reya ve ark., hematopoetik hiicrelerde -katenin genini silmisler
ve B-katenini tiikenmis olan hematopoetik kok hiicrelerin, hiicre dongiisiindeki dagilim,
coklu hiicre farklilasmasi ve gorev yerlerine dagilim yetenegi agisindan normal
hematopoetik kok hiicrelere kiyasla farklilik gostermediklerini, sadece bu hiicrelerin
kendini yenileme potansiyellerinin agik¢a bozuldugunu bildirmislerdir. Ayrica, miyeloid
projenitorlerdeki [B-katenin aktivasyonu tarafindan gergeklestirilen kendini yenileme
yeteneginin kazanilmasinin kronik faz KML’nin (Kronik Miyeloid Lésemi), blast krizi
KML’ye doniistimiinde de, onemli rol oynadigi bildirilmistir (Jamieson vd 2004). Bu
bulgular, KML l6semik kok hiicrelerinin (LKH) kendini yenilemesindeki baslica oyuncu
olan Wnt sinyal yolagmi KML hastaliginin ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir hedef

haline getirmektedir.

Wnt/B-katenin sinyal mekanizmas1 incelendiginde, istirahat halindeki normal hiicrede, Wnt
aktivasyonu yoklugunda, B-kateninin hiicre membraninda yerlesik oldugu ve hiicre
yiizeyinde E-kaderin ve a-katenin ile kompleks olusturarak hiicre iskeleti ile baglanti
yaptigi  (Perez-Moreno vd 2003) Wnt sinyal aktivasyonunun ardindan [B-kateninin
cekirdege tasindigr ve bir transkripsiyon faktorii gibi ¢ekirdekte TCF/LEF (T Cell
Factor/Lenfosit enhancer binding factor)’e baglanarak ¢ok sayida genin transkripsiyonunu
aktive ettigi belirlenmistir (Ilyas vd 2005).

Giiniimiize degin, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin 16semideki roliine iliskin olarak yapilmis
calismalar arasinda, bu sinyal yolaginin spesifik oligoniikleotidlerle inhibe edilmesi
sonucunda l6semik hiicrelerin hayatta kalmalarma iliskin parametrelerin incelendigi, cok
cesitli kimyasal ve kemoterapotik ajanin bu sinyal yolagi tizerindeki etki mekanizmalarmin
aydmnlatilmaya c¢alisildigt  ve  Wnt/B-kateninin  epigenetik ve  transkripsiyonel
reglilasyonunun incelendigi c¢aligmalar yer almaktadir. Biitiin bu g¢alismalarla, Wnt/B-
katenin sinyal yolaginin, iliskide oldugu cesitli onemli gen ve proteinler ortaya konulmaya
calisilmig, bu sinyal yolaginin sessizlestirilmesinin hiicre davranist lizerindeki etkileri
acikliga kavusturulmustur. Ancak, bu ¢alismalar Wnt/ B-katenin yolaginin iliskide oldugu

genler, bu genlerin gorev yaptiklar1 sinyal yolaklar1 ve genlerin iirlinleri olan proteinlere



dair smirlt bilgi sunmaktadir ve bu sinyal yolagmmin genom ebadindaki etkilerine iliskin bir

calismaya literatlirde rastlanmamustir.

Glinlimiizde, insan genom projesinin tamamlanmasi, dizin teknolojisinin ve yakin
zamanda yogun paralel sekanslama teknolojilerinin kesfedilmesi, genom ebadindaki
calismalarin sayisinin artmasia yol agmis, bu caligmalarla elde edilen genis veri setleri,
cok genis bir hastalik grubunda yeni hedeflerin ortaya ¢ikmasma olanak saglamis ve
hastaliklarin tedavisinde bir umut 15181 yaratmistir. Genom ebath bu teknolojilerden biri de
DNA’ya baglanarak fonksiyon goren transkripsiyon faktorlerinin biitiin genomda nerelere
baglandigin1 ortaya koyabilen kromatin immiinpresipitasyon-mikroarray (ChIP-Chip)

analizidir.

Bu tez ¢alismasinda Wnt/ B-katenin yolaginin patogenezinde dnemli rol aldigi bilinen
AML’de B-kateninin etki mekanizmasmi, bu proteinin genom ebadindaki hedeflerinin
belirlenmesi yoluyla aciga ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Bu amagla ¢alismamizda AML
hastalarinda B-katenin proteininin baglandig1 genler genom ebadinda belirlenmis ve bu

genler gorev aldig1 yolaklar ¢cercevesinde AML patogenezi tartigilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. LOSEMi

Losemi, hematopoetik malignansilerin bir toplamidir ve genellikle farkli diferansiasyon
asamalarinda tutulan lenfositik veya miyelositik lineaj onciil hiicrelerin birikimi ile
karakterizedir. Bu onciil hiicreler hizla cogalmakta, 6liimsiizliik yetenegi kazanmakta ve
daha sonra olgunlasmamuis hiicrelere dontismektedirler (Beksag 1997). Olgunlasmamis kan
hiicre tiplerinden (lineajlarindan) olgunlasmis ve 6zellesmis kan hiicrelerinin olusumu
olarak tanimlanan hematopoezis siirecinin 1yi anlagilmasi, l6seminin ortaya ¢ikmasi ve

ilerlemesinin anlasilmasi ve bu hastaligin tedavisi i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.

2.2. HEMATOPOEZ

Tiim kan hiicre tiplerinin (lineajlarin), kemik iliginde bulunan olgunlasmamis hiicrelerden
hiyerarsik bir diizende, adim adim olusmalar1 ve daha ileri olgunlasma basamaklari
ve/veya efektor fonksiyonlari iistelenmek tizere dolasima ve periferal organlara salinmalar1

stireci hematopoez olarak adlandirilmaktadir (Orkin ve Zon 2008).

Bu hiyerarsinin en tepesinde, tiim kan hiicre lineajlarmm hayat boyunca iiretiminden
sorumlu olan ve kendilerini yenileyebilen yegane hiicreler olan hematopoetik kok hiicreler
(HKH) yer almaktadir (Sekil 2.1). Hematopoetik kok hiicreler, kendini yenileme ve
farklilagmalarint dogrudan veya dolayli olarak diizenleyen ¢oklu hiicre tiplerinin
nislerinden olusan ve yiiksek diizenleme sergileyen endosteal bdlgelerde yerlesim
gostermektedirler (Morrison ve Spradling 2008). Normal sartlarda, sessiz bir populasyon
olarak bulunan ve kemik iligi ve dolasimdaki sayilar1 sik1 bir sekilde diizenlenen HKH’ler
(Jude vd 2008), farklilagsma isaretlerine yanit olarak kendini yenileme 6zelligi tagimayan
multipotent dnciilleri (MPO) olustururlar. Bu dnciiller ise daha sonra farklilasarak aslinda
en yliksek 0zellesme ve farklilasma sergileyen olgun kan hiicrelerini olustururlar. Bu kan
hiicreleri, miyeloid (monositler, makrofajlar, nétrofiller, bazofiller, eozinofiller, eritrositler,
megakaryositler/plateletler, dendritik hiicreler) ve lenfoid (T-hiicreleri, B-hiicreleri, NK-

hiicreleri) seri olarak adlandirilan hiicre tipleridir.
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Sekil 2.1. Hematopoez

2.2.1. HEMATOPOEZIN REGULASYONU

Hematopoetik kok hiicre (HKH) sayilarinin diizenlenmesi, proliferasyon, apoptoz, ve/veya
kemik iligi mikrogevresinde tutulum gibi fenomenlerin dogrudan modiilasyonu araciligi ile
gergeklestirilmektedir. HKH davranisini kontrol eden asil molekiiler mekanizma hala
ortaya ¢ikarilamamis olmakla birlikte, kan hiicrelerinin homeostatik tiretiminde rol

oynayan mekanizmalarm bir kismi giinlimiizde artik bilinmektedir.

Gliniimiize degin yapilmis olan c¢ok sayidaki arastrma, HKH fonksiyonlarmin
stirdiiriilmesinde gorev yapan molekiiler aglara ait iki major yolak i¢cin hayati roller
belirlemistir: Hiicre-i¢sel (intrinsik) yolaklar (6rn. Hiicre dongiisii diizenleyicileri ve PI3-
kinaz sinyal yolagi) ve hiicre-digsal (ekstrinsik) gelisimsel yolaklar (transforme edici
biiyiime faktorii beta (TGF-$), Wnt, Hedhegog, ve Notch). Bu diizenleyici aglarin hayatsal
bilesenlerinin, kanser olgusunda siklikla diizenleme bozuklugu sergilemeleri gz Oniine
alindigmda, HKH’ nin kontroliindeki bozukluklarm hematolojik malignansilerin gelisimi

ile siki iliskisi sasirtic1 degildir (Warr vd 2011).



2.2.2. HEMATOPOEZ-LOSEMI ILiSKisi VE LOSEMILERIN
SINIFLANDIRILMASI

Diinya Saglik Organizasyonu (WHO)’nun verilerine gore Amerika’daki hematolojik
malignansilerin %30.4’tinii 10semi olusturmaktadir. Losemi, kan hiicrelerinde ya da
onciilerinde mutasyon ve/veya kromozomal translokasyon meydana gelmesi sonucunda
ortaya cikan kontrol dis1 ¢ogalmalar ile karakterize edilmekte olan (Crans ve Sakamato

2001) kanser kok hiicre kaynakli bir hematolojik malignansidir (Sekil 2.2).

Bu malignansi, akut miyelositik 16semi (AML), akut lenfositik 16semi (ALL), kronik
miyelosidik 16semi (KML) ve kronik lenfosidik 16semi (KLL) olarak baslica dort
kategoriye ayrilmaktadir. Bu siniflandirmalar 16semik blastin kdkenleri (miyeloid/lenfoid)
ve yayilma hiz1 (akut/kronik) temel alinarak yapilmaktadir. Bu alt tiirlerin siniflandirilmasi
ise temel olarak, morfolojik, sitokimyasal, immunofenotipik ve karyotipik Ozelliklere

dayandirilmaktadir (Beksag 1997).

Hematopatoloji Birligi ve Avrupa Hematopatolojistler Birligi, Diinya Saglhk Orgiitii i¢in
hematolojik neoplazmlar1 siniflandirmak {tizere ortak bir proje gerceklestirmislerdir.
Hematolojik malignansilere iliskin WHO tarafindan teklif edilen siniflandirma (1997) bu
neoplazmlar1 baslica linecajlara (miyeloid neoplazmlar, lenfoid neoplazmlar, mast hiicre
bozukluklar1 ve histiosidik neoplazmlar) gore aymwrmustir. Her bir kategorinin iginde,
morfoloji, immiinofenotip, genetik Ozellikler ve klinik sendromlarin bir kombinasyonu
olmak iizere farkli hastaliklar tanimlanmistir. Bu kriterlerin her birinin géreceli dnemi
neoplazmlar arasinda degismekte ve biitiin hematolojik malignansileri siniflandirmak i¢in

altin bir standart bulunmamaktadir.

Fransiz-Amerikan-Ingiliz (FAB) smiflandirmasinda, miyeloid neoplazmlarm baslica iic
kategorisi bulunmaktadir: akut miyeloid losemiler, miyelodisplastik sendromlar ve
miyeloproliferatif bozukluklar (Bennett vd 1985). Morfolojik, sitokimyasal ve
immiinofenotipik 6zellikler kullanilarak saptanan neoplastik hiicrelerin blast sayisi, lineaj
baglilig1 ve farklilasma derecesi tanimlanan kategorilerin baslica belirleyicileridir. Yakin
zamanda, sitogenetik ve molekiiler genetik Ozelliklerin yani sira Onceki tedaviler ve

miyelodisplazi hikayesi gibi bagka durumlarm da bu bozukluklarin klinik davranisi



iizerinde anlamli bir etkisi oldugu gosterilmistir ve bu ozellikler her zaman FAB
kategorileriyle miitkemmel bir korelasyon gostermemektedir. Boylece, genetik ve klinik
Ozelliklerin patologlar tarafindan kullanilabilecek sekilde morfoloji, sitokimya ve
immiinofenotiple ne sekilde integre olabilecegi baslica tartigma konusu olmustur.

Patologlar, baslica dort miyeloid hastalik grubunu 6ne siirmektedirler:

Miyeloproliferatif hastaliklar (MPD)
Miyelodisplastik/miyeloproliferatif hastaliklar (MD/MPD)
Miyelodisplastik sendromlar (MDS)

Akut miyeloid 16semiler (AML)

AML kategorisinin i¢inde dort temel grup tanimlanmaktadir:

1. Tekrar eden sitogenetik translokasyonlara sahip AML;
2. Miyelodisplazi ile iligkili 6zelliklere sahip AML;
3. Terapi iligkili AML ve MDS.

4. Bagka sekilde kategorize edilmeyen AML.

Miyeloproliferatif hastaliklar (MPH), bir ya da daha fazla hiicre serisinin artmis periferal
kan diizeyleri ve hepatosplenomegali ile sonuglanan ‘etkin’ hematopoezle karakterize
edilen; kemik iliginde olgunlasma ile birlikte ve displazi olmaksizin hiperhiicreselliginin
gozlendigi klonal kok hiicre bozukluklaridir. Miyeloproliferatif bozukluklar arasinda
prototip, Philadelphia kromozom (Ph1)+(BCR/ABL+) kronik miyeloid 16semidir (KML).
Diger kabul edilen smiflar, polisitemi vera, idiyopatik miyelofibrozis ve esansiyel
trombositemidir. Bu grup igindeki tartigmalar, genclik kronik miyeloid 16semisi, kronik

miyeloid 16semi ve atipik KML’nin siniflandirilmasi ile ilgili olarak devam etmektedir.

Lenfoid neoplazmlara iliskin WHO smiflandirmasi ise, uluslararasi lenfoma ¢alisma grubu
tarafindan teklif edilen, revize edilmis Avrupa-Amerikan lenfoid neoplazmlar
smiflandirmast (REAL)’i benimsemistir. Bu siniflandirma, morfoloji, immiinfenotip,

genetik Ozellikler ve klinik 6zellikler gibi ulagilabilir biitiin bilgilerin kullanildig: farkl



hastalik gruplarini tanimlamak icin kullanilmaktadir. Teklif edilen siniflandirma B-hiicre
neoplazmlari, T/NK-hiicre neoplazmlar1 ve Hodgkin hastaligini1 tanimlamaktadir. T ve B
hiicre neoplazmlari, prekiirsor veya lenfoblastik, neoplazmlar ve olgun B ve T-hiicre
neoplazmlar1 olarak smiflandirilmaktadir. Olgun B ve T hiicre neoplazmlari, baslica klinik
gostergelerine bagl olarak resmi olmayan sekilde gruplandirilmiglardir: Agirlikli olarak
yayilmig/losemik, primer ekstranodal ve agirlikli olarak nodal hastaliklar. Bu
degisikliklerle ilgili ve folikiiler lenfomanin derecelendirilmesi, Burkitt-benzeri lenfomanin
tanimlanmasi, bliylik B-hiicre lenfoma, olgun T-hiicre lenfomalarmin alt siniflandirilmalari
ve non-Hodgkin lenfomalarm klinik gruplandirilmasi gibi tartismali ve sorunlu konularla
ilgili olarak patologlar klinisyenlerden goriis almislardir. T ve B tiplerdeki prekiirsor
neoplazmlarin 16semik fazi i¢in akut lenfoblastik 16semi (ALL) teriminin kullanilmasma

karar verilmistir.

2008 yilinda gergeklesen WHO siniflandirmasinda ise ‘miyeloid’ terimi, graniilositik
(notrofil, 6zinofil, bazofil), monosidik/makrofaj, eritroid, megakaryosidik ve mast hiicre
lineajlarina ait olan tiim hiicreleri igermektedir. Miyeloid neoplazmlar i¢in WHO Kkriteri,
stiphelenilen bir hematolojik neoplazm i¢in herhangi bir tanimlayici tedavi almamis
baslangic diagnostik periferal kan ve kemik iligi 6rneklerine uygulanmaktadir. Morfolojik,
sitokimyasal ve/veya immiinofenotipik oOzellikler neoplastik hiicrelerin lineajinin
belirlenmesi ve olgunlasmalarin degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Blast yilizdesi
miyeloid neoplazmlar1 kategorize etmek ve ilerlemelerini belirlemek i¢in pratik bir aragtir.
WHO’nun degerlendirmesine gore, de novo olarak periferal kan veya kemik iliginde %20
veya daha fazla blast igeren miyeloid bir neoplazm akut miyeloid 16semi olarak kabul
edilmektedir. Blastlar, miyelodisplastik sendromun morfolojisi iizerindeki uluslararasi
calisma grubu tarafindan teklif edilen kriterler kullanilarak tanimlanmaktadir (Mufti vd
2008). Akut 16semi i¢in, blast lineajin1 saptamak iizere ¢cok parametreli (3 ya da daha fazla

renk) akim sitometri tercih edilen bir metoddur.

Ayrica, 1997 yilinda sunulan WHO raporunda KML’ nin diagnozunun dogrulanmasi i¢in
Ph kromozomunun ve/veya BCR-ABLI1 fiizyon geninin saptanmasinin kullanildigi, BCR-
ABL1-negatif MPN alt tiplerinin ise klinik ve laboratuar bulgularina gore teshis edildigi
bildirilmistir. MPN alt tiplerinin birbirlerinden ve MPN’yi taklit eden reaktif graniilositik,

eritroid ve/veya megakaryositik hiperplaziden ayrilmasi ig¢in bir dizi kritere ihtiyag



duyulmaktadwr. KML gibi diger MPN’lerde, anormal proliferasyonun, klonal tekrar
diizenlemelere veya konstitiitif olarak aktif olmus sinyal ileti yolaklarina yol acan ylizey
veya sitoplazmik protein tirozin kinazlar1 kodlayan genlerin mutasyonlarina bagl olarak

gerceklesmektedir.
2.3. AKUT MIYELOID LOSEMI (AML)

AML, erken hematopoetik kok hiicrelerde bir dizi genetik degisiklik sonucunda normal
hematopoetik biiyiime ve farklilasmanin bozulmasi sonucunda, kemik iligi ve periferik
kanda ¢ok sayida anormal olgunlasmamis miyeloid hiicrenin (miyeloblast) birikimi ile
karakterize olan bir hastaliktir (Stone vd 2004).
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Cizelge 2.1. AML Tanisi ve Tiplendirilmesi
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16semi

Terapi-iligkili Myeloid neoplasm

Tekrarlayan genetic anomalili-
AMI (Spesifik abnormali i¢in alt

sinif)

MDS iligkili AML

Tekrarlayan genetik anomalili

AML(Spesifik mutasyonlarla
olugan alt sinif)

AML= Akut Miyeloid Lésemi; Er = Eritroid hiicreler; MDS = miyelodisplastik sendrom; MPN =
miyeloproliferatif neoplasm; E=evet; H=hayir
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Cizelge 2.2.AML nin biyolojik smiflandirilmasi tedavi igin ip uglar1 ve testler

AML Alt Tipi Klinik Ozellikleri CBC/ Kan Morfojileri Kemik 1ligi Aspirati Flow Sitometri
AML t(8;21) Geng Eriskinlerde, Sitopeni, Notrofilik Blast < %20 Blastlar: CD34+, CD117+,
(922;q922); Eriskin AML’nin %7 si olgunlagmayla blastlarin Somon renkli sitoplazma Uzun konik CD13+,
(RUNX1- Pediatrik AML’nin %10-%15"1 | sirkiilasyonu Auer gubuklar CD33+, CD19+, CD79a+,
RUNX1T1) TdT+

Veya CD56+
AML inv(16) Geng Eriskinlerde, Sitopeni, Blast < %20 2 farki populasyon mevcuttur:
(p13.1;922), Eriskin AML’nin %8 ‘si t(8;21) e gore Yiiksek Karismis eozinofil —bazofil graniilli 1.Blastlar (CD34+, CD117+,
1(16;16) Pediatrik AML’nin %6-%12’i WBC ve Blast Saysi, anormal eozinofiller, zayif CD45+, miyeloid
(p13.1;022) Agirlikli monositik Degisken monositik bilesenler antigenleri +)
CBFB-MYH11 hiicreler, miyeloid blastlar 2.monositik hiicreler

(CDA45+,yiiksek CD36/CD64
koekspresyonu, yiiksek
CD33+, CD34-, CD117-,
HLA-DR+)

AML t(15;17)

yaygin damar igi pihtilasma

Lokositosiz-Mikrograniiler

Anormal premiyelositler baskindir

Klasik olarak CD34—, HLA-

(922;q921); Geng Eriskinlerde, degisiklikler (Blast<%20), DR-, CD33+ 2dir.
PML-RARA* Eriskin AML’nin %5-%12 ‘si Lékopeni-Hiper graniiler Hipergraniiler degisiklikler Mikrograniiler varyanlar CD2
Pediatrik AML’nin %8-%15’i degisiklikler (Vakalarin gogunlugunda): ve CD34 ekspresyonlart
Derin trombositopeni Tek bir hiicrede graniiller ¢ok sayida yiiksektir
Nadir hiperbazofilik auer gubuklar ile dolu, Vakalarin %20’sinde CD56 ;
degisiklikler Mikrograniiler degisiklikler kotii cevap ile iligkilidir.
(Vakalarin %20 si): Bobrek tipinde
loblu ¢ekirdekli graniiller,Giiglii
tiniforma sitokimyasal MPO
pozitifligi
AML t(9;11) Cocuklarda ¢ok fazla yaygin Anemi, thrombositopeni Monositik blastlar/blast benzeri CD36/CD64’nin
(p22;923); Pediatrik AML’nin 5% - 20% Degisen WBC sayis1 ve yapilar coekspresyonu mevcuttur,
MLLT3-MLL Eriskin AML’nin 4% - 5% blastlar HLA-DR+, gii¢lii CD33 +,
zayif CD4+, CD56+, CD45+,
CD34-,CD117-
Degisken CD14, genelde
negatif
AML t(6;9) Geng eriskinler (ortalama 30 Vakalarin 50% ‘sinde Gegmis miyelodisplazi, Tipik miyeloid fenotip:
(p23;934); yas) Basofil (>2%), Monositik 6zellikler ve arada halka Zayif CD45 +, CD34+,
DEK-NUP214 Pediatrik ve eriskin AML’nin WBC orani tipik AML’den | sideroblastlar goriilebilmektedir. CD117+, CD13+, CD33+
%11 daha diigiik olabilmektedir.
AML inv(3) Muhtemel hepatosplenomegali Normal veya artmus dev Oldukea kiigiik hipoloblu Blastlar CD34, CD13,
(g21;026.2) trombositler, megakaryositler, CD33 eksprese eder; CD7,
veya t(3;3) Hipograniiler trombositler; Multilineage displazi CD41 ve CD61 eksprese
(g21;026.2) dolasan ¢iplak edehilirler.
RPN1-EVI1 megakaryositik ¢ekirdekler
AML t(1;22) Down sendromlu olmayan Bazofilik sitoplazma ve Mikromegakaryositler; Graniilositik Blastslar CD41 ve CD61;
(p13;q13); bebeklerin ve kiigiik ¢ocuklar sitoplazmik loblu ve eritroid displazi belirgin degildir. CD42b oldukga degisken.
RBM15-MKL1 (yas <3) ile sinurhidir, Megakaryoblastlar; CD36 +olabilir.
Organomegali tagiyan Kiigiik blastlar daha CD34, MPO, CD45 genelde
lenfoblastik goriiniim negatif
gosterebilir.
NPM1 mutasyonlu | Yash eriskinlerde de-novo WBC oldukga yiiksek Hepsinde olmamakla beraber Bir ¢ok Blastlar CD34 negative,
AML Akut 16semi olabilir vakada monositik farklilasma vardir, CD14, CD11b ve CD68
Akut monositik 16semilerin% 80- eksprese ederler.
%90°1 NPM1 mutasyona ugramistir. Tipik Monositik antijenleri
Blast yiizdesi oldukga yiiksektir. eksprese ederler (CD36/CD64)
CEBPA De novo AML’nin %5-%6 Oldukga yiiksek Bir ¢ok vaka maturasyonlu veya degil Blastlar tipik miyeloid
mutasyonlu AML sinda olusur;yas ve cinsiyet hemoglobin ve kan blast AML nin 6zelliklerini gdsterir. antijenleri eksprese ederler
etkilemez say1s1 Ozel morfolojik dzellikleri yoktur. genelde CD34+, vakalarin

Oldukga diisiik trombosit
sayimi

¢ogunda da CD7 eksprese
ederler.
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2.3.1 AML’NIiN EPIDEMIiYOLOJiSi

Amerika’da AML insidans1 100.000 kiside 3.4 vaka olarak gerceklesmekte (Deschler vd
2006), her yastaki kiside goriilebilmekte, fakat genellikle miyeloid kokenli olan akut
I6semilerin toplam goriilme insidansi ve orani yasla artmaktadir. Buna karsin akut
lenfoblastik 16semi (ALL) ¢ocuklarda daha ¢ok goriilmekte iken teshis edilen her 5 ALL
vakasina karsilik sadece 1 AML teshis edilmektedir. Cocukluk AML’si i¢in pik insidansi
hayatin birinci yili i¢in ortaya ¢ikmakta, daha sonra 4 yasina kadar azalmakta ve eriskinlik
boyunca sabit kalmaktadir (Gurney vd 1995). AML insidansi daha sonra, %70-80 akut
16semilerin AML oldugu eriskinlik boyunca artmakta ve yaslilarda belirgin yiiksek bir artis
sergilemektedir. Bu artan insidansin c¢ogu miyelodisplazi ile iliskili degisikliklerin
goriildiigii, yasla daha yaygin olarak ortaya ¢ikan AML’ye atfedilmektedir. De novo AML
insidanst ise tiim eriskin yas gruplarinda hemen hemen ayni kalmaktadir (Deschler vd
2006). AML, tiim yas gruplarinda benzer klinik 6zellikler gostermekte olup, semptomlar
blastik hiicrelerin kemik iligi hiicrelerinin yerini almasi sonucu bozulmus hematopoezis ve

buna bagl gelisen sitopenilere dayanir (Beksag vd 1997).

2.3.2 AML’NIN MOLEKULER BiYOLOJiSi

2.3.3. AML’DE MIYELOID TRANSKRIPSIYON  FAKTORLERININ
FONKSIiYONU

Transkripsiyon faktorleri DNA iizerinde belli bir diziye baglanabilen ve genlerin
transkripsiyonunu  diizenleyen diziye-6zgliin DNA’ya baglanma proteinleridir.
Transkripsiyon faktorleri tek basma veya bir komplekste yer alan baska proteinlerle

beraber, genin transkripsiyonunu kolaylastirir veya engeller (Sekil 2.3).

Hematopoetik onciil hiicrelerin proliferasyon ve hayatta kalma durumlari, bliylime faktorii
reseptorleri ve onlarin sinyalleme ara iiriinleri tarafindan diizenlenmektedir. Ancak, bunun
yaninda transkripsiyon faktorlerinin bir ag1 ise hiicre tipine spesifik bir gen ifade profilini
diizenlemekte ve hiicreler ile erken oOnciilleri gesitli lenfoid ve miyeloid serinin tamamen
farklilagmis hiicrelerine dogru yonlendirmektedir. Multipotent projenitdr hiicrelere dair

yakin zaman Once One siiriilen bir model, kok hiicrelerin farkli seri spesifik transkripsiyon
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faktorlerini diisiik diizeylerde ifade ettigini ortaya koymaktadir (Tenen vd 1997; Voso vd
1994). Bir sonraki basamakta, ¢evreyle ve stromayla olan iliskiler ve biiyliime faktorlerinin
konsantrasyonundaki lokal farkliliklar seriye-6zgii transkripsiyon faktorii yolaklarinin
aktivasyonuna yol agarak Ozgiin bir hematopoetik seride farklilasmay1 yonlendiren
diizenlenmis bir gen ekspresyon degisiklik programini baslatmaktadir (Rekhtman vd 1999;
Zhang vd 1999; Zhang vd 2000).

Hematopoetik bozukluklarm analizleri ve tek transkripsiyon faktorlerinin hedeflenerek
bozulmasi, hematopoetik onciillerin hiicre kaderini belirleyen transkripsiyonel olarak aktif
baslica iki smifi ortaya koymustur: ilk grup, transkripsiyon faktoric AML1 gibi hemen
hemen biitiin hematopoetik serilerin gelisimi ile iligkili olan transkripsiyon faktorlerinden
olusmaktadir. AMLI1, hematopoetik kok hiicrelerin olusumu olan hematopoiezin ilk
basamagini kontrol eden baslica diizenleyici bir proteindir (Okuda vd 1996; Wang vd
1996). Diger grup transkripsiyon faktorleri ise daha seriye 6zgiidiir, bu da, c/EBPa, ve &,
veya GATA-1 eritroid transkripsiyon faktorleri gibi erken ve ge¢ davranan graniilositik

transkripsiyon faktorleri gibi tanimlamaya izin vermektedir.

Transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesinde hiicre tipine 6zglinliikk ve ifade diizeylerinin
yani sira fosforilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar da gorev yapmaktadir.
Transkripsiyon faktorleri genellikle fonksiyonlarini, coklu seviyelerde regiilasyon saglayan
multiprotein-DNA komplekslerinde gosterirler. Bu komplekslerin fonksiyonlarmdan bir
tanesi transkripsiyon faktorlerini hiicrenin temel transkripsiyonel makinesine baglamaktir.
Diger taraftan, bu kompleksler bazal transkripsiyonel makinenin DNA’ya genel
erisebilirligini degistiren proteinleri icermektedirler. Bu mekanizmalar, epigenetik
modifikasyonlar olarak adlandirilirlar. Bir niikleer hormon reseptorii olan RARa’nin

regiilasyonu da buna 6rnektir.

Dogru olarak regiile olan veya bozulan transkripsiyon faktorlerinin en son ¢iktisi, seriye-
0zgli genlerin regiilasyonudur. Bu da, kromatinin tekrar modellenmesi gibi epigenetik
degisiklikler tarafindan veya hedef promotorlarin dogrudan aktivasyonuna bagl olarak

gerceklesebilmektedir.
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Baglanma Bolgesi

Sekil 2.3 Transkripsiyon faktorleri, 6zgiin baglanma bolgesinden DNA’ya baglanir ve genden protein

iretimini regiile eder.

Genel ve seriye 6zgii olan transkripsiyon faktorlerinin dengede olmasi, hematopoetik
projenitdrlerin spesifik lineajlara yonlenmesi i¢in ihtiya¢ duyulan gen ifade profillerinin
indiiklenmesi i¢in gereklidir. Bu siirecin inhibisyonu, AML’ nin baglica isaretleri arasinda
yer almaktadir. Bu nedenle, AML-spesifik kromozomal translokasyonlarin ve
mutasyonlarm siklikla bu transkripsiyon faktorlerini hedeflediklerinin anlagilmasi,
AML deki farklilagsma blogu ile olan iligkilerini de giiclii bir sekilde ortaya koymustur. Bu
mutasyonlar, sadece miyeloid hiicrelerin farklilasmasmi etkilemekle kalmaz, ayni
zamanda, hiicre dongiisii ve apopotozun onemli diizenleyicilerinin ifadesini etkileyerek
veya transkripsiyon faktorleri ile fiziksel birliktelige girerek veya fonksiyonlarinin

modifikasyonu araciligi ile proliferasyon ve hayatta kalmalarini da etkilerler.

Biitiin bu bilgiler bir araya getirildiginde, miyeloid transkripsiyon faktorleri yiiksek
diizenleme gosteren sinyal iletim yolaklar1 agimin bir pargasidir ve belirli bir kan hiicresinin
fenotipini tanimlayan gen ekspresyonunun regiilasyonu i¢in gerekli hiicresel programlarin

onemli bir kismini olusturmaktadir.
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2.3.4. AML PATOGENEZINDE TANIMLANMIS GEN MUTASYONLARI

1. Hiicre proliferasyonunda pay1 olan genleri etkileyen mutasyonlar (FLT-3, c-KIT,
RAS, protein tirozin standart fosfataz nonreseptor 11)

2. Miyeloid farklilasmada yer alan genleri etkileyen mutasyonlar (AML1 ve CEBPA)

3. Apoptoz ya da hiicre siklusunun diizenlenmesinde yer alan genleri etkileyen

mutasyonlar (P53, NPM1)

2.3.41 FLT3 GEN MUTASYONLARI

FMS benzeri tirozin kinaz 3 (FLT3) geni, kromozom 13q12 iizerinde lokalize olur ve RTK
subclas III ailesine ait olan, membran bagl resptor tirozin kinaz (RTK)’y1 kodlar(Agnes
vd 1994). FLT3, normal olarak miyeloid ve lenfoid progenitor hiicrelerde eksprese edilir
ve hematopoetik hiicre farklilasmasinda ekspresyon kaybolur. FLT3, proliferasyonda,
farklilasmada ve multipotent kok hiicrelerin hayatta kalmasinda énemli rol oynar ve AML
blastlarinda protein ve RNA seviyesinde yiiksek ifade edilir (Gilliland vd 2002, Carow vd
1996). FLT3, AML’de en sik rastlanan somatik degisikliklerden biridir, AML hastalarinin
%25-45’inde bulunur. FLT3 mutasyonlar1 FLT3-ITD ve FLT3-TKD mutasyonlar1 olmak
iizere iki major tipten meydana gelir (Whitman vd 2001, Zwaan vd 2003, Yamamoto vd

2001)

FLT3 mutasyonlari, FLT3 ligand1 yoklugunda reseptoriin konstitiif fosforilasyonuna ve
janus kinaz 2 (JAK2/STATS), ras/mitojen activated protein kinaz (MAPK) ve
fosfatidilinositol 3 kinaz/AKT gibi yolaklarin downstream aktivasyonuna yol acar.
Bununla beraber, FLT3-ITD ve FLT3-TKD mutasyonlarina downstream hiicresel cevabin
esit olmadigin1 destekleyen kanitlar giderek artmaktadir. Sican kemik iligi transplantasyon
modellerinde, transgenik fareler gibi, FLT3-1TD, insan kronik miyeloid l6semiye benzeyen
miyeloproliferatif hastaliklari, FL3-TKD, oligoklonal lenfoid hastaligi indiikler fakat ne
FLT3-ITD ne de FLT3-TKD mutasyonlari AML’yi indiiklemez. Ayrica, FLT3
mutasyonlarinin, hastaligin yeniden niiksiinde ya da hastaligin ilerlemesinde, kazanilabilir
ya da kaybedilebilir olmasi durumu, FLT3 mutasyonlarinin 16semiyogenezde ikincil
olaylar olmasi hipotezi ile uyumludur (Kottaridis vd 2002, Shih vd 2002)
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2.3.4.2. c-KIT GEN MUTASYONLARI

Kit protoonkogeni, kromozom band 4ql2 de lokalizedir ve ligand1 kdk hiicre faktori
(SCF) olan, tip III RTK ailesinin {iyesi olan transmembran glikoproteini
kodlamaktadir(Blume-Jensen vd 2001, Reilly vd 2003). SCF baglanmasi, c-KIT
dimerizasyonunu ve Ozellikle hematopoetik kdk hiicrelerin, proliferasyon, farklilagma,
migrasyon ve hayatta kalmasinda yer alan downstream sinyalleme yolaklarmin
aktivasyonuna neden olan transfosforilasyonu tetikler. c-KIT’m ligand bagimsiz
aktivasyonu, AML ve ayrica diger insan malignansilerinde (mast hiicre disorderlari,
gastrointestina stromal tliimorler ve testikular esey hiicre tiimorlerinin dahil oldugu)

bildirilen farkli tip mutasyonlar tarafindan tetiklenir(Lennartsson vd 2005).

c-KIT mutasyonlari, AML nin spesifik sitogenetik altgruplarinda (CBF AML ve trisomy 4
AML) yiiksek insidans ile tanimlanmistir ve genellikle diger AML alttiplerinde gézlenmez
(Care vd 2003).

CBF AML de, c-kit mutasyonlarmnin tespiti, sonucun dnceden belirlenmesinde ve ayrica c-
kit aktive edici mutasyonlar tirozin kinaz inhibitorleri i¢in hedef olduklarindan dolayi,

terapotik implikasyonlar i¢in 6nemlidir(Renneville vd 2008).

2.3.4.3. RAS GEN MUTASYONLARI

RAS onkogeni, c-KIT ve FLT3’iin dahil oldugu, pek ¢ok membran resptoriine baglanan
sinyal transdiiksiyonunu regiile eden, guanin niikleotid baglama protein ailesini kodlar ve
proliferasyonda, farklilasmada ve apoptozda 6nmeli rol oynar. RAS proteinleri normalde
aktif (GTP bagl) ve inaktif (GDP bagli) formlar arasinda dengededir (Mitin vd 2005 ,
Ayllon vd 2000).

Uc fonksiyonel Ras geni vardir. N (ndroblastoma hiicre serisinden), K (Kirsten) ve H
(Harvey) RAS. Her biri dort ekzon igerir. N ya da K deki mutasyonlar, intrinsik RAS
GTPaz aktivitesini baskilayan, RAS kodon 12, 13 ya da 61°de tek baz degisimi tarafindan
gerceklesir ve boylece ras proteinlerinin ve RAF ve MAPK/ERK kinazlar gibi downstream
efektorlerin konstitiif aktivasyonu gergeklesir (Beaupre vd 1999).
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N ve K RAS genlerindeki nokta mutasyonlar AML hastalarinin sirastyla %10-15 ve
%5’inde  bulunur. Siklikla ~mutasyona ugrayan kodonlar N-RAS kodonl2
(%43),(cogunlukla glisinin asparajine doniisiimii ile sonuglanir), N-RAS kodon 13 (%21)
ve K-RAS kodon 12(%21). (Bowen vd 2005 , Bacher vd 2006). Mutasyonlu hastalarin
tiimii, mutasyon bakimindan heterozigot bulunur. MDS ¢aligmalarinda, RAS mutasyonlari,
MDS’den AML’ye ilerleme ile 6nemli derece iliskili bulunmustur (Christiansen vd 2005).
AML’de, RAS mutasyon sikligi 6nemli derecede yas, cinsiyet, initial leukocytosis ile

degismiyor goriinmektedir (Bowen vd 2005, Bacher vd 2006, Neubauer vd 1994).

2.3.4.4. PTPN11 GEN MUTASYONLARI

PTPNI11 geni(protein tirozin standart fossfataz nonreseptor 11), kromozom 12q24 iizerinde

lokalize olur ve SHP2 diye bilinen, stoplazmik protein tirozin fosfataz (PTP)’1 kodlar.

Pediatrik AML hastalarinin yaklasik %4,4’4 PTPN11 mutasyonu gosterir (Tartaglia vd
2005, Loh vd 2004 ). PTPNI1 mutasyonlarinin yetiskin AML hastalar1 arasindaki
prevalans1 daha az goriinmektedir. Sekonder ya da de novo AML hastas1 340 bireyin

sadece 9’unda gozlenmistir (Tartaglia vd 2004, Johan vd 2004, Watkins vd 2004 ).
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Cizelge 2.3. AML’deki molekiiler lezyonlar ve malignansi

Ozelik Otonom hiicre

proliferasyonu

-Aktive edicdmutasyonlar:
FIt3, Ras, c-Kit, ¢-FMS, Jak2,
PTPNIL

Inaktive edenmutasyon:
NF1

-Autocine loops:

(Trk-A, upregillasyonu
RUNX1-MTG8tarafindan
gergeklesmektedir)

Molekiiler
lezyon

Farklilagma blogu

-Fuzyontranskripsiyon
faktorleri

-Retinoik asit
reseptori

PML-RARa, PLZF-RARG
-Core bindingfactor
(¢ekirdek baglama
faktori) RUNX1-MTGS
CBFB-MYHLL
RUNX1-EVIL
-MLLfuzyonlar

-Hox genifuzyonlanve
yilksekifadesi
-Transkripsiyon
faktorlerindekinokta
mutasyonu

Pu.l, C/EBP, RUNX1
-FIt3, C/EBPa
ekspresyonunu inhibe
etmektedir,

Apoptozdan kagmak

-RTK aktivasyonuizleyen
AKTyolaginin
aktivasyonu, BAD
deaktivasyonunaneden
olmaktadr.

“Yash AML hastalanndaki
P53 mutasyonlan

-Fuzyonproteinleri, NPM
mutasyonlanneden
oldugu P53, regulasyon
bozuklugu
-Bal2'ninyuksekifadesi
-Survivin (IAP) nin yliksek
ifadesi
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Artmig Kendini
yenileme

--catenin
mutasyonlan
-Fuzyon
transkripsiyon
faktorleritarfindan
aktive olanWnt
Cateninyolag
-Aktive olmugRTK
yolaklar kendini
yenilemeyi
indiklemektzere is
birligi yapmaktadu

Hiicre sikliis
kontrolliniin
kaybi

-P53'Unfonksiyon
bozuklugu

-Rb kaybi

-P15, P16 siklin
bagmh kinaz
genlerinin
metilasyonu

Yayma

Losemik blastlardan
TNF “nin
salglanmasi
endoteliuyanr,
Artan selektin,
kaderinve integrin
ifadesi, adhezyonu
ve damardan ckigi
artrmaktadur,



2.3.5. AML PATOGENEZINDE TANIMLANMIS SITOGENETIK
DEGIiSIKLIiKLER

Losemik hiicrelerin genomik instabilitesi kismen ¢esitli mekanizmalarla pS3’°tin doniisiimii
araciligiyla aciklanabilmektedir. AML’de solid organ ve hematopoetik kok  hiicre
transplantindan  (Offman vd 2004) sonra defektif mismatch tamiri belirlenmistir ve
MSH2’de gozlenen polimorfik bir splice bdlgesi, artmis AML riski ile
iligkilendirilmektedir. Buna ek olarak, AML flizyon transkripsiyon faktorleri DNA tamiri
ile iligkili olan genleri represse etmektedir (Alcalay vd 2003).

Akut Miyeloid Losemi’de siklikla sitogenetik anomaliler gézlenmektedir. En siklikla
goriilen anomali t(8:21) (q22:q22) translokasyonu (AML1-ETO flizyon proteini) iken bu
anomaliyi, t(15;17) (g22:22) (PML-RARa fiizyon proteini) translokasyonu izlemektedir
(Estey vd 2006). Cok sayidaki ¢alismada, t(15;17), inv(16)/t(16;16), veya t(8;21) tasiyan
hastalarin kompleks karyotip ve monozomi 7 tasiyan hastalara gére daha iyi prognoz
gosterdikleri belirlenmistir (Mrozek vd 2008). Buna ilaveten, t(8;21), inv(16)/t(16;16),
veya t(15;17) tasiyan kromozomal degisiklikler de gozlenmekte ancak bu degisikliklerin
prognozu etkilemedigi belirlenmistir (Kelly vd 2009, Schlenk vd 2004). 60 yasin
iizerindeki de novo AML hastalarinda, baz1 sitogenetik risk gruplarmin 6nemi daha geng

hastalardan farklilik gosterebilmektedir.

2.4. AML: HEMATOPOETIK KOK HUCRE HASTALIGI

Giliniimiizde kok hiicre c¢aliymalarmin kanser arastrmalarmi yakindan aydinlattigi
bilinmekte olup, kok hiicrelerle kanser hiicreleri arasinda bir¢cok benzerlik ortaya
cikarilmistir. Sonsuza kadar ¢ogalabilme ve farklilasmadan yasamini siirdiirebilmeleri kok
hiicrelerin kanser gelisimindeki roliinii belirleyici Ozellikler arasinda yer almaktadir

(Reguart vd 2005).

AML hastaliginin kdkeninde ve ilerlemesinde, 16semik kanser kok hiicreleri de dnemli rol
oynamaktadir. AML, kanser kok hiicrelerinin ilk kez 1997 yilinda Dick ve arkadaglari
tarafindan tanimlandig1 hastalik olmasi (Hope vd 2004, Bonnet vd 1997) ile ayr1 bir 6nem

tagimaktadir. Sonraki yillarda yapilan gesitli ¢calismalarda kanser kok hiicrelerinin solid

19


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Hope+KJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Bonnet+D%22%5BAuthor%5D

timorler seklinde gelisen beyin (Yuan vd 2004, Singh vd 2004), meme (Al-Hajj vd 2003),
ovaryum (Bapat vd 2005) kanserlerinin gelisimiyle de iliskili olduklar1 gosterilmistir.
Normal HKH gibi kendini yenileyebilen ve farklilagabilen bu kanser kok hiicre
populasyonunun hematolojik malignansilerde gozlenen sekli 16semik kok hiicre olarak
ifade edilmekte, anormal bir sekilde kendini ¢ogaltmakta ve tiimorde bulunan pek ¢ok
hiicreye benzer bir sekilde farklilasmis Onciiniin olusmasina yol agmaktadir. LKH,
fonksiyonel olarak, transplante edildikleri farede seri bir bicimde hastaligin yayilmasina
yol acan Ozgilin yetenekleri ile de tamimlanmaktadirlar. LKH’nin, hastaliin evresine
(kronik neoplazm, akut l6semi), immiinofenotipine (myolid, lenfoid) ve transforme edici
olayin dogasma (pediatrik akut miyeloid 16semi ile iliskilendirilen MLL fiizyon genleri
gibi kromatini tekrar modelleyen faktorler, KML ile iliskili olan BCR/ABL gibi aktive
olmus tirozin kinazlar) bagli olarak, transforme HKH’den veya daha yaygin olarak bulunan

transforme projenitor hiicrelerden koken alabildigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir.

Losemik kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilagmalari arasindaki hassas dengeyi,
cesitli genler ve bu genlerin diizenledigi sinyal yolaklar1 kontrol etmektedir. Bu yolaklar
arasinda yer alan Wnt/B-katenin, Notch, Hh (Hedgehog), TGF-B (transforming growth
factor-pB), PTEN (Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) ve Bmi
sinyal yolaklarinin anormal aktivasyonlarmin kanser gelisimiyle iliskilendirildigi de
gosterilmistir (Woodward vd 2005). Bu yolaklar arasinda yer alan Wnt yolagi, hematopoez
sirasinda kemik iligi nisinde HKH proliferasyonunu diizenleme ve kendini yenileme
kapasitesini siirdiirme gibi ¢ok 6nemli fonksiyonlar iistlenmekle birlikte, kanonikal Wnt
sinyal yolaginmn aktivasyonunun ¢esitli malignansilerde onkogenik rol oynadigi

bildirilmistir.

2.5. BIR KOK HUCRE VE AML SINYAL YOLAGI: WNT

Whnt proteinlerinin, proto-onkogenik oOzelliklerinin yani sira hiicre biiyiimesi, hiicre
adezyonu, hiicre hareketi, hiicre polaritesi ve farklilagsmasimi diizenledigi bilinmektedir.
Ayrica kok hiicrelerin 6zellesmesinde ve pek cok dokunun embriyonik gelisiminde
(6zellikle merkezi sinir sistemi, bobrek, meme bezleri ve dokusu, ve ekstremitelerde) de
Wnt proteinleri 6nemli rol oynamaktadir (Prunier vd 2004). Hem erken embriyolojik

donemde hem de ¢esitli kanser tiirlerinde aktive oldugu bilinen Wnt sinyal ileti yolu son
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yillarda kanser arastirmacilari tarafindan oldukca dikkat ¢ekmeye baslamistir, ¢iinkii bu

sinyal yolagindaki bir¢ok genin neoplastik transformasyona neden oldugu bilinmektedir.

2.5.1. WNT/B-KATENIN (KANONIKAL) SINYAL YOLAGI

Whnt/B-katenin (Kanonikal) sinyal yolagy, ii¢ farkli Wnt sinyal yolagindan birisi olup kanser
gelisiminde rol oynayan en temel yolaktir. Bu yolagin anlagilmasinda merkez rolii -
katenin oynar. B-katenin sitoplazmada bulunan bir proteindir, Wnt sinyal aktivasyonu ile
cekirdege tasmnir. Boylelikle ¢ok sayida genin transkripsiyonunu aktive eder. Ayni
zamanda bu yolak ¢ok sik1 bir sekilde kontrol edilir, ancak ihtiya¢ duyuldugu zaman aktive
olur (llyas vd 2005). Bu yolagin en temel komponentleri; multiprotein kompleksini (yikim
kompleksini) olusturan Axin-Adenomatous Polyposis Coli (APC)-Glikojen Sentaz Kinaz
3B (GSK3B) ve bu yikim kompleksinin antagonistleri olan Dishevelled (Dvl)-Kazein
kinazle (CKlg)-GBP/Frat ve de B-katenin’den olusur (Miller vd 2003). Wnt sinyali
varliginda veya yikim kompleksi elemanlarinin mutasyona ugramasi gibi B-katenin’in
yikilamadig1 durumlarda, B-katenin sitoplazmadan niikleusa geger ve TCF/LEF (T Cell

Factor/Lenfosit enhancer binding factor) ile birleserek bir ¢ok genin aktivasyonunu saglar.

2.5.2 B-KATENIN

1989 yilinda transmembran kaderinler ile bagl plazma membranindaki intraseliiler ylizey
proteinleri olarak tanimlanmistir (Novak vd 1999). Sinyal iletiminde ve hiicre

adezyonunda 6nemli rolii oldugu bilinmektedir.

Istirahat halindeki normal hiicrede, Wnt aktivasyonu yoklugunda, B-katenin hiicre
membraninda yerlesiktir, yani hiicre ylizeyinde E-kaderin ve a-katenin ile kompleks
olusturarak hiicre iskeleti ile baglant1 yapmustir (Perez-Moreno vd 2003). Serbest -katenin
sitoplazmik seviyeleri E-kaderin tarafindan tiiketilir ve Wnt sinyali inhibe edilir ve de
hiicre i¢i serbest sitoplazmik [-katenin diizeyi [-katenin’inin ubikitin proteozom
yikilimindan dolay1r ¢ok disiik diizeydedir. Ancak E-kaderin-p-katenin kompleksi
bozulursa serbest B-katenin seviyeleri artar ve sonugta transkripsiyonel aktivite artar.
Dolayisiyla bu sonug¢ B-katenin ile kaderin arasinda dinamik bir iliski oldugunu

gostermektedir (Ilyas vd 2005). Buna ek olarak bir de B-katenin’in fosforlanmasma bagli
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olmayan bir yol daha mevcuttur. Bu yolda ise Siah-1, p53 tarafindan uyarilarak 3-katenin
ve APC’nin C terminali ile iliski kurar. B-katenin’in ubikuitinasyonuna neden olur.

Boylelikle B-katenin degrade olur ve sitoplazmik seviyeleri diiser (Ilyas vd 2005)(sekil
2.4).

B-katenin fiziksel olarak DNA’ya baglanamadig1 i¢in, TCF/LEF transkripsiyon faktorleri,
B-katenin ve hedef genlerin aktive edilmesi igin temel bir kofaktordiir (Ilyas vd 2005).
TCF/LEF proteinleri sekansa spesifik DNA baglanma proteinleri olup, DNA’nin (A/T)
(A/T) CAA (A/T) G heptamerik konsensus motifi ile kompleks olustururlar. B-katenin-
TCF/LEF kompleksi diger birtakim faktorlerle de; CBP/P300 asetil transferaz TATA
baglayict protein, DNA helikaz Pontin 52 kombinasyona girerek hedef genleri aktive
ederler (Es vd 2003). Ancak ortamdaki Wnt sinyal yoklugunda TCF/LEF proteinleri,
Groucho denilen transkripsiyonel represorler ya da bagska transkripsiyonel represorlere
baglanarak hedef genlerin aktive olmasini engellemektedirler (Ilyas vd 2005). TCF/LEF/pB-
katenin kompleksinin hedef aldig1 hiicre proliferasyonunu diizenleyici ve gelisimi kontrol
eden genlerdir. Dolayisiyla bu genlerin ¢cogu bilinen onkogenler olup kanser tedavisinde
giiclii birer hedeftirler. Bu genler siklin D1, c-myc, matriks metalloproteinaz vb. genlerdir
(Lustig vd 2003).

B-katenin proteininin  AML hastaligimmm molekiiler patolojisindeki yeri son yillarda
yapilmis bircok c¢alismada ortaya konmustur. Bunlardan olmak iizere, 2004 yilinda
Serins6z ve ark. yaptigi ¢alismada f-katenin gen ekspresyon seviyelerinin akut miyeloid
hastalarinda oldukca yiiksek oldugu ve bu AML hastalarinda akut lenfoid 16semi (ALL) ve
kronik miyeloid 16semi (KML) hastalarina oranla daha ¢ok arttig1 gdsterilmistir. Ysebaert
ve ark. 2006 yilinda AML hastalarinda Wnt3a’ya cevap olarak B-katenin ekspresyon
seviyelerinin 6zellikle AML’nin M1 ve M4 fazlarinda arttigini bulmuslardir.
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Sekil 2.4. Wnt / B-katenin sinyal yolagi (MacDonald vd 2009’dan diizenlenmistir).

2.5.2.1. B-KATENININ KANSER OLUSUMUNDAKI YERI

Pek ¢ok kanserde anormal Wnt/B-Katenin sinyal aktivasyonu gozlenmektedir. Bu anormal
aktivasyonun baslica sorumlusu ise Wnt sinyal yolaginin genetik mutasyonularidir. -
Katenin yikim kompleksinin bilesenlerinin genetik mutasyonlar1 insan kanserlerinde son
derece yaygmdir (Cizelge 2.4). Bunlarin arasinda, ilk olarak ailesel adenomatdz
polipozisin etkeni olarak kesfedilen APC mutasyonlar1 da yer almaktadir. Kolorektal
kanserde B-Katenin’ in kendisindeki mutasyonlar da belirlenmistir. Sporadik kolorektal
kanserlerin yaklasik %80-90’inda APC gen mutasyonlari, APC mutasyonu gdzlenmeyen
vakalarm %50’sinde ise B-Katenin mutasyonlar1 belirlenmistir (Lustig ve Behrens 2003;
Herbst ve Kolligs 2007). Bu mutasyonlar, f-Katenin’in degredasyondan ka¢gmasina ve
niikleer stabilize f-Katenin’in birikimine yol agmaktadir. Benzer sekilde Wnt ligantlarinin
asir1 ekspresyonu veya Wnt antagonistlerinin (Dkk, SFRP ve WIF) downregiilasyonu da
cesitli kanserlerde bildirilmistir. Wnt ligantlarinin uyarilmasi f-Katenin’i stabilize etmekte

ve hedef genlerin transkripsiyonunu uyarmaktadir.
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Cizelge 2.4. Cesitli Kanserlerde Wnt/B-Katenin sinyal yolagindaki bozukluklar

Gen Degisiklik Kanser Tipleri
WNT ligandlar1 Artmis ekspresyon Kolon Kanseri
Meme Kanseri
Bagboyun Kanseri
Akciger Kanseri
Gastrik Kanserler
Melanoma
Prostat Kanseri
Frizzled reseptorii Artmis ekspresyon Kolon Kanseri
Gastrik Kanserler
Sarkoma
SFRP CpG metilasyonu ve Kolon Kanseri
azalmis ekspresyon Meme Kanseri
Akciger Kanseri
Gastrik Kanserler
Losemi
Idrar kesesi Kanseri
DKK CpG metilasyonu ve Kolon Kanseri
azalmis ekspresyon Meme Kanseri
Gastrik Kanserler
WIF CpG metilasyonu ve Meme Kanseri
azalmis ekspresyon Akciger Kanseri
Idrar kesesi Kanseri
Prostat Kanseri
APC Inaktive edici Kolon Kanseri
mutasyonlar Barrets 6zafagus Kanseri
B- Katenin Aktive edici mutasyonlar | Kolon Kanseri
Hepatoseluler Kanserler
Gastrik Kanserler
Over Kanseri
Wilms T{imori
Axin Inaktive edici Kolon Kanseri
mutasyonlar Hepatoseluler Kanserler
APC, adenomatous polyposis coli; Dkk-1, Dickkopf-1; Fz, frizzled; Wnt, Wingless-
type MMTYV integration site; SFRP1, Secreted frizzled-related protein 1; WIF-1 ,
Whnt inhibitory factor
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Kemoterapiye diren¢ ve minimal rezidiiel hastalik, hayatta kalma ylizdelerinin
iyilestirilmesinin Oniindeki en biiylik engellerdir. Kanser kok hiicreler, pek ¢ok acidan
normal kok hiicrelere benzerlik gostermekte ve projeni hiicreleri olusturma kapasitesi ve
kendini yenileme yetenegi sergilemekte, bu 6zellikleri de hastaligin niiksii ve kemodirence
yol agmaktadir (Dean vd 2005, Donnenberg ve Donnenberg 2005). Wnt/B-Katenin sinyal
yolagi, kolon, cilt, meme kanseri ve 10semi gibi pek ¢ok kanserde kanser kok hiicrelerin
devamliliginda hayatsal bir rol oynamaktadir (De sousa vd 2011; Vermeulen vd 2010;
Malanchi vd 2008; Jamieson vd 2004).

Cesitli calismalarda, epiteliyal-mezenkimal gecisin tiimoriin ilerlemesinde 6nemli rol
oynadig1 ortaya konulmustur (Thiery vd 2009; Yilmaz vd 2009). Epiteliyal-mezenkimal
gecis (EMT), epiteliyal hiicrelerin epiteliyal karakteristiklerini kaybederek mezenkimal
ozellikler kazanmalaridir. EMT, kanser hiicrelerinin tiimor kiitlesinden ayrilarak diger
dokulara yayilmasina izin verir (Thiery vd 2009; Micalizzi vd 2010). Yakin zamanda
yapilan ¢alismalar, niikleer B-Katenin’in EMT i¢in gerekli oldugunu, ancak buna ragmen
EMT’ yi indikklemek i¢in yeterli olmadigmni ortaya koymustur (Onder vd 2008;
Schmalhofer vd 2009).

2.5.2.2. SOLID TUMORLERDE B-KATENIN

[Ik kez hematolojik malignansilerde tanimlanmis olan kanser kok hiicrelerin, giiniimiizde,
NSCLC, meme ve kolorektal kanser gibi ¢ok ¢esitli solid tiimorlerde de 6nemli rol
oynadiklar1 diistiniilmektedir. Normal bir kok hiicre tarafindan baslatilan farklilasma siireci
proliferatif bir potansiyel gdstermeyen 6zellesmis bir projeniyle sonuglanirken, bir kanser
kok hiicre, terminal farklilasmaya ugramayan fakat bunun yerine kontrolsiiz proliferasyon
sergileyen projeniye yol agmaktadir. Solid tiimdrlerde bu siireg, biiyiik tiimor kiitlesinin

olusumunu tetiklemektedir (Curtin ve Lorenzi, 2010; Shackleton vd 2009).
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Sekil 2.5. Kanser kok hiicre ozellikleri ve terapotik direng (Curtin ve Lorenzi, 2010). Solid bir tiimériin,
farklilasmis tiimor kiitlesi, az sayidaki kanser kok hiicre ve timdr vaskiilatiiriinden olusan hiicresel ortamdaki

gOsterimi.

Kanser kok hiicre nisi kanser kok hiicrelerin, kanser kok hiicre alt-populasyonunu
saglamak veya solid tiimorlerde tiimor kiitlesini olusturmak tizere farklilasmaya ugramak
iizere kendini yenilemesini saglamak iizere yonlendirmektedir. Geleneksel kemoterapotik
yaklagimlar tiimor kiitlesini hedeflerler fakat inherent kemodirence baglh olarak, kanser
kok hiicreler biiylik dlciide bundan etkilenmezler ve potansiyel olarak tiimoriin tekrar
olusumuna ve/veya metastaza yol acarlar. Kanser kok hiicreyi hedefleyen terapiler ise,
kanser kok hiicrelerdeki Wnt gibi kritik diizenleyici yolaklar1 hedeflerler ve bdylece tiimor

repopulasyonu ve metastazi inhibe etme yetenekleri vardir (Curtin ve Lorenzi, 2010).

2.5.2.3. HEMATOLOJIK MALIGNANSILERDE B-KATENIN

Hematopoez, kdk/projenitdr hiicrelerin olgun kan hiicre bilesenlerine gelistigi siirekli bir
stirectir. Wnt/B-katenin sinyal yolaginin, hematopoetik hiicrelerin proliferasyon, hayatta

kalma ve farklilasmasmin kontrolii lizerinde etki gosterdigi belirlenmistir (Reya vd 2003).
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Wnt yolagmin gen iriinleri, hematopoetik biiylime faktorleri gibi fonksiyon gostererek
erken projenitor hiicreler i¢in daha yiiksek spesifite sergileyebilmektedir (Van den Berg vd
1998). Hematopoetik kok hiicrelerde konstitiitif olarak aktif olan B-kateninin, B hiicre
farklilagmasinin erken basamaklarinda multilineaj farklilagsmasini bloke ettigi gosterilmisti
ve boylece normal B hiicre gelisimi ve fonksiyonu i¢in Wnt/ B-katenin sinyal yolaginin
ince ayarlamasmin 6nemi ortaya konulmustur (Reya vd 2000, Baba vd 2006) B-kateninin
konstitiitif aktivasyonu multipotansiyel hematopoetik kok hiicrelerin yayilmasini tesvik
etmektedir (Baba vd 2006, Baba vd 2005). Wnt yolaginin asir1 uyarilmasi hematopoetik
kok hiicrelerin transformasyonuna yol agabilmektedir (Baba vd 2006, Baba vd 2005) ve
bu da miyeloid ve lenfoid lineajlarin neoplazmlarinda goriilmektedir. Boylece, bu yolak
araciligiyla gerceklesen herhangi anormal sinyalin hematopoez iizerinde negatif bir etkide
bulunabilmekte ve lenfomajeneze yol acabilmektedir. Wnt yolag: ve iliskili proteinlerdeki
anomaliler pek ¢ok hematolojik hastada saptanmaktadir (Weerkamp vd 2006) Wnt sinyal
yolagmin aktivasyonu, l16seminin patogenezinde de belirlenmistir. GSK3 [ inaktivasyonu
ile kenetli bir sekilde gerceklesen B-katenin aktivasyonu KML blast krizinde ve prekiirsor
B-hiicre akut lenfoblastik 16semide (ALL) gosterilmistir (Khan vd, 2007). Kanonikal Wnt
yolaginin fonksiyonu, Wnt antagonistlerinin metilasyonu tarafindan epigenetik olarak
diizenlenmekte ve AML’de prognostik Oneme sahip olmaktadir (Valencia vd 2009).
Siklikla, B-katenin asir1 ekspresyonu ve akiimiilasyonu kiitan6z lenfomalarin gelisiminde
gozlenmektedir (Bellei vd 2004). Bu bilglerden yola ¢ikildiginda, kanonikal Wnt/B-
katenin yolagi hematolojik malignansiler i¢in yararli bir terapotik hedef olabilir ve Wnt
sinyaline miidahale etmek {izere daha ileri arastrmalarin yapilmasi yeni anti-kanser

terapilere olanak saglayacaktir.

2.6. GENOMBOYU MOLEKULER BiYOLOJIK ANALIZLER

Giiniimiizde, insan genom projesinin tamamlanmasi, dizin teknolojisinin ve yakin zamanda
yogun paralel sekanslama teknolojilerinin kesfedilmesi, genom ebadindaki ¢alismalarin
sayisinin artmasina yol agmis, bu c¢alismalarla elde edilen genis veri setleri, cok genis bir
hastalik grubunda yeni hedeflerin ortaya ¢ikmasina olanak saglamis ve hastaliklarin

tedavisinde bir umut 15181 yaratmustir.

Array teknolojileri; bir organizmaya ait bitiin DNA dizisini temsil eden organizma
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genomunun taranmasi i¢in (SNP arrayler); organizmadaki organ, doku spesifik gen ifade
profillerinin ortaya konulmasi i¢in (ekspresyon arrayler); gen ifade regiilasyonunda etkin
olan transkripsiyon faktorlerinin genomda hangi genleri etkilediginin belirlenmesi i¢in
(ChlIP-chip) ve genomdaki metilasyon profilinin belirlenmesi igin (metilasyon arrayler)

etkin olarak 2000’li yillarin bagindan beri kullanilagelmektedir.

2.6.1. ChIP-Chip

Canli hiicrelerde meydana gelen DNA-protein interaksiyonlarini belirlemek i¢in kromatin
immunopresipitasyonunu (ChlP) mikrodizinlerle (chip) kombine eden yeni bir metottur.
Bu metodun dogasindan gelen yiiksek verim, metodu genom boyunca transkripsiyon faktor
hedeflerini veya kromatin modifikasyon bdlgelerini belirlemek i¢in ideal bir yaklasim
haline getirmektedir (Kim vd 2007).

[Ik yapilan kromatin immiinpresipitasyon-ekspresyon (ChIP-Chip) ¢alismalar1 mayada
DNA’ya baglanan proteinler lizerinde gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalari, memeli
hiicrelerinde ve Ozellikle lenfomadaki calismalar izlemistir. Losemik kok hiicrelerin de
aralarinda bulundugu embryonik kok hiicreler, smirsiz bir totipotent hiicre kaynagi
sunmalar1 sebebiyle bu c¢alismalar i¢in yine c¢ok dikkat cekici hedefler olarak ortaya

cikmaktadirlar.

Kromatin immunopresipitasyon metodu(ChIP); canli hiicreleri, formaldehit gibi hiicre
icindeki proteinleri DNA substratlarina fikse eden ¢apraz bag yapici bir ajanla muamele
etmeyi igerir. Bu asamadan sonra kromozomlar, fiziksel kesme ya da enzimatik sindirim
ile pargalara ayrilirlar. Belirli bir proteinle bagli olan spesifik DNA sekanslari, proteine
kars1 spesifik bir antikorun kullanildigi immunoaffinite piirifikasyonu ile izole edilirler.
Piirifiye DNA pargalar1 daha sonra, ilgilenilen proteinle belirli bir DNA sekansmnin
baglantisin1 belirlemek iizere Southern blot ya da PCR gibi ¢esitli molekiiler teknikler
aracilig1 ile analiz edilirler (Kim vd 2007).

DNA’ da kodlanmig olan genetik bilgi, hiicrelerin biiylimesi, farklilagmasi, boliinmesi ve
cevresel uyaranlara yanit vermesi gibi hiicresel fonksiyonlar1 gergeklestirmek {izere

kusursuz bir sekilde transkribe edilmektedir. Sekans-spesifik protein-DNA interaksiyonlar1
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gen transkripsiyonunu regiile etmekte merkezi rol oynarlar; transkripsiyon faktorleri gibi
DNA’ ya baglanan proteinlerdeki mutasyonlar insanlarda siklikla hastaliklara ve kansere
yol acabilmektedir. Bu nedenle, sekans-spesifik protein DNA interaksiyonlarini kontrol
eden mekanistik kurallarin belirlenmesi, gen ekspresyonunun ne sekilde diizenlendiginin

anlagilmasi i¢in gerekli bir basamaktir.

Biyokimyasal yaklagimlar, protein-DNA interaksiyonlarmi ortaya ¢ikarmak tiizere uzun
zamandir kullanilan birincil mekanizmadir. Bu amacla yapilmis olan pek c¢ok calisma,
EMSA (elektroforetik mobilite shift assay) ve niikleaz footprinting gibi, sinirli sayida aday
DNA sekanslar1 ile bir ya da az sayidaki proteinin interaksiyonlarinin karakterizasyonu
iizerinde odaklanmistir. Gectigimiz yillarda yapilmis olan ¢aligmalar, pek c¢ogu
TRANSFAC ve JASPAR data bankalarinda ulasilabilir durumda olan 6nemli protein DNA
interaksiyon datalarmi biriktirmistir. Ancak, bu tip geleneksel yaklagimlarm c¢estli
sakincalar1 da bulunmaktadir. Bu ¢alismalar genellikle ‘low-throughput’ data iiretmektedir
ve zahmetlidir ve daha da 6nemlisi test edilen sinirh sayidaki DNA sekansima bagl olarak
daha diisiik rezolusyonda konsensus DNA-baglanma bdlgeleri olusturmaktadir. Gegtigimiz
10 y1l iginde, high-throughput teknolojilerin gelistirilmesi protein-DNA interaksiyonlarinin
karakterizasyonunda devrim yaratmis ve ¢ok fazla sayidaki DNA-baglanan proteinler igin

DNA sekans tercihleri i¢in essiz data setleri olusturmustur.

Transkripsiyon faktorlerinin spesifik DNA hedef sekanslarma baglanmalari, gen regiilator
aglarinm temelini olusturmaktadir. DNA tiling arraylerle veya high-throughput sekanslama
ile kombine edilen kromatin immiinpresipitasyon (sirasiyla ChIP-chip ve ChIP-sekans),
cesitli transkripsiyon faktorlerinin baglanma durumunun detaylandirildigi yakin zamanda
yapilmig cesitli calismalarda kullanilmistir. Sasirtict olacak sekilde, cesitli model
organizmalardan ve dokulardan elde edilen bulgular, transkripsiyon faktorlerinin genomik
baglanma bdlgelerinin sayist agisindan biiyiik 6lciide degiskenlik gosterebilmekte ve bu
baglanma olaylar1 bilinen ya da olas1 direkt gen hedeflerinin sayismi anlamli olarak
asabilmektedir. Boylece, transkripsiyon faktor fonksiyonunun giiniimiizdeki ifadesinin,
direkt transkripsiyonel hedef regiilasyonunun disinda bir roliiniin olup olmadigmmin ortaya

cikarilmasi seklinde genisletilmesi gerekmektedir.

Geleneksel ChIP metodu, bir protein ile genomdaki smirli sayidaki bilinen ya da

29



sliphelenilen hedef bdlgeler arasindaki interaksiyonlarin arastirilmast ile sinirhdir, fakat
ozellikle genom-ebadi boyutunda yeni protein baglanma bolgelerinin kesfine izin vermez.
DNA sekanslarinin milyonlarca baz dizileri boyunca dagilan protein-DNA interaksiyon
bolgelerinin saptanmasina izin veren, ChIP ile DNA mikrodizinlerini kombine eden bir
metodun ortaya ¢ikmasi ile bu smnirlamanin da iistesinden gelinmistir. ChIP ile purifiye
olan DNA, spesifik olarak amplifiye edilir, floresanla isaretlenir ve total genomik DNA
sekanslarini iceren DNA mikrodizinlerine hibridize edilir. Protein i¢in genomik baglanma
bolgelerine karsilik gelen dizin elemanlari, ChIP DNA kanalinda kontrole gére anlamli
olarak daha giiclii floresan sinyal gosterenler olarak belirlenirler. Bu metod, ChIP ve DNA
mikrodizinlerini (chips) kombine ettigi i¢in ChIP-on-chip ya da ChIP-chip olarak da
adlandirilir. ChIP-chip kullanarak bir genom iginde bulunan tekrar etmeyen biitin DNA
sekanslar1 analiz edilerek gelisim ve spesifik hastalik durumlarinda hangi proteinin bu

sekanslarla iliskili oldugu belirlenebilir (Kim vd 2007).

Post-genom alaninda, dikkatler genom sekanslarinin fonksiyonu ve bunlarin nasil
diizenlendikleri {izerinde toplanmistir. Ortaya c¢ikan epigenomik degisiklikler ve cis-
hareketli elementlerle protein faktorleri arasindaki iligki gen regililasyonunda esas role

sahiptirler (Wu vd 2006).

DNA mikrodizinlerin gelisimi, hiicrelerin, ¢evresel degisiklikler ve gelisimsel olaylara
yanit olarak, genomlarinin transkripsiyonu nasil koordine ettikleri hakkinda ayrmtili bilgi
saglamistir. Bu global incelemeler kadar bilgilendirici ve etkileyici olan RNA diizeylerinin
Olgimii, olusan yanitlarin temelinde yatan kromatin dinamikleri ve transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu ile ilgili indirekt bilgi saglamaktadir. DNA ve proteinler
arasindaki direkt etkilesimi incelemek i¢in ise ChIP-chip tekniginin kesfi onemli bir
gelisme olmustur (Sekil 2.6) (Ren vd 2000, Iyer vd 2001). Bu yontemle yapilan son
caligmalar, transkripsiyon faktorii (TF) baglanmasi ve kromatin organizasyonunun
kompleks dinamiklerini ve bu proseslerin birbirleri ile ¢evresel ve gelisimsel olaylara kars1
hiicresel bir yanit olusturmak iizere nasil etkilestigini gdstermeye baslamistir. Bu yeni
yiiksek veri stratejisi, Insan Epigenom Projesi gibi genis ¢apli galigmalara uygulanabilirligi
olan  kritik  transkripsiyon faktorlerinin  hedeflerini  gostermeye ve  histon

modifikasyonlarinin genomsal dagilimlarinin profillenebilmesine yardimei olmaktadir.
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ChIP deneyleri, kompleman RNA transkripsiyon caligmalarinda etkili bir ara¢ olarak
kullanilabilir, ¢iinkii bu deneyler arastirmacilara, gen ekspresyonunu regiile eden DNA-

protein iliskilerini ¢calisabilme imkani saglamaktadir.

2.6.1.1. ChIP-Chip CALISMALARI

[Ik ChIP-chip calismalar: ile, bilinen cesitli maya transkripsiyon faktorlerinin, Stel2p,
Galdp, Swidp, Swi6p ve Raplp, genomdaki lokasyonu (Ren vd 2000, lyer vd 2001, Lieb
vd 2001) ve hiicre siklusu progresyonu i¢in gerekli cesitli transkripsiyon faktdrlerinin
baglanma sekli incelenmistir (Simon vd 2001,Horak vd 2002). Cok sayidaki yeni
baglanma bolgelerine ilave olarak, bu baslangic transkripsiyon faktorii lokalizasyon
calismalari, bilinen baglanma bdlgelerini tanimlayarak, metodun etkinligini deneysel
olarak kanitlamistir (Ren vd 2000,Iye vd 2001,Lieb vd 2001). ChIP-chip teknigi, bundan
sonra, bakteriden insana kadar degisen organizmalardaki cok sayida transkripsiyon

faktoriine uygulanmastir.

ChIP-chip g¢alismalari, hiicrenin, tek bir transkripsiyon faktorii kullanarak, nasil ¢oklu
transkripsiyonel yanitlar elde edebildigi sorusuna dikkat c¢ekmeye baslamistir. Bu
kompleks durum, bu alandaki temel sorulardan biridir. Zeitlinger ve ark., Saccharomyces
cerevisiae transkripsiyon faktorii Stel2p’yi model alarak onemli bir tespit yapmuslardir.
‘mating pheromone’ varhiginda, Stel2p, c¢iftlesme yolagindaki genlerin aktivasyonuna
neden olurken (Roberts vd 2000), spesifik aclhk kosullarinda, filament6z biiyiime
yolagindaki genlerin ekspresyonunu indiiklemektedir (Madhani vd 1999). ChIP-chip
analizi, Stel2p ile olan bu farkl regiilasyonun, Stel2p’nin yapisal olarak baglandig:
genlerin farkli aktivasyonundan ziyade, Stel2p’nin baglanma modeli ile ilgili oldugunu
kanitlamistir (Zeitlinger vd 2003). Bundan bagka, filamentdz biiylime genlerine Stel2p’nin
baglanmasinin, Teclp transkripsiyon faktdrii ile kooperatif baglanmasmna bagh oldugu

gosterilmistir (Zeitlinger vd 2003).

Carroll vd (2006), meme kanser hiicrelerinde Ostrojen reseptor ve RNA Polimeraz |1
baglanma bodlgelerinin genomsal haritasini yaymlamislardir. Bu ¢alismada, genomun daha
onceden kesfedilmemis bolgelerinde cis-baglanma bolgelerini tanimlamislar ve Ostrojen

sinyalizasyonundaki transkripsiyon faktorleriyle meme kanseri arasindaki iliskiyi
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bulmuslardir. 15 rastgele secilmis baglanma bdlgesinin Q-PCR dogrulamas: yapilmus,
ChIP-chip ile tanimlanan ve hi¢bir negatif kontrolde olmayan biitiin dstrojen reseptdrleri

onaylanmistir.

Cawley vd (2004), transkripsiyon faktorleri Spl, cMyc ve p53 i¢in Affymetrix Tiling
Arrays ile baglanma bdlgelerinin haritalarini ¢ikarmislardir. Daha 6nceden bilinmeyen
binlerce transkripsiyon faktdr baglanma bolgesi tanimlanmis (sadece %22’si protein
kodlama genlerinin 5’ ucunda yerlesiktir) transkripsiyon faktor baglanma bolgelerinin

bulundugu bolgeye yonelik tahminler de ¢liriitiilmiistiir.

Yang ve ark. (2006), tim insan genom setini kullanarak, p63’iin baglanmaya dair

davraniglarmi  ve p63 Dbaglanma bolgelerinin  evrimsel olarak korunmuslugunu

tanimlamislardir.
matriks
Genomik DNA k Antikor
0= == R o
Proteinlerin DNA'yagapraz Ant|k0r ile segim
baglanmasi ve DNA'larin
kiriimasi
Secilen
DNA'larnn
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=
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Cogaltimasi,
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Sekil 2.6. ChIP-chip tekniginin 6zeti (en.wikipedia.org’dan diizenlenmistir)
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Chip on CHIP teknolojisinin kullanildig1 ¢aligmalar hizla devam etmektedir. 2011 yilinda
yapilmig olan caligmalar arasinda yer alan bir calismada Spicuglia ve ark. tarafindan
PLZF/RARA fiizyon proteinine bagli l6semiyogenezin molekiiler mekanizmalari
arastirilmis ve U937 hematopoetik hiicre serisinde, bir flizyon proteini olan PLZF/RARA’
nin hedef genleri ChIP-on-chip ile belirlenmistir (Spicuglia vd 2011).

FANG ve ark., ise yapmis olduklari ¢galismada, oktamer motife baglanan bir transkripsiyon
faktoric olan OCT4’iin canli kanser hiicrelerindeki direkt hedeflerini CHIP-seq ile
belirlemislerdir. Calismada elde edilen sonuglar, glioblastoma kanser genomunda 5438
OCT4 baglanma bolgesinin lokalize oldugunu ve bu bodlgelerin, 2312 OCT4 baglanma
bolgesinde 3931 kez ortaya ¢ikan bir konsensus sekans igerdigini ortaya koymustur.
Boylece calismada, OCT4’ iin glioblastoma kanserindeki fonksiyonunun altinda yatan gen
regiilasyon mekanizmalarmin anlasilmasina yonelik degerli bir veri seti elde edilmistir

(Fang vd 2011).

Striatumda baskin olarak ekspresyon gosteren Bclllb (B-hiicre 16semi/lenfoma 11B)
transkripsiyon faktoriiniin sinir sitemindeki hedeflerinin ortaya konuldugu bir baska 2011
tarihli calismada da yine ChIP-seq metodolojisi kullanilmistir. Transkriptom-ebadindaki bu
calismada 694 genin, Bcll1b’ yi asir1 ekspresse eden hiicrelerde anlamli olarak degistigi,
bu genlerin arasinda Bcll1b’ ye benzer olarak striatal-zengin ekspresyon gésteren genlerin
de bulundugu belirlenmistir. Bcll1b-DNA interaksiyonunun spesifik hedeflenmesinin
spesifik olarak striatal hiicrelerde BDNF sinyalizasyonunu azaltmak {izere yeni bir

terapotik yaklagim ortaya koyabilecegi de ¢alismada sunulmaktadir (Tang vd 2011).

Gorski ve ark., BRCA1’ in transkripsiyonal regiilasyon iizerindeki etkisini incelemek tizere
genom-ebadinda profilleme ve ChIP-chip analizini kullanmiglar, ve BRCAI
deplesyonunun 1294 gende transkripsiyonel degisikliklerle sonuc¢lanmasina ragmen, bu
genlerin sadece 44 tanesinin BRCAIl tarafindan promotora baglh bulundugunu
belirlemisglerdir. Ancak bu transkriptlerin %27 sinin transkripsiyonel regiilasyonla
baglantili olusu, mikroarray analizi ile gozlenen ¢ok sayidaki indirekt transkripsiyonel
degisiklikleri kismen agiklamaktadir. Calismanin sonuglari, BRCA1 DNA baglanmasi i¢in
higbir spesifik konsensus sekans bulunmadigini ve BRCA1 bagli promotor iizerinde yaygin

olarak bulunan bir dizi bilinen ya da yeni transkripsiyon faktorlerinin varligmi ortaya
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koymaktadir. Ko-immiinopresipitasyonlar, BRCA1’in, AP2-a, PAX2 ve ZF5 gibi bir dizi
transkripsiyon faktorii ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (Gorski vd 2011).

Biitiin bu caligmalar ile, protein-DNA interaksiyonlar1 aydinlatilmaya ve kompleks

transkripsiyonel diizenleyici aglara anlamli bakis a¢is1 olusturulmaya calisilmstir.

Literatiirde, ChIP teknolojisi kullanilarak B-kateninin hedef genlerinin belirlendigi cesitli
caligmalara da rastlanmaktadir. Bu caligmalar arasinda, anormal Wnt/B-katenin sinyal
yolag1 regiilasyonu sergileyen kolon kanseri tiizerinde yapilan c¢alismalar da  yer
almaktadir. Pek c¢ok kolorektal kanser vakasinda Adenomatdz polipozis koli (APC)
geninde mutasyonlar ortaya ¢iktig1 ve bu mutasyonlarin hiicresel transformasyonda
baslatict olarak davrandiklar1 bildirilmistir. Mutant APC tastyan hiicrelerin, ¢ekirdekte [-
katenin transkripsiyon koaktivatoriinii yiiksek diizeylerde igerdikleri ve yiiksek diizeydeki
koaktivator B-katenin/T-hiicre faktorii 4 (TCF4) kompleksleri tarafindan kontrol edilen
genlerin anormal ekspresyonuna yol agtiklar1 de belirlenmistir. Bu bilgilerden hareketle,
kromatin immiinpresipitasyonunun ve buna paralel olarak sekanslama ile bir arada
yiriitildiigi bir calismada HCT116 kolon kanser hiicrelerinde p-katenin baglanma
bolgeleri saptanmistir. B-katenince zengin olan 2168 bolge, ¢oklu pik algoritmalarmdan
alman output un integrasyonu i¢in kullanilan uygun bir yaklagimla yerlestirilmistir. Motif
kesif algoritmalar1 bir ¢ekirdek TCF4 motifi, bir uzamis TCF4 motifi ve bir AP-1 motifi
belirlemistir. Bunun da 6tesinde 417 bolgenin TCF4 ve AP-1 motiflerinin her ikisini de
icerdikleri belirlenmistir. TCF4 ve AP-1 motifleri ile iligkili genlerin f-katenin, TCF4 ve c-
Jun’ a in vivo olarak bagl olduklar1 ve Wnt sinyali ve serum biiyiime faktdrleri ile aktive
olduklar1 belirlenmistir. Bu ¢aligma, Wnt/B-katenin ve mitojen sinyal yolaklarmm, tanimli
bir set hedef genleri dogrudan diizenlemek {izere kesistigini ortaya koymaktadir (Bottomly
vd 2010).

Kolorektal kanser hiicrelerinin kullanildigi 2011 yilinda Schepeler ve ark tarafindan
yapilmis olan bir diger caligmada ise bu kez Wnt ile regiile olan kodlama yapmayan RNA
larin kanser ile olasi iliskisi arastirilmistir. S6z konusu ¢alismada, DLD1 CRC hiicrelerinde
B-katenin/TCF4  aktivitesinin  bozulmasmin ardindan miRNA transkriptomundaki
degisiklikleri tanimlamak iizere 664 6zgiin insan mikro RNA sin1 saptayabilme yetenegine

sahip TagMan Array Mikro RNA Kartlar1 kullanilmistir. miRNA larin ¢ogunun,
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ekspresyon mikroarray ve ChIP-chip bulgularindan elde edilmis olan proksimal TCF4
kromatin okkupansisi ve konak gen regiilasyonundan bagimsiz olarak yanit verdikleri
ortaya ¢ikmistir. Bozulmus Wnt sinyali tarafindan indiiklenen mRNAlarin bir modiiliiniin
in vitro iki bagimsiz insan primer CRCs de (n=76), normal komsu mukozaya (n=34) gore
down regiile oldugu belirlenmistir. Bu miRNAlarin bir kismi1 (miR-145, miR-126, miR-
30e-3p ve miR-139-5p) ekropik olarak eksprese olduklarinda CRC hiicre biiytimesini in
vitro anlamli olarak inhibe etmistir. Proteomiks ve ekpresyon mikroarraylerinin bir arada
kullanildig1 imtegratif bir yaklasimla ektopik miR-30e-3p diizeyleri tarafindan etkilenen
cesitli mRNAlar ve proteinler belirlenmistir. Bunlar arasinda yer alan HELZ ve PIK3C2A
nin ¢esitli miRNA baglanma bolgelerinde represe edildigi lusiferaz reporter assayler ve
mutasyonal analizlerin kombinasyonu ile belirlenmis ve son olarak, siRNA aracilig: ile
PIK3C2A’ nin downregiilasyonunun tek bagina CRC hiicre biiylimesini sinirlamada yeterli
oldugu da ortaya cikarilmistir. Kolektif olarak, bu calisma ile CRC hiicrelerinde Wnt
sinyalinin azaltilmasinin sonucu olarak ¢coklu miRNA larm upregiile oldugu ve bu miRNA
larin bir kisminm, ¢esitli biiyiimeyi uyarict kanser-iligkili genlerin supresyonu ile birlikte

hiicre biiylimesini inhibe ettikleri belirlenmistir (Schepeler vd 2011).

Kolon kanser hiicrelerinde Wnt sinyal yolaginin bilesenlerinin arastirildigi bir diger
calismada ise, HEF1, yeni bir Wnt sinyal hedefi olarak belirlenmistir. HEF1 in
ekspresyonunun Wnt-3a, a-katenin, ve DvI2 tarafindan doz bagimli olarak upregiile
edildigi ve shRNA ile a-katenin downregiilasyonunun ardindan baskilandig1 bildirilmistir.
Buna ilaveten kolorektal kanser hiicre serilerinde ve primer tiimor dokularinin yani sira
ApcMin/+ farelerin kolon ve adenom poliplerinde artmigs HEF1 mRNA ve protein
diizeylerinin gdzlendigi de bildirilmistir. Bunun da Otesinde, insan kolorektal timor
dokularinda HEF1 diizeylerinin timor evresi ile artig gosterdigi ortaya konulmustur.
Kromatin immiinpresipitasyon (ChIP) assayleri ve promotor analizleri Wnt sinyali
tarafindan HEF1 indiiksiyonundan sorumlu olan HEF1 promotorunda ii¢ fonksiyonel T-
hiicre faktorii (TCF)-baglanma bodlgesini ortaya c¢ikarmustir. HEF1® in ektopik
ekspresyonunun hiicre proliferasyonu ve koloni olusumunu arttirirken, SW480
hiicrelerinde HEF1’ in shRNA ile downregiilasyonunun zit etkiler gosterdigi ve ksenograft
tiimor bliylimesini inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica, SW480 hiicrelerinde HEF1’ in asir1
ekspresyonunun hiicre migrasyonunu ve invazyonu tesvik ettigi belirlenmistir. Bu

sonuglar, bir arada degerlendirildiklerinde HEF1’ in, hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
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tiimorigenezi i¢in bilinen kanonikal Wnt/ B-katenin sinyal yolaginin bir aracist ve
kolorektal tiimorigenezin 6nemli bir bileseni olarak yeni rolii ChIP teknolojisi kullanilarak

ortaya konulmustur (Li vd 2011).

B-katenin proteininin hedef genlerinin arastirildigi bir baska ¢alismada ise sizofreni ve
bipolar bozukluk i¢in aday genler belirlenmistir. S6z konusu ¢alismada, lityum tuzlarinin
terapotik konsantrasyonlarinin glikojen sentaz kinaz 3 beta ve fosfoinositid sinyali
iizerindeki inhibe edici etki sergilemesinin, bu yolaklarin anormal aktivasyonunun bipolar
bozuklugun patofizyolojisinde bir faktor olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu yolaklarin
iligkisi ayn1 zamanda genom ebadindaki assosiasyon ¢alismalari ile arastirilmaktadir. Bir
grup arastirict bipolar bozuklugun molekiiler temelini ve lityumun terapdtik etkisini
mikroarray ekspresyon caligmalari ile arastirmistir ¢linkii hem GSK3f hem de fosfoinositid
aracili sinyal uyarim yolaklar1 transkripsiyonal aktivasyon ve inhibisyon ile kenetlenmistir.
Buna ragmen, ekspresyon profillemenin bazi limitasyonlar1 bulunmaktadir ve arastiricilar
bu yaklasimi, genetik temelli psikiyatrik bozukluklarin gelisimi ile iliskili en uygun
biyolojik yapiya sahip olan fetal beyin dokusunu analiz etmek i¢in kullanamamuglardir. Bu
sorunlarin iistesinden gelmek iizere, arastiricilar ChIP-chip ile 640 genin promotorunun --
katenin ile bagl oldugu ve bu genlerin pek ¢ogunun sizofreni, otizm spektrum bozuklugu
ve bipolar bozukluk i¢in aday genler olduklar1 (CACNA1B, NRNG, SNAP29, FGFR1,
PCDH9) ve diger dokuz genin ise yakin zamanda yaymlanmis olan genom ebadmndaki
assosiasyon c¢alismalarinda ve genom ebadindaki kopya say1 varyantlar1 aragtirmalarinda
belirlendikleri bildirilmistir. Bu bulgular 6nermektedir ki, sizofreni ve bipolar bozukluk
icin farkli aday genler, GSK3[/B-katenin sinyalinin etrafinda dénen ortak bir molekiiler
aga dahil olabilmektedirler. Buna ek olarak, varsayilan lityum-yanit yolagmin sizofreni ve
otizm aday genlerin bir alt grubunu etkileyebilecegi bulgusu terapdtik sonuglar
olusturabilmektedir (Pedrosa vd 2010).

Biz de bu ¢alisgmamizda kanser gelisiminde en 6nemli yolaklardan biri olan Wnt/B-katenin
yolagidaki basrol oyuncusu B-katenin proteininin AML’de hangi genleri diizenledigini
ChIP-chip teknolojisi ile ilk kez tespit ederek AML tedavisinde yeni hedeflerin ortaya

cikmasina olanak saglamay1 amaglamaktayiz.
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2.7. BIYOINFORMATIK ANALIZ VE VERIi MADENCILIiGi

Ozellikle 1980°li yillardan itibaren, molekiiler biyoloji alanindaki ve genomik
teknolojilerdeki ilerlemeler, bilim insanlar1 tarafindan olusturulan biyolojik bilginin ¢ok
yogun bir sekilde bliylimesine yol agmigtir. Bu genomik bilgi tufani, bilgileri analiz etmek
ve gorintilemek igin Ozellesmis gereclere ve bilgileri saklamak, organize etmek ve

indekslemek i¢in bilgisayar donanimli veritabanlarina yonelik bir ihtiya¢ yaratmistir.

Biyoinformatik, biyoloji, bilgisayar bilimi ve bilgi teknolojisinin tek bir disiplini
olugturmak tiizere birlestigi bir bilim alanidir. Bu alanin temel hedefi, yeni biyolojik
yaklagimlarin kesfedilmesinin yanisira global bir perspektifin yaratilmasidir. Genomik
devrimin baslangicinda, niikleotid ve aminoasit dizilerinin saklanmas1 bir biyoinformatik
ilgi alanmi olusturmaktaydi ve bu tip veritabaninin olusturulmasi ile, sadece konularin
dizaynini degil, ayn1 zamanda arastiricilarin, var olan ya da yeni ve tekrar gbzden gecirilen
bilgilere ulasabilecekleri kompleks arayiizlerin  gelistirilmesi de  saglanmistir

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/bioinformatics.html).

2.7.1. GEN ANOTASYONU VE ONTOLOJI

Gen anotasyonu, DNA dizilerine biyolojik bilgilerin ilintilendirildigi bir prosestir. 3
asamadan olusur. 1. Asama Protein kodlamayan bdlgelerin tanimlanmasi 2. asama
genomdaki gen bdlgelerinin  tanimlanmast 3. asama ise biyolojik bilginin

ilintilendirilmesi’dir.

Genlerin birbirleriyle iliskilerini ve etkilesimlerini daha iist seviyede gdzlemlemek i¢in
aragtirmacilar gen ontolojisi insiyatifini baslatmislardir. Gen ontolojisinin tanimini
yapmadan Once ontolojinin taniminit yapmak gerekir. Felsefi bir disiplin olan ontoloji
varliklarin nasil gruplandirilabileceklerini, benzerliklerine ve farkliliklarma gore bir

hiyerarsi i¢inde nasil alt gruplara ayrilabileceklerini sorgulamaktadir.

Genler ve iriinleri bir ¢cok canl tiirlinde homoloji gosterirler. Bu nedenle gen ontolojisi
biitiin tiirler tabaninda gen ve gen friinlerinin niteliklerini standartize edecek sekilde

genlerin ve iiriinlerinin anotasyonunu yapar. Ve bu kapsamda olusturulan verilere ulagsmay1

37



ve verileri analiz etmeyi hedefleyen araclar sunmaktadir (Tablo 4.1). Gen ontolojisi genleri

3 ana yeti icerisinde inceler.

1. Hiicresel Bilesenler

2. Molekiiler farklilasma

3. Biyolojik siireg
(www.geneonotology.org, http://wiki.geneontology.org/index.php/Annotation_FAQ)

Hiicresel Bilesenler Biyolojik Siire¢

Molekiiler Fonksiyon

GEN ONTOLOJISI

2 B G0:0008150 : biological_process [470600 gene products) k.
B "W G00022610 : blological adhesion 18262 gene products] &

@ B G0:0051825 : adhesion to other organism invoived in symbiotic interaction [813 gene products]

2 B GO:0007155 : cell adhesion [7945 gene products] &
& B GO:0043708 : cell adhesion involved in biofilm formation [152 gene products)
& B GO:0061343 : cell adhesion invoived in heart morphogenesis (2 gene products)
© B G0:0060519 : cell adhesion invoived in prostatic bud elongation [0 gene products]
© B G0:0003392 : cell adhesion invoived in retrograde extension [0 gene products)
B B G0:0033627 : cell adhesion mediated by integrin [291 gene products] &

| 8 B_G0:0005575 : cellular component [440787 gene products] &

@ B G0:0005623 : cell [272228 gene products)
B B G0:0030054 : cell junction [5969 gene products] &
@ B GO0:0070161 : anchoring junction [1455 gene products]
B B G0:0005911 : cell-cell junction [3080 gene products) &
© B G0:0043296 : apical junction complex [927 gene products)
& B G0:0005913 : cell-cell adherens junction [407 gene products] &

|"@ B G0:0003674 : molecular_function [498284 gene products] &

B H7G0:0016200 : antioxidant activity (3151 gene products) &
& B G0:0045174 : glutathione dehydrogenase (ascorbate) activity [21 gene products)
& B GO:0004362 : glutathione-disulfide reductase activity [68 gene products]
E B G0:0004601 : peroxidase activity [1772 gene products] &
© B G0:0019806 : bromide peroxidase activity [1 gene product]
© B GO:0004096 : catalase activity [351 gene products]

Sekil 2.7. Gen Ontolojisi Hiyerarsik siniflandirma (www.amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/browse.cgi)
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2.7.2. YOLAK ANALIZLERI

Ekspresyon mikrodizini, promotor mikrodizini, proteomik bilgiler ve ChiP-on-CHIPler
gibi yiikksek verimli genomik, proteomik ve biyoinformatik tarama yaklasimlari,
hastaliklarla iligkiler gibi ¢ok ¢esitli biyolojik mekanizmalarin ¢aligilmasi i¢in anlamli
imkanlar sunmaktadir. Bu teknolojiler genellikle, ¢aligilan biyolojik kosullarla iligkili olan
ve sayilar1 ylizlerden binlere kadar degisien biliylik ve ilging bir gen listesi ile
sonu¢lanmaktadir. Biiyiikk gen listelerinin bilgi analizi, ¢ikan gen listelerinin biyolojik
anlamliliginin anlagilabilmesi i¢in yliksek verimli teknolojileri izleyen en 6nemli asamadir.
Bu tip ¢ok karmasik ve biiylik hacimli veri setlerinin analizi, 6zgiin biyoinformatik
software paketlerinden destege ihtiya¢ duyulan oldukg¢a zorlu bir siiregtir. Bu paketler
arasinda, biyoinformatik kaynaklarimin anotasyonu, gorliniir hale getirilmesi ve buna
entegre sekilde kesfi i¢in veritabani olarak ifade edilen, biiyiik gen listeleri ile iligkili
biyolojik 0Ozelliklerin ve anlamin elde edilmesine olanak tanmiyan DAVID de yer

almaktadir.

DAVID’te kullanilan baslica istatistiksel metodlar ve iliskili parametrelerden bir tanesi
zenginlestrme skorudur. DAVID, zenginlestirme skoru hesaplayan bu ara yiizlerden bir
tanesidir. DAVID zenginlestirme scoru hesaplarken sdyle bir kiyas yapar: 6rnek olarak
DAVID’E 3000 adet genin bulundugu bir liste verildiginde DAVID bu listedeki genlerin
ontolojilerine bakar ve mesela bu listede ki genlerin %20’sinin kinaz oldugunu saptar. 2.
Asamada normalde insan genomunda kinazlarin biitiin genoma oranini hesaplar ve bu
oranin %5 iken verilen listedeki oranin %20 oldugunu gordiigiinde bunun bir tesadiif

olamiyacagi ongdriiliir ve zenginlestirme olarak kabul edilir.

DAVID, kendisine benzerlik gosteren erisilebilir diger gereclere benzer sekilde, biiyiik gen
listelerini fonksiyonel olarak analiz etmenin ¢esitli yonlerini adreslemektedir. Her aracin
farkli 6zellikleri ve giicleri olmasina ragmen birlestikleri noktalar da bulunmaktadur. Iliskili
biyolojik anotasyona (6rnegin gen ontoloji terimleri) ait ¢ok sayidaki ilging geni sistematik
olarak haritalamak ve daha sonra binlerce terim ve igerik arasindan en ¢ok temsil edilen
(enriched) biyolojik anotasyonu istatistiksel olarak vurgulamak {iizere ortak bir ¢ekirdek

stratejisi bu veritabanlarmin ortak 6zelligidir (Huang vd 2009).
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Istatistiksel énemi olan sonuclarin biyolojik baglama oturtulmast1 GO (Gene Ontology)
analizi, Gen Set Zenginlestirme Analizi (GSEA), Gen Set Analizi (GSA) ve yolak analizi
gibi yontemlerle yapilabilir. Biyolojik aglar, tanimlanan genlerin tiire 6zgii yolak etkilesim
veri tabanlarinin kullanilmasiyla etkilesim modelleri ¢ikarilarak olusturulabilir (Kanehisa
vd 2004).

u yolaklarin belirlenmesi amaciyla "KEGG"
(The Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes) (http://www.genome.jp/kegg/) veri
taban1 kullanilmaktadrr. ""KEGG" bir yolak iizerindeki genlerin arastirilmasini

saglamaktadir (Curtis vd 2005).

2.8. CALISMANIN HIiPOTEZININ BILIMSEL TEMELLERI VE AMACI

AML, farkli genetik anomaliler gosteren bir grup klonal hematopoetik kok hiicre
bozuklugunu temsil etmektedir. Herhangi bir AML hastasindaki spesifik biyolojik
anomalinin anlasilmas1 giic olsa da molekiiler biyolojideki ilerlemeler, AML’nin
prognozunda 6nem tasiyan gesitli genetik belirteclerin ve/veya anahtar sinyal yolaklarmin
anormal aktivasyonunun belirlenmesine olanak tanimaktadir. Buna ragmen bu belirtegler
tek basmna hastaligin klinik seyrini aydinlatamamakta ve klinik heterojenitesinde rol
oynayan molekiiler mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bilinen AML i¢in yeni prognostik

molekiiler belirteclerin arastirilmasina iligkin ¢abalar gittikce artmaktadir.

Wnt/B-katenin sinyal yolagi, embriyogenez esnasinda kok hiicre diizeyinde hiicrenin
kaderine iligkin kararlar1 kontrol eden, evrimsel olarak korunmus bir sinyal iletim yolagidir
(Wodarz vd 1998). Wnt sinyal yolaginin bozulmasi ile ¢esitli insan kanserleri arasindaki
baglant1 cesitli arastirmalarla ortaya konmustur. Son zamanlardaki calismalar Wnt
yolagmin ayni zamanda, B-kateninin regiilasyonu araciligiyla hematopoetik kok hiicrelerin
kendilerini yenilemelerini de kontrol ettigini gostermektedir (Reya vd 2003, Murdoch vd
2003). AML, normal erken hematopoetik hiicrelere benzeyen farklilasmamis oncii hiicre
kiimelerinin varlig1 ile karakterize olmasindan dolay1r bu hastaligin 16semiyogenezinde

Wnt/B-katenin sinyal yolaginimn kritik bir rol oynayacagma inanilmaktadir.
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Muller-Tidow ve ark. (2004), AML patogenezinde Wnt/B-katenin yolaginin roliini ilk kez
ortaya koymustur. FLT3 mutasyonlarinin aktivasyonlar1 wnt bagimli sinyal yolag: ile
sinerjik etki gostererek miyeloid transformasyon ve l6semiye yol agtigi tespit edilmistir.
Bundan bagka, AML vakalarinin anlamli bir kisminda Wnt/B-katenin sinyal yolaginin

stirekli aktivasyonu belirlenmistir(Simon vd 2005).

Normal hematopoezde, B-katenin baglica primer CD34+ hiicreleri tarafindan ekspresse
edilmekte fakat farklilagsma siirecinde hizla kaybedilmektedir boylece CD33+ ve CD34-
hiicreleri ¢ok diisiikk veya saptanamayacak protein diizeyleri sergilemektedir (Simon vd
2005, Ysebaert vd 2006). Yakin zamanda yapilan caligmalarda, AML blastlarinda J3-
katenin ekspresyonun yaygin olarak saptanabildigi gosterilmistir (Tichenbrock vd 2005,
Simon vd 2005, Ysebaert vd 2006, Serinséz vd 2004). Bu durum, AML de B-kateninin
farklilasma siirecindeki normal ‘down regulasyon’ mekanizmasinin bozuldugunu
gostermektedir. AML’deki anormal [-katenin ekspresyonu, modern kemoterapdtik
ajanlarla ortadan kaldirilmasi gii¢ olan ve bu nedenle hayatta kalmayi gii¢lestiren ‘16 semik
kok hiicre’ aktivitesine sahip AML hiicrelerinin bir alt populasyonunun varligini ortaya
koymaktadir. Losemik kok hiicrelerin, anormal B-katenin ekspresyonunun aracilik ettigi bu
yiiksek klonojenik kapasiteleri ve artmis kendini yenileme potansiyelleri hastaligin
agresifligine ve/veya hizli niiksiine yol agmaktadir (Ysebaert vd 2006). Jamieson ve ark.
(2004), Wnt B-katenin yolaginin anormal aktivasyonunun KML blast krizinin granulosit-
makrofaj progenitorlerinde artmis kendini yenileme kapasitesi ile sonuglandigini
gOstermistir. Ysebaert ve arkadaslar1 da yapmus olduklar1 ¢alismada, - katenin ekspresse
eden AML hiicrelerinin yiiksek klonojenik kapasiteye ve kendini yenileme potansiyeline
sahip oldugunu ve bu tip anormal Wnt B-katenin sinyalinin kotii prognoz ile iligkili
oldugunu ortaya koymuslardir. AML’de Wnt/B-katenin sinyal yolaginin 6nemini gosteren
bu sonuglar 151831nda AML’de B-katenin ekspresyonunun potansiyel prognostik rolii daha

da dnem kazanmaktadir.

Cesitli kanser gruplarinda, normalde sitoplazmada goérev alan B- katenin (p-katenin)
proteininin fazla ekspresyon ya da mutasyonlar nedeni ile sitoplazmada birikmesi sonucu
niikleusa gegerek birtakim genleri aktive ettigi bilinmektedir. Hedef aldig1 genler hiicre
proliferasyonunu diizenleyici ve gelisimi kontrol eden genlerdir. Dolayisiyla bu genlerin

cogu bilinen onkogenler olup kanser tedavisinde giiclii birer hedeftirler. AML vakalarmnin
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anlamli bir kisminda Wnt/B-katenin sinyal yolagmin siirekli aktivasyonu belirlenmis
(Simon vd 2005) yakin zamanda yapilan calismalarda, AML blastlarinda [-katenin
ekspresyonun yaygin olarak saptanabildigi gdsterilmistir (Tichenbrock vd 2005, Simon vd
2005, Ysebaert vd 2006, Serinsdz vd 2004). Artan B-katenin gen ekspresyonu sonucu
sitoplazmada biriken B-katenin proteini ¢ekirdege gecerek ¢ogu onkogen olan gesitli
genleri aktive etmektedir. Bu verilerden yola ¢ikarak, planlanan bu ¢alismada protein
faktorlerinin genom ebadinda baglanma yerlerini tespit etmede kullanilabilen, kromatin
immiinopresipitasyonu (ChIP) ve mikrodizinin (chip) birlestirilmesiyle ortaya ¢ikan ChIP-
chip metodu kullanilarak AML hastalarinda [(-katenin proteininin genom ebadinda
baglanma yerleri arastirilmis ve yaklasik 30.000 promotor bolgesi taranarak bunlardan

hangilerine baglandig1 ilk kez tespit edilmis olacaktur.

Bu ¢alisma kapsaminda akut miyeloid 16semi tanis1 almis (yeni tani) ve B-katenin gen
ekspresyonu yliksek olan 10 hasta ve 5 saglikli birey calisiimis. Kisilerden aliman kemik
iligi’/kan Orneklerinden CD34+ hematopoetik kok hiicreler izole edilmis ve primer
kiiltiirleri yapilmustir. Kiiltiire edilen bu hiicreler daha sonra ChIP-chip metoduyla analiz
edilmis, arastirmada bu sayede AML hastaligindaki B-katenin proteini ile diizenlenen tiim
genlerin profili ilk kez ¢ikarilmig, tan1 ve tedavide olasi hedefler ortaya cikarimistir.
Boylelikle ilk defa olarak -kateninin baglandigi genler genom ebadindaki bir tarama ile
ortaya ¢ikarilmis, AML’ nin tanm1 ve oncelikle tedavisi i¢in biyobelirteclerin tanimlanmasina
yardimci veriler elde edilmisir. Bu biyobelirteglerin yeni ilag hedefleri olacagi, olasi

antisens teknolojilerinin gelistirilmesine imkan taniyacagi agiktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
Laboratuvar’mda gergeklestirilmistir. Hacettepe Universitesi Hematoloji Bilim Dallindan
AML tanis1 almis, B- katenin gen ifade diizeyleri laboratuvarimizda belirlenen 10 hasta ve
daha onceden her hangi bir malign hastalik tanis1 almamig 5 saglikli bireyin kemik iligi

(K.I)/kan 6rnekleri projeye dahil edilmistir.

RNA'lar1 ¢aligilacak bireylerin ¢alismaya dahil edilmelerine dair izin kagitlar
kendilerinden ve/veya yakimlarmndan almmustir. (Hacettepe U. Tip Fak. Etik kurul
tarafindan 26.02.2009 tarih ve TBK 09/9-47 karar nolu etik kurul ile onaylanmustir.)

3.2 CD34"Hematopoetik Kok Hiicre izolasyonu ve Primer Kiiltiirii

[k olarak hasta ve saglikli bireylerden alman 6rneklerden (kemik iligi ya da kan) CD34+
hematopoetik kdk hiicre izolasyonu yapilmustir (Sekil 3.1). izolasyon asagida anlatilan

sekilde gerceklestirilmistir:

-Gelen kemik iligi /kan miktarma gore iizerine ayni voliimde “phosphate buffer solution
(PBS)” (Thermo Scientific Hyclone, USA) eklenir. Uzerine kan/kemik iligi ile ayni
volimde olmak tiizere ficoll (PAA, Awvusturya) tiipiin yan duvarindan ¢ok yavasca
sizdirilarak birakilir. Ornegin; 5 cc kemik iligi/kan + 5 cc PBS ve sonra 5 cc ficoll ilave

edilir.

-Tiipler karigtirilmadan ve sarsmadan 1200 x g’de 20 dk santrifiij edilir. Santrifiij
sonrasinda en altta eritrositler, eritrositlerin iizerinde yogunlugu yiiksek olan ficoll ve en
yukarida PBS ve plazma vardir. Ficoll ve PBS birlesim yerinde bir bulut seklinde

mononiikleer hiicreler yer almaktadir.

- Pastor pipeti ile sivinin i¢ine girilerek mononiikleer hiicreler toplanir ve bu mononiikleer
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hiicrelerden, CD34+ hiicrelerin eldesi icin EasySep CD34+ izolasyon kiti (Stem cell,
Kanada) kullanilmistir.

-Bu kit, CD34+ hiicrelerin magnetik olarak ayiriminda kullanilmak iizere *’EasySep
CD34+ selection kokteyl’”’(Stem cell, Kanada) ve ’EasySep  magnetik
nanopartikiiller’’(Stem cell, Kanada) igerir.

-Mononiikleer hiicreler 6ncelikle kokteyl ile karistirilir ve 15 dk oda sicakliginda magnet
icerisinde inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda ’’EasySep magnetik nanopartikiiller’” tiip

icerisine ilave edilerek magnet diginda 10 dk bekletilir.

-Daha sonra PBS-%2FCS-EDTA karisimi ile tiip igerisindeki volim 2.5 ml’ye

tamamlanip, tiip tekrardan magnet igerisine koyularak 5 dk. oda sicakliginda bekletilir.

-5 dk.nin sonunda tiip magnetin icerisinde iken magnet ters cevrilip nanopartikiiller ile

isaretlenmemis hiicreler dokiiliir (CD34- hiicreler). Bu yikama islemi 3 kez tekrarlanir.

-Artik tiipiin dibinde kalan istenilen CD34+ hiicreleridir. Bu CD34+ hiicreler {izerine 1 ml

besiyeri ilave edilerek, 6’11 plaklara (Orange Scientific, Belgika) ekim yapilir.

-Bu CD34+ hiicreler, hematopoetik hiicreler i¢in 6zel bir besiyeri olan Stemspan H3000
(Stem cell, Kanada) ve Stemspan CC100 (Stem cell, Kanada) sitokin karisimi kullanilarak

37°C de ve % 5 CO2 igeren ortamda 1-2 giin boyunca inkiibe edilir.
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Mononiikleer hiicreler bnce EasySep
CD34+ selection cockiail (15k.)ile ve
sonra magnetik nanopartikiiller
(10dk) ile muamele edilir-.

CD 34 yiizey antijenini eksp rese eden
hiicreler secilerek magnetik
nanopartikiiller ile isavetlenir.

Sekil 3.1 CD34+ hematopoetik kok hiicre izolasyon protokoliiniin sematik gosterimi

3.3 Flow Sitometri Analizi ile Hiicre Farkhilasmasinin Kontrolii

CD34+ hiicrelerin kiiltiire edildikten sonra da ilk tanidaki fenotipini koruyup korumadigmi
yani hala 16semik hiicreler mi yoksa farklilasmis hiicreler mi olduklarmi anlamak i¢in
farklilagsma yiizey belirtegleri olan CD33, CD34, CD45 antikorlari(BD, San Jose USA)
kullanilarak Flow Sitometri (FACS Calibur, BD, San Jose USA) analizi ile
degerlendirilmistir (Sekil3.2).

3.4 RNA Ekstraksiyonu

Hasta ve saglikli bireylerden almman 6rneklerden CD34+ hiicre izolasyonu ve kiiltiirii
yapildiktan sonra B-katenin gen ekspresyonu yiiksek hastalari tespit etmek ve ChIP-chip
analizlerinden elde ettigimiz sonuglar1 valide etmek amaciyla tiim Orneklerden RNA

izolasyonu yapilmistir. Izolasyon sirasinda asagidaki prosediir takip edilmistir.

-Kiiltiir ortamindaki hiicreler 300 x g’de 5 dk santrifiij edilir ve supernatant kisim atilir.

-Pelet iizerine (1x10° hiicreye 1 ml Trizol) Trizol (Invitrogen, ABD) eklenir ve
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homojenize edilmis hiicreler 15-30°C’de 5 dk inkiibe edilir.

-Her tiipe 200 pl kloroform (Merck, Almanya) eklenir. Tipler elle 15 sn. boyunca
sallandiktan sonra 15-30°C’de 10 dk inkiibe edilir. 12,000 x g.’de 2-8°C, 13 dk santrifiij
edilip Santrifiij sonrasi alttaki faz kirmizi fenol-kloroform fazi, ara faz ve renksiz-akicr iist
faz olmak tizere 3 faz olusur. RNA iist fazdadir. (DNA ara fazda ve protein ise alt fazdadir.

Bu fazlar saklanir.) Bu faz yeni bir tiipe aktarilir.

-Uzerine 0.5mL izopropil alkol (Merck, Almanya) eklenir. 15-30°C’de 10dk inkiibe edilip
tiipler 12,000 x g.de 10 dk 2-8°C’de santriftij yapilir. Siipernatant atilip, 1 ml %75’lik
etanol (Merck, Almanya) eklenir 6rnekler vortekslenir ve 7,500 x g.de 5 dk 2-8°C’de

santriftijlenir.

-RNA pelleti oda sicakliginda bekletilerek kurutulup sonrasinda RNA, RNaz icermeyen
DEPC’li (Applichem, Almanya) su i¢inde ¢oziiliir.

Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve safligi spektrofotometrik yontemle belirlenir

(¢izelge 4.1). Daha sonra %1°lik Agaroz Jel’de yiiriitiilerek goriintiilenir (Sekil 4.3).

3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Pronase) kullanilacagi amaca uygun olarak belirli yiizdelerde hazirlanir. Biz bu
calismamizda elde edilen RNA iiriinlerini %1°lik agaroz jelde degerlendirildi. %1’lik
agaroz jel i¢in 0,60 g agaroz tartilip, TBE 1X soliisyonu ile 60 ml’ye tamamlandi. TBE 1X

soliisyonu; TBE 5X soliisyonunun 1/5 oraninda ddH,O ile seyreltilmesiyle hazirlanir.

TBE 5X soliisyonunun hazirlanisi;

54 g Trizma® (Biobasic, Kanada),
27,5 g Borik asit (Amresco, USA),
20 ml 0,5 M EDTA (Merc, Almanya) ve deiyonize su (ddH;0) ile 1 L’ye tamamlanarak

hazirlanir.
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Agaroz istenilen ylizdelerde hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Argelik, Tiirkiye)
kaynatild1. Uzerine Etidyum Bromid’in (Invitrogen, ABD) %5’lik stok soliisyonundan 3 pl
ilave edildikten sonra iyice karigtirildi ve jel tabagina (Qwl Scientific, ABD) dokiildii. Jel
dokiilmeden once jel tabagi uygun taraklar kullanilarak hazirlandi. Agarozun donmasi igin
yaklasik 30 dk beklendi. Agaroz donduktan sonra jel tabagiyla birlikte jel elektroforez
tankina yerlestirildi. Elektroforez tanki TBE 1X soliisyonu ile jelin istiinii kapatacak
sekilde dolduruldu. RNA iiriinlerinden 2 pl alinarak, 2 pl Brom-Fenol Mavisi (BBF,
Amresco, USA) ile karstirilip jele yiiklendi. 70 V akimda 20 dk kadar yiiritiildi.
Ultraviyole 1sikta incelendi. Quantum-ST4 100/26MX, Vilber/Courmat jel goriintiiliime
cithazinda fotograflandi (Sekil 3.4).

3.6 Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real Time
PCR)

Bu ¢alismada qRT-PCR yontemi kullanilarak B- katenin ifadesi kantitatif olarak analiz
edilmistir.  Ilk olarak CD34+ HKH’den izole edilen RNA &rneklerinden 500 ng
kullanilarak "Transcriptor High Fidelity c-DNA synthesis kit" (Roche, Almanya) ile c-
DNA sentezlendi (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1 c-DNA sentez protokolii

Kahip-Primer Mix Hazirlanisi:

Komponentler Hacim Final Konsantrasyon

Total RNA Degisken 500 ng

Random Hexamer Primer 2ul 60uM

H,O, PCR-grade Degisken Son hacim H,O ile 11.4 ul’ ye
tamamlanir.

Toplam Hacim 11.4 pl

65 °C’ de 10 dk = inkiibasyon

Master Mix Hazirlamsi:

Komponentler Hacim Final Konsantrasyon

Transcriptor High Fidelity
Revers Transkriptaz Reaksiyon 4 ul 1X
Buffer (5X)

Protector RNaz Inhibitor

0.5l 20 U
(40 U/ pl)
Deoksiniikleotid Karisimi )
(10 mM her bir dNTP) 2ul 1 mM her bir dNTP
DTT 1pl 5mM
Transcriptor High Fidelity
Revers Transkriptaz L.1ul 10U
Toplam Hacim 20 ul

29°C’ de 10 dk == inkiibasyon
48 °C’ de 60 dk == inkiibasyon
85°C’de5dk === revers transkriptaz inaktivasyon
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gRT-PCR uygulamalarinda kullanilacak olan PB-katenin ve hprt (hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase) (Housekeeping/referans gen: Her dokuda hiicre hayatiyetini
temin i¢in mutlak suretle ifadelenen genlerdir.) genlerine 6zgii primerler(Alpha
DNA,USA) . "Perl Primer" programi kullanilarak tasarlandi.

Beta Katenin: 5’F: ATTACAACTCTCCACAACCT

Beta Katenin: 5’R: CAGACAGATAGCACCTTCAG

Hprt: 5°F: TGACACTGGCAAAACAATGCA

Hprt: 5’R: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

"SYBR Green" (Roche, Almanya) floresans boyasi kullanilarak primerlerin optimize
edildigi sicaklik olan 60°C’de kantitasyon (QRT-PCR) yapildi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2 gRT-PCR protokolii

Komponentler Hacim
H,0, PCR-grade 2ul
Primer (10xconc) (Forward) 0.5ul
Primer (10xconc) (Reverse) 0.5ul
Sybr Green (2xconc) Sul
c-DNA 2ul
Toplam Hacim 10 pl
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3.7 Kromatin iImmiin Presipitasyonu (ChIP)

B- katenin gen ifadesi yiiksek bulunan 10 hasta ve 5 saglikli bireyde CD34+ hematopoetik

kok hiicrelerinin izolasyonu ve bu hiicrelerin kiiltiiri, RNA izolasyonlari, cDNA sentezleri,

es zamanli PCRlar1 ve ardindan ChIP denemeleri tamamlanmistir.

Kromatin immiinopresipitasyonu (ChIP) asagidaki protokole uygun olarak yapilmistir.

Yontemin ana hatlar1 kisaca 6zetlenmistir.

Hiicreler ilk olarak, herhangi bir sekilde iliskide bulundugu proteinle ¢apraz bag
yapan DNA’ya formaldehid ile fikse edilerek capraz baglanmstir.

Hiicreler daha sonra lizis edilmistir.
DNA, sonikasyon ile kii¢iik fragmanlara parcalanmstir.

Protein-DNA kompleksleri, p- katenin proteinine/pozitif kontrole/negatif kontrole

kars1 olan antikorlarla immiinopresipitatlanmistir.

Immiinopresipitasyonu takiben, capraz baglanma tersine dondiiriilmiis ve drnekler,

proteaz ile muamele edilmistir.
Bu islemi takiben DNA’lar piirifiye edilmistir

Piirifiye edilen DNA’lar pozitif kontrol(Ig) ve negatif kontrole 6zgii primerlerle
cogaltilmistir.

Piirifiye edilen DNA’lar miktarlarm1 mikroarray ¢aligmalart icin uygun

konsantrasyonlara getirmek i¢in genom boyu amplifikasyon yapilmstir.

3.8 Biitiin Genomun Cogaltilmasi

B- Katenin proteini ile ¢oktiiriilen drneklerden elde edilen DNA miktarlarin1 mikroarray

caligmalar1 i¢in uygun konsantrasyonlara getirmek i¢cin genom boyu amplifikasyon

yapilmustir.
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10ng DNA Ornegimizin yaklasik 10pg’a c¢ikarabildigimiz yOntem fragmantasyon,
Omniplex kiitiiphane olusturulmast ve PCR amplifikasyonu olmak iizere 3 basamaktan

olusmaktadir.

Fragmentasyon asamasi:

- Oncelikle ornekler spektrofotometre cihazinda 6lgiildii, DNA konsantrasyonu

Ing/ul olacak sekilde sulandirildi.
- 10pl 6rnegin lizerine 1pul 10x fragmentasyon buffer eklendi.
- Dabha sonra bu 6rnekler 95 derecede 4 dakika PCR cihazinda inkiibe edildi.
- 4 dakika sonunda 6rnekler hemen buza alinip kisa bir spin edildi.

Kiitiiphane hazirlama:

- Orneklerin iizerine 2pl 1x library preparation buffer eklendi.
- Uzerine 1pl library stabilization solusyonu eklendi.

- Kisa bir vortex ve ardindan spin yapildi daha sonra 95 derecede 2 dakika PCR
cthazinda inkiibe edildi.

- 2 dakikanin ardindan hemen buza alip, kisa bir spin yapildiktan sonra tekrar buza

alindi.

- Uzerine 1ul library preperation enzyme eklendikten sonra kisa bir vortex ve spin

edildi.
- Bu ornekler PCR cihazinda asagidaki kosullarda inkiibe edildi.
16 derecede 20 dakika
24 derecede 20 dakika
37 derecede 20 dakika

75 derecede 5 dakika
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4 derecede bekleme

- PCR cihazindan alinan 6rnekler kisa bir spin yapildi ve amplifikasyon agamasina

gecildi.

Amplifikasyon asamasi:

- Her 15 pl 6rnegin tizerine asagidaki karisim hazirlanip eklendi.
7.5 ul 10x Amplification master mix
47.5 ul dH20
5 ul WGA DNA polimeraz
Kisa bir vortex ve spin edilen 6rnekler asagidaki sartlarda PCR cihazina koyuldu.
95 derecede 3 dakika
94 derecede 15 saniye
65 derecede 5 dakika } 14 siklus
4 derecede bekeleme
Inkiibasyon sonrasinda ornekler %1.5°lik agaroz jele yiiklenerek goriintiilendi (Sekil 3.10)

3.9 Kromatin immiin Presipitasyonu (ChIP) Yapilan Orneklerin Promotor Arrayleri

ile Hibridizasyonu

Nimble Gene Human ChIP-chip 2.1M Deluxe Promoter Array platformu kullanilmistir. B-
katenin proteini ile ¢Oktiirilen 6rnekler genom boyu amplifikasyon yapildiktan sonra

arraye verilmistir.

53



Deluxe promoter array:

HG18 (Build 36) - Mart 2007

30,893 transkripsiyon baslama bdlgesi RefSeq (UCSC, 7 May 2009),
28.266 CpG adas1 promotor bolgesi.

7.250kb yukaribolge - 3.250kb asagibolge

475 miRNA promotor

100bp prob boslugu 50-75mer problar (~25-50bg¢ bosluk problar arast)

3.10. Biyoinformatik Degerlendirme

Mikroarray verisinin analizinde, istatistiksel analize yonelik gelistirilmis bir acik yazilim

platformu olan “R” kullanilarak gerceklestirilmistir.

DAVID programi kullanilarak yolak analizleri yapilmistir (DAVID Functional Annotation

Bioinformatics Microarray Analysis david.abcc.ncifcrf.gov).
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4. BULGULAR

4.1 iZOLE EDILEN CD34+ HUCRELERIN MiKROSKOBIK GORUNTULERI

Ficolle mononiikleer hiicre ayrimindan sonra izole edilen CD34+ hematopoetik kok
hiicreler, bu hiicreler i¢in 6zel bir besiyeri olan Stemspan H3000 ve Stemspan CC100
sitokin karigimi kullanilarak 37°C de ve % 5 CO2 igeren ortamda 1-2 giin boyunca inkiibe
edilmistir.  Izole edilen ve inkiibe edilen hiicrelerin morfolojik goriintiileri inverted

mikroskopta goriintiilenmistir.

- Ry 2 63 2

~— = C NI g . |
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3 V- - G ) ) CETND /im0,

Sekil 4.1 izole edilen CD34+ hiicrelerin mikroskobik gériintiileri (10X 40 biiyiitme)

42 FLOW SITOMETRI ANALiZIi ILE HUCRE FARKLILASMASININ
KONTROLU

CD34+ hiicrelerinin izolasyonunun dogrulugunu ve hiicrelerin farklilagmadigini tespit
etmek icin flow sitometri analizi gerceklestirilmistir. Bu CD34+ hiicrelerin kiiltiire
edildikten sonra da ilk tanidaki fenotipini koruyup korumadigini yani hala 16semik hiicreler
mi yoksa farklilagmis hiicreler mi olduklarini anlamak i¢in farklilasma yiizey belirtecleri
olan CD33, CD34, CD45 antikorlar1 kullanilarak Flow Sitometri analizi ile
degerlendirilmistir (sekil 3.2) Analiz sonuglarma gore 1-2 giinliik kiltiirii yapilan
hiicrelerin %98 oraninda blastik hiicreler oldugu yani CD34+ fenotipini korudugu ve
farklilagmaya gitmedigi gosterilmis olmustur. Bundan sonraki kiiltlir siireleri hiicre

yogunluna bagli olarak 1 veya 2 giin olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.2 Flow sitometri analiz sonuglari

4.3 RNA BUTUNLUK, KALITE VE MiKTAR TAYINi

Izole edilen drnekler spektrofotometrik olarak dlgiildii (Cizelge 4.1), ardindan %1°lik jele

yiiklenerek goriintiilendi (sekil 4.3).
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Cizelge 4.1 izole edilen RNA 6rneklerinin spektrofotometrik okumalari

Ornek ismi ng/ul OD 260/280
AML 1 72,27 1,73
AML 2 112,32 1,75
AML 3 96,26 1,88
AML4

15,47 1,88
AML5

11,99 1,92
AMLG6

23,24 1,83
AML7

6,26 1,82
AMLS

6,8 1,83
AML9

25,76 1,81
AML10

26,18 1,76
Saglikli 1

10,33 1,85
Saglikli 2

e 11,45 18

Saglikli 3

12,33 1,68
Saghkli 4

12,76 1,78
Saglikli 5

6,76 1,79

Sekil 4.3 CD34+ Hiicrelerden izole edilen RNA’larin %1’lik Agaroz Jel goriintiisii
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4.4 ES ZAMANLI PCR (Real Time PCR, gRT-PCR) BULGULARI

Es Zamanli PCR sonuglarina gore, 19 hasta ile 5 saglikli 6rnek karsilastirildiginda bu
hastalardan 10 tanesinde B- katenin gen ekspresyon seviyesi yiiksek bulunmustur (Sekil
4.4).

Beta katenin gen ekspresyonu yuksek 10 hastanin gen
ekspresyonlan

120

100 ]
@ 80
f‘é 60 ] ]
£ 40

20 i_i

0 T —— T — T T T

HA1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10
Hastalar

Sekil 4.4 B- katenin gen ekspresyonu yiiksek olan 10 hasta

Birbirinden farkli RNA konsantrasyonuna sahip her bir 6rnegin, baslangic RNA miktar1

500 ng olacak bi¢cimde ayarlanmistir ve cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir.

B-katenin (hedef gen) ve hprt (housekeeping gen) genleri i¢in tasarlanmis primerlerin

optimizasyonu amaciyla yapilan PCR’larin ardindan, elde edilen cDNA’lar ile qRT-PCR

analizi gergeklestirilmistir.

gRT-PCR sonucu olusan iirlin miktarinin artmasiyla beraber SYBR Green I daha cok
baglanmakta ve boylelikle floresan 1s1ma artmaktadir. Esik degerinin {izerinde anlamli
floresan artis1 gozlenen ilk dongli sayisna sayisina Ct (Cycle Threshold) veya Cp
(Crossing point) denilmektedir. Sekil 4.5’de B-katenin’e ve sekil 4.6’da hprt’ye ait

amplifikasyon egrisi grafikleri gosterilmektedir.

58



2089 . L
i Amplifikasyon Edrisi
= 1619
= 1.419]
Ll
g 1.219
S 1m9
ﬁumg
g 0619
& 0419
0219
0018 - ———

2 4 6 & 10 12 14 16 15 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 48 50
Ddngl Sayis
Sekil 4.5 B-katenin amplifikasyon egrisi grafigi

1 895 Amplifikasyon Egrisi

2 4 B B 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 35 38 40 42 44 48 48 50
Déngl Sayisi
Sekil 4.6 Hprt amplifikasyon egrisi grafigi

gRT-PCR analizi sonucunda her bir 6rnek i¢cin ii¢ adet Cp degeri olusmustur ve bu

degerlerin ortalamasi kullanilmistir.

Her gRT-PCR analizinin ardindan, cogaltilan bdlgenin istenilen hedef bolge olup
olmadigini anlayabilmek i¢in erime egrisi analizleri yapilmistir. Sekil 4.7°de pB-katenin’e ve

sekil 4.8”de hprt’ye ait erime egrisi grafikleri goriilmektedir.
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SicaklikpPC)  ?

Sekil 4.7 B-katenin erime egrisi

66 68 70 e 74 7% 78 8% 88 a0 a2 94

&0 a2
Sicaklik C)

s e omma s

Sekil 4.8 hprt erime egrisi

Gen ifade oranlarinin hesaplanmasinda;

ACP Heder (Kontrol- Bmek )

(E

Hedef ,

ACPRef( Kontrol- Ornek )

(E.)

formiilii kullanilmigtir. Bu formiil genlerin amplikasyon veriminin hesaplanip, sonuca dahil
edilmesini Ongoriir. Bu formiil ile hesaplanan gen ifadesi oranlari, log2 tabanmna

cevrilmistir.
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4.5 KROMATIN iMMUN PRESIPITASYONU (ChIP) BULGULARI

B- katenin proteinin kromatin immiin presipitasyonu sonucu elde edilen DNA’larm pozitif
kontrol ve negatif kontrol primeri ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen bantlar asagidaki

sekilde (Sekil 4.9) gosterilmistir.

Sekil 4.9. ChIP yapilan 6rnegin jel goriintiisti; Sirasiyla:pozitif kontrol (161bp), negatif kontrol (159bp),
%2input, no dna, 100bp marker

4.6 BUTUN GENOMUN COGALTILMASI

Reaksiyona giren {iriin/DNA konsantrasyonunun ve kalitesinin daha da artirilmasi i¢in
yapilan biitiin genomu ¢ogaltma islemi 10 hasta ve 5 saglikli bireyin ChIP sonucu elde

edilen DNA 6rnekleri ile yapilmistir.

Ing/ul kontrol DNA s1 ile baslanan denemede {iriin miktarimiz yaklasik 1000 kata kadar
arttiritlmis bulunmaktadir (¢izelge4.2).

61



Cizelge 4.2 Orneklerin Ozellikleri

Kalite Kontrol Yontemi

Nl?;‘;?;ﬂ Ornek ismi Ornek Hacmi L(go/n;?ntrasyon
A260/A280 | A260/A230
1 KU-2 B-CAT 30ul 275,6 1,88 1,9
2 KU-2 %2 30ul 273,6 1,87 1,9
3 SU-2 B-CAT 30ul 193,7 1,89 2
4 SU-2 %2 30ul 202,2 1,84 2
5 BB-2 B-CAT 30ul 192,1 1,89 1,9
6 BB-2 %2 30ul 182,9 1,9 2
7 ST-2 B-CAT 30ul 261,3 1,87 2
8 ST-2 %2 30ul 311,4 1,87 2,1
9 HB-2 B-CAT 30ul 222,8 1,88 2
10 HB-2 %2 3oul 255,9 1,87 2,1
11 AO-2 B-CAT 30ul 170,2 1,88 1,9
12 AO-2 %2 30ul 213,5 1,88 2,1
13 MS-2 B-CAT 30ul 165,9 1,86 1,9
14 MS-2 %2 30ul 214,9 1,86 2,1
15 DY-2 B-CAT 30ul 159,2 1,87 2
16 DY-2 %2 30ul 132,9 1,87 2
17 Al-2 B-CAT 30ul 2241 1,87 2
18 Al-2 %2 30ul 210,6 1,88 2
19 CT-2 B-CAT 30ul 291,3 1,84 2
20 CT-2 %2 30ul 224,9 1,88 1,9
21 FE-2 B-CAT 30ul 2134 1,88 2
22 FE-2 %2 30ul 184,1 1,88 2
23 OT-2 B-CAT 30ul 238,34 1,88 2
24 OT-2 %2 30ul 201,2 1,88 2
25 NU-2 B-CAT 30ul 250,8 1,84 1,2
26 NU-2 %2 30ul 175,9 1,87 1
27 ZK-2 B-CAT 30ul 262,5 1,85 2,1
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Kalite Kontrol Yontemi

N?I;:?;SI Ornek Ismi Ornek Hacmi llfgo/nriallntrasyon
A260/A280 | A260/A230
28 ZK-2 %2 30ul 167,663 1,88 2,1
29 ND-2 B-CAT 30ul 251,5 1,85 2
30 ND-2 %2 30ul 176,7 1,87 2

Sekil 4.10. DNA miktarinin ¢ogaltilmasi. Sirasiyla:100bp marker ve DNA’lar
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4.7 ChIP-chip SONUCLARI

Calismamizda, AML hastaliginin patogenezinde kritik rol oynayan Wnt sinyal yolaginin
ana bileseni olan B-katenin proteininin hedef genlerinin profili ilk kez belirlenmistir.
Yaklasik 30.000 promotor bolge taranmis ve elde edilen sonuglar, -katenin proteininin
saglikli ve hasta gruplarinin her ikisinde ayni anda 6.604 gene baglandigini, sadece saglikl
bireylerde 2.184 gene baglandigini, sadece hasta grubunda ise bu saymm 10.230° e
yiikseldigini ortaya koymustur (Sekil 4.11). Bulunan biitiin genler ontolojilerine gore

siniflandirildiginda ¢ok farkl yolaklarda gorev aldiklari tespit edilmistir.

Sekil 4.11. Saglikli ve hasta bireylerdeki p-katenin proteininin hedef genleri

Bu sonuglarin eldesinin ardindan, yalnizca hastada ve yalnizca saglikli grupta -kateninin
baglandig1 belirlenen genlerin arasindan validasyon amaciyla rastgele 3 gen secilerek bu 3
genin saglikli grupta ve hasta grubundaki ekspresyonu saptanmistir. Bu {i¢ gen arasinda yer
alan ve [-kateninin hasta grubunda baglandigi, ancak saglikli grupta baglanmadigi
belirlenen Akirin-2 geninin, hasta grubunda saglikli gruba gore anlamli olarak yiiksek
ekspresyon sergiledigi (Sekil 4.12), her iki grupta da B-kateninin hedef geni olarak
belirlenen ABCB1 ve GNL3 genlerinin ekspresyonunun ise saglikli ve hasta grubu

arasinda anlamli farklilik géstermedigi belirlenmistir.
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AKirin geni ekspresyonu

|=seri 1]

Kat artigi
O =~ N W Hd» 00 O N

HA1 H2 H3 H4
Hastalar

Sekil 4.12. Akirin-2 geninin validasyonu

4.8 BIYOINFORMATIK ANALiZ SONUCLARI

ChIP-chip mikrodizin data analizi:

4.8.1 GORUNTU iISLEME

Islak laboratuvar ¢alismasinin ardindan elde edilen ChIP-Chip verisi iizerinde goriintii
isleme analizi gergeklestirilerek mikrodizin hibridizasyonundan elde edilen 1s1ma verisi
transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinden elde edilen hibridizasyonu nicemleyen
sinyal verisine doniistiirilmistiir. Bu islem her durumda Nimblegen’in ChIP-Chip
mikrodizin teknolojisine eslik eden NimbleScan yazilimi kullanilarak standart goriintii
isleme protokolii ile gerceklestirilmektedir, proje kapsaminda da goriintii isleme sathasinda

bu yol izlenmistir.

4.8.2 CHER (CHIP ENRICHED REGION)’ LERIN BULUNMASINA YONELIK
ANALIZLER

ChIP-Chip mikrodizininden elde edilen veri, istatistiksel analiz platformu “R” iizerinde
ChIP-Chip verisi ve ChIP-Chip sonug¢ ¢ikarimina yonelik olarak gelistirilmis “Ringo”
paketi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Analiz sonucunda, laboratuvarda B- katenin ile muamele edilmis 6rnekler tizerinde, her bir
birey i¢in, genom boyunca Chip Enriched Region’lar tespit edilmistir. Bu bolgeler
belirlendikten sonra, deney gruplar1 arasinda ortak ve farkli olan CHER bdlgeleri elde

edilmistir.

Bolgelerin belirlenmesinin ardindan, bu bolgeleri biyolojik ag¢idan anlamlandirmak
amaciyla gerceklestirilecek diger analizlere 6n hazirlik niteliginde, 6n yolak analizleri

gergeklestirilmistir.

Chip Enriched Region’lar i¢in raporun devaminda CHER kisaltmasi kullanilacaktir.
Ozetle;

- On Isleme

- CHER’lerin Elde Edilmesi

- CHER’lerin Deney Gruplar1 Arasinda Kiyaslanmasi deneyleri gergeklestirilmistir.

4.8.3 YOLAK ANALIZLERI

B- katenin hedef genleri hasta gruplar1 ve saglikli kontrol grubunda KEGG yolak analizleri

yapilarak genlerin iliskili oldugu yolaklar bulunmustur.

4.8.4 BULUNAN GENLER VE iLiSKIiLi OLDUGU YOLAKLAR

Saptanan biitiin B-katenin hedef genleri i¢in DAVID programu kullanilarak yolak analizleri
yapilmistr (DAVID Functional Annotation Bioinformatics Microarray Analysis

david.abcc.ncifcrf.gov).
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Calismamizda 6ncelikle;

- AML tanis1 almig, 10 hasta ve daha dnceden her hangi bir malign hastalik tanis1 almamig
5 saglikli bireyin kemik iligi (K.I)/kan 6rneklerinden CD34+ hematopoetik kok hiicre
izolasyonu yapilmistir (Sekil 4.1)

- CD34+ hiicre izolasyonu ve Kkiiltiiriinii takiben hiicrelerin hematopoetik kok hiicre
karakterlerini kaybetmedigi ve CD34+ olduklar1 flow sitometri ile teyit edilmistir (Sekil
4.2).

- Daha sonra bu hiicrelerden B-katenin gen ekspresyonu yiiksek hastalar1 tespit etmek ve
ChIP-chip analizlerinden elde ettigimiz sonuglar1 valide etmek amaciyla RNA izolasyonu

yapilmistir (Sekil 4.3, Cizelge 4.1).

- CD34+ hematopoetik kok hiicrelerinin izolasyonu ve bu hiicrelerin kiiltiirii, RNA
izolasyonlari, cDNA sentezleri ve es zamanli PCR’larmin ardindan B-katenin gen ifadesi
yiikksek bulunan hasta(Sekil 4.4) ve normal olan saglikli bireylerden kromatin

immiinopresipitasyon (ChIP) deneyleri tamamlanmustir.

- Kromatin immiinopresipitasyon deneylerini takiben yani B-katenin proteini ile ¢oktiiriilen
orneklerden, elde edilen DNA miktarlarin1 mikroarray ¢aligmalar1 ig¢in  uygun

konsantrasyonlara getirmek i¢in genom boyu amplifikasyon yapilmistir (Cizelge 4.2, Sekil

4.10).

- Daha sonra bu Orneklerin Promotor Arrayleri ile Hibridizasyonu i¢in Nimble Gene

Human ChIP-chip 2.1M Deluxe Promoter Array platformu kullanilmistir.

- Elde edilen mikroarray verisinin analizi sonrasinda AML hastaliginin patogenezinde
kritik rol oynayan Wnt sinyal yolaginin ana bileseni olan B-katenin proteininin hedef
genlerinin profili ilk kez belirlenmistir. Yaklasik 30.000 promotor bdlge taranmis ve elde
edilen sonuclar, B-katenin proteininin saglikli ve hasta gruplarmimn her ikisinde ayn1 anda
6.604 gene baglandigini, sadece saglikli bireylerde 2.184 gene baglandigini, sadece hasta
grubunda ise bu sayinin 10.230’¢ yiikseldigini ortaya koymustur(Sekil 4.11).

- Bu sonuglarin eldesinin ardindan, yalnizca hastada ve yalnizca saglikli grupta 3-kateninin

baglandig1 belirlenen genlerin arasindan validasyon igin 3 gen secilerek bu 3 genin saglikli
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grupta ve hasta grubundaki ekspresyonu saptanmistir ChIP-chip deneyleri valide edilmistir
(Sekil 4.12).

- Daha sonra saptanan biitiin f-kateninin hedef genleri icin DAVID programi kullanilarak

hangi kromozomlar tizerinde olduklar1 tespit edilmistir (Sekil 4.13).

- Tespit edilen biitiin genler i¢in yine DAVID programi kullanilarak yolak analizleri
yapilmistir ve bu genlerin ¢ok farkli yolaklarda gorev aldiklar1 tespit edilmistir(Sekil 4.14-
15).

- Bu farkli yolaklardan, genlerin en ¢ok yigilma gosterdikleri yolaklar (40-110gen igeren)
segilerek ekibimizin daha 6nceden bu hastalar ile yapmis oldugu transkriptom analizleriyle

kiyaslanmistir (Cizelge 4.3, 4.4).

- Kiyaslanan 1135 probun hepsinin ekspresyonlarinda artig saptanmustir (Sekil 4.16). Bu da
B-katenin proteininin bir transkripsiyon faktorii gibi hareket etmesinden yola c¢ikarak,

baglandig1 genlerin ekspresyonunu artirmasiyla uygun bir sonug olarak degerlendirilmistir.

- Daha sonra bu 1135 probun DAVID programinda tekrar Fonksiyonel Anotasyon
Kiimeleri (Clusterlar1) bulunmus ve aralarinda bir ¢ok kanser grubunun da bulundugu ¢ok

farkli Anotasyon Kiimeleri elde edilmistir (Cizelge 4.5).

- Bulunan bu kiimeler i¢inden, kanserle iligkili olan 26 yolak tespit edilmis ve yapilan
analizler sonrasi bu yolaklarda yer alan genlerin tamami belirlenmistir (Cizelge 4.6, Sekil
4.17).

- Bu genler bir ¢cok kanser yolaginda ayni anda bulunanlara gore siralanmis ve sonug olarak

B-katenin proteininin hedefleri olarak 15 adet olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.7).
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Gen Sayisi
- 8 8B 8 3 8 8 8 8

Y kromozomu
X kromozomu

1. kromozom

10. kromozom
11. kromozom
12. kromozom
13. kromozom
14. kromozom
15. kromozom
16. kromozom
17. kromozom
18. kromozom
19. kromozom

2. kromozom

20. kromozom

21. kromozom

22. kromozom
3. kromozom

4. kromozom

5. kromozom

6. kromozom

7. kromozom

8. kromozom

9. kromozom

2]

i

Sekil 4.13. B-katenin proteininin baglandig1 hedef genlerin kromozomal dagilimi



(0] 10 20 30 40
gen sayisi

]

Polimeraz Il transkripsiyon
Hiicre yapisi

Protein se!'ltezi

Protein degredasyonu

RNA islenmesi/
Modifikasyonu

Enerji dretimi
DNA tamiri
Hiicre stresi
DNA sentezi

Diger metabolizmalar

Amino asit metabolizmasi

Farklilasma

RNA kesimlemesi

Niikleer- stoplazmik
transport

Kromatin-kromozom
yapisi
Protein translokasyonu

Diger

RNA cevrilmesi

B Hiicre biiyimesi

Pol | transkripsiyon

Sekil 4.14. Saglikl bireylerdeki hedef genlerin hiicresel rolleri
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Sekil 4.15. Hasta bireylerdeki hedef genlerin hiicresel rolleri
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Cizelge 4.3. Yalnizca hasta bireylerde hedef olarak tespit edilen genlerin Fonksiyonel Anotasyon Kiimeleri

0-10 Gen 10-20 Gen 20-40 Gen 40-60 Gen 60-80 Gen 80-110 Gen
Hastadaki Bulunan Igeren Igeren Igeren Igeren Igeren Igeren
Genler Anotasyon Anotasyon Anotasyon Anotasyon Anotasyon A:notasyon A:notasyon
Kiime sayist Kiime Sayisi Kiime Kiime Kiime Sayisi Kiime Sayisi Kiime Sayis1
Sayisi Sayisi
Bulunan
Anotasyon 136 66 35 20 4 7 2
Kiime sayis1
Toplam Gen 2231 268 483 591 203 481 205
Sayisi

Cizelge 4.4. Yalnizca saglikli bireylerde hedef olarak tespit edilen genlerin Fonksiyonel Anotasyon Kiimeleri

0-10 Gen 10-20 Gen | 20-40 Gen 40-60 Gen 60-80 Gen 80-110 Gen
Saglikhdaki I learer Ar:gf;:non Ar:ggsenon Ar:gf;:non g g
a%;:enllera ! Anotasyon Anotasyon Kﬁm)e, Kijm)e, Kiime SZ st Anotasyon Anotasyon
Kiime say1s1 Kiime Say1si y Kiime Sayis1 Kiime Sayisi
Sayisi Sayist
Bulunan
Anotasyon 122 89 13 16 2 1 0
Kiime say1s1
U L 1150 376 182 442 88 62 0
Sayisi
KatArtislanna Gére Genlerin Dagihmi
4007
300 I
Gen savist 200 |3 Gen Sayisi
100
1]
=13 =12 =11 =10 =8 =8 =F =6 =5 =4 =3 =2
Kat aris

Sekil 4.16. Anotasyon kiimelerine gore yigilma gosteren genlerin transkriptom verileriyle karsilastirilmasi
sonucu bulunan genlerin ifadelerindeki degisiklikler.
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Cizelge 4.5. ifade Profilleri Karsilastirilan Genlerin DAVID Programi ile Anotasyon Kiimelerine
(Clusterlarina) Ayrilmasi (devarm Ek-4’te)

Clusters

Gen ID

1553047 AT
1553048 A AT
1553387_AT
1554499 S AT
1554534_AT
1554536 AT
1554631_AT
1554719 AT
1554847_AT
1554855 AT
1555057_AT
1555114_AT
1555353 AT
1555504 AT
1555505 A_AT
1555548 AT

1555612_S_AT
1555668 A AT
1555834 AT
1556284 AT
1556285 S _AT
1558346 AT
1559203 S_AT
1559204 X_AT
1559206_AT
1559496 AT
1560317_S_AT
1560974 _S AT
1561009_AT
1561010 A AT
1562028 AT
1562031 AT
1565731 AT
1567440 AT
1567443 X_AT
1568629_S_AT
1568943 AT
1569042_AT
1569748 AT
1569891 AT
1570352 AT
1861 AT
200081_S_AT
200086_S_AT
200096_S_AT
200622 X_AT
200623_S_AT
200635 S _AT
200636_S_AT
200637_S_AT
200653_S_AT
200655 S _AT
200744_S_AT
200745 S _AT
200746_S_AT
200770_S_AT
200771 AT
200784 S AT
200785 _S_AT
200925 AT
200954 AT
201030_X_AT
201080 AT
201081 _S_AT
201089 AT
201134 X_AT

Annotation
Cluster 1
Enrichment
Score:10.79

Annotation
Cluster 2
Enrichment
Score: 3.16

Annotation
Cluster 3|
Enrichment
Score: 2.96

Annotation
Cluster 4
Enrichment
Score: 0.97

Annotation
Cluster 5
Enrichment
Score: 0.95
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Annotation
Cluster 6
Enrichment
Score: 0.55

Annotation
Cluster
Enrichment
Score: 0.37

7|

Annotation
Cluster 8
Enrichment
Score: 0.05

Genel
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Cizelge 4.6. DAVID Programi ile Anotasyon Kiimelerine Ayrilan Genlerden, Kanserle iliskili Cikan
Kiimelerin Yolak Analizleri(biiyiitiilmiis hali Ek-5’te)
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Cizelge 4.7. DAVID Programi Ile Anotasyon Kiimelerine Ayrilan Genlerden, Kanserle Iliskili Cikan

Kiimelerin Yolak Analizlerinden elde edilen 15 genin detaylandirilmisg hali.
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Sekil 4.17. DAVID Programi {le Anotasyon Kiimelerine Ayrilan Genlerden, Kanserle iliskili Cikan

Kiimelerin Yolak Analizleri ve Igerdikleri Gen Sayilari.
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Kanserle iligkili Yolaklar

O Kanser Yolaklar

B Glioma

O insulin Sinyal Yolagi

O Nétrofin Sinyal Yolagi

B Kemokin sinyal yolagi

O Kiglk hiicreli Akciger Kanseri

W Kronik Miyeloid Losemi

O Fokal Adezyon

B Prostat Kanseri

B Melanoma

O Kiguk Olmayan Hucreli Akciger
Kanseri

O Endometrial kanser

B B hiicre reseptor sinyal yolagi

B ErbB Sinyal Yolagi

B Fc epsilon RI Sinyal Yolagi

B VEGF Sinyal Yolagi

BT cell reseptdr Sinyal Yolagi

O Apoptoz

O Dogal Oldiiriicii hiicre aracili
sitotoksisite

O PankreaKanser

O Aktin Hiicre Iskeletinin
regllasyonu

O Kolorektal Kanser

O Akut Miyeloid Losemi

O Renal Hiicre Karsinomasi

H Aldosteron ile reglle edilen

sodyum reabsorbsiyonu
O Jak-STAT Sinyal Yolagi

Sekil 4.18. Kanserle iliskili Bulunan Yolaklar
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Sekil 4.19. DAVID Programi ile Yapilan Yolak Analizleri Sonucunda Kanserle iliskili Cikan Yolaklar ve Bu

Yolaklarda Tespit Edilen Genler (hedef genler yildizla isaretlenmistir).
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5. TARTISMA

Akut miyeloid 16semi (AML), kemik iliginde ve periferal kanda olgunlagsmamis
miyeloblastlarin birikimi ile tanimlanan heterojen bir hastaliktir. Bu hastalik, diger
kanserlere benzer sekilde, hiicre proliferasyonu ve miyeloid farklilasmasini etkileyen farkli
yolaklarin degisikligi ile karakterize olan ¢ok basamakli bir siirectir (Gilliland 2004).
Gegtigimiz birka¢ yil boyunca, AML’ nin, 16semik biliylimeyi baslatma ve siirdiirme
yetenegine sahip 16semik kok hiicreler tarafindan gergeklestigi fikri benimsenmistir
(Lapidot 1994, Bonnet 1997, Ailles 1999, Feuring-Buske 2003). Bu l6semik kok hiicreler,
seri transplantasyon deneyleri ile gosterildigi iizere kendini yenileme kapasitesi
sergilemektedirler. Losemik kok hiicrelerin kendini yenilemesinde farkli yolaklarin kritik
olduklar1 belirlenmistir. Bu yolaklar arasinda Bmil, Hox genleri, Hedgehog, Notch ve
Wnt/B-katenin bulunmaktadir (R1zo 2008, Sengupta 2007, Dash 2002, Bansal 2006).

Primer akut miyeloid 16semi hiicrelerinin, normal hematopoetik projenitorlere kiyasla
anlaml olarak yiiksek B-katenin mRNA diizeyleri sergiledikleri bildirilmistir (Serinsoz
2004). Primer AML 6rneklerinin niikleer fraksiyonlarinda B-kateninin varligi ve bununla
iliskili “TCF/LEF1 reporter aktivitesi” aktif Wnt sinyaline isaret etmektedir (Simon 2005).
AML vakalarinin biiyiik ¢cogunlugunun, gerek baslangic gerek ilerleme asamalarinda
yiiksek diizeyde Wnt yolagina bagimli olduklar1 izlenimi uyandiriyor olmalari, bu yolagi

AML tedavisi i¢in 6nemli bir hedef haline getirmektedir.

Gegtigimiz 10 yil i¢inde, ‘high-throughput’ teknolojilerin gelistirilmesi, protein-DNA
interaksiyonlarinin karakterizasyonunda devrim yaratmis ve pekcok DNA’ ya baglanan
protein igin DNA sekans tercihleri ile essiz veri setleri olusturmustur. ChIP-chip olarak da
bilinen, ‘mikrodizinler iizerinde kromatin immiinpresipitasyonu’, DNA’ ya baglanan
proteinlerin genom ebadindaki lokalizasyonunun aydinlatilmasi i¢in popiiler bir tekniktir
ve bu tez ¢alismasinda bu teknoloji kullanilarak AML hastalarinda p-katenin

transkripsiyon faktoriiniin DNA {izerinde baglandig1 genler belirlenmistir.

Calismamizda, AML tanis1 almig, 10 hasta ve daha dnceden herhangi bir malign hastalik
tamis1 almamis 5 saglikh bireyin kemik iligi (K.I)/kan &rneklerinden CD34+ hematopoetik

kok hiicre izolasyonu yapilmistir. CD34+ hiicre izolasyonu ve kiiltiiriinii takiben [-katenin

83



gen ekspresyonu yiiksek hastalar se¢ilmistir. B-katenin gen ifadesi yiiksek bulunan hasta ve
normal olan saglikli bireylerden kromatin immiinopresipitasyon (ChIP)  deneyleri
yapilmistir. “Promotor Arrayler” kullanilarak B-katenin’in AML’de genom ebadinda
baglandigr genler arastirilmigtir. Bu arastirma sonucunda hasta ve saglikli grupta

B-katenin’in baglandig biitiin kromozom bolgeleri tespit edilmistir (Sekil 4.13).

Elde edilen mikrodizin verisinin analizi sonrasinda AML hastaliginin patogenezinde kritik
rol oynayan Wnt sinyal yolaginin ana bileseni olan -katenin proteininin hedef gen profili
ilk kez belirlenmistir. Yaklasik 30.000 promotor bolge taranmis ve elde edilen sonuglar, 3-
katenin proteininin saglikli ve hasta gruplarinin her ikisinde ayni anda 6.604 gene
baglandigini, sadece saglikli bireylerde 2.184 gene baglandigini, sadece hasta grubunda ise

bu saymnin 10.230’ e yiikseldigini ortaya koymustur (Sekil 4.11).

Yapilan bir sonraki analiz de saptanan biitiin B-kateninin hedef genleri icin DAVID
programi kullanilarak yolak analizleri yapilmistir ve bu genlerin ¢ok farkli yolaklarda
gorev aldiklar1 tespit edilmistir. Bu farkli yolaklardan, genlerin en ¢ok yigilma
gosterdikleri yolaklar (Cizelge 4.3, 4.4) secilerek daha once yapilan arastirmamizda elde
ettigimiz ekspresyon array sonuglariyla kiyaslanmistir. Kiyaslanan 1135 probun hepsinin
ckspresyonlarinda artis saptanmustir (Sekil 4.16). Bu da p-katenin proteininin bir
transkripsiyon faktorii gibi hareket etmesinden yola ¢ikarak, baglandigi genlerin
ekspresyonunu artirmasiyla uygun bir sonug olarak degerlendirilmistir. Se¢ilen 1135 prob
DAVID programinda “Fonksiyonel Anotasyon Cluster” analizine tabi tutulmus ve
aralarinda bir ¢ok kanser grubunun da bulundugu 8 farkli Cluster (Kiime) elde edilmistir

(Cizelge 4.5). Bu tez ¢aligmasinda gergeklestirilmis is yiikii Sekil 5.1°de 6zetlenmistir.

Bulunan farkl kiimeler arasindan kanserle iliskili olan 5. kiime analiz edilerek bu kiimenin
icinde yer alan ve kanserle iligkili olan 26 yolak tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Daha sonra
bu yolaklarda yer alan biitiin genler analiz edilerek, bu 26 farkli kanser yolaginda en sik
gortilen 15 adet gen, B-katenin proteininin hedefi olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.7, Sekil
5.2).

Bu 15 adet genin fonksiyonlar1 ve bulunduklar1 yolaklar asagida tartigilmistir. Ve bu

yolaklar1 6zetleyen sema Sekil 5.4’°te verilmistir.
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Kemik iligikandan CD34+ hematopoetik
kik hiicrelerin izolasyonu ve kiiltiri

1

Kiiltiirii yapilan CD34+ hematopoetik kik hilicrelerden
B-katenin gen ekspresyon profillerinin belirlenmesi

!

Kiiltirii yapilan CD34+ hematopoetik kok hiicrelerden B-katenin
gen ekspresyon profillerinin yiilksek glkanlarm ChiP yapiimasi
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AML hastalar ve sadglkh grupta ChiP-chip yontemi ile Beta-Katenin proteininin
baglandji kromozomlarn ve genlerin saptanmast

|

hartaler

]

Bulunan biktin genlerin DAVID programi ile yolak analizlermin yapiimasi

|

DAviD programi ike yolak analizleri yapilan genlerin ydildid clusterlann secimi ve
bu genlerin daha dnceki galigmalarmeda tespit ettigimiz fade profillerinin belirlenmesi

!

. ifadesinde artiz olan genlerin
DAVID programi ile KEGG yolak analizlerinin yapilimasi

Sekil 5.1.Tez Calismasi Akis Semast
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@ B-kateni @

@

Sekil 5.2. B-katenin proteininin hedefi olarak tespit edilen 15 gen

Tespit Edilen Hedef Genlerin Ekspresyonlanndaki Kat Artii

3,28

¥

B GRB2
mE2F3
379 ONFKB1
8.68 ONRAS
uGSK3B
@BAD

8 PIK3R5
aPIK3R2
| PTENP1
mKRAS
OPRKCB
aNFKBIA
mTP53
mSHC1

B CDKB

380
3,81
8,85

382

4,02

3

Sekil 5.3. B-Katenin Proteininin Hedefi Olarak Tespit Edilen Genlerin Ekspresyonlarinindaki Kat Artigi.
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Sekil 5.4. B-Katenin Proteininin Hedefleri Arasinda Yer Alan Genlerin Cesitli Kanser Yolaklarindaki

Gosterimi. * “ ile isaretlenmis genler B-katenin proteininin hedefi olarak tespit edilmistir.



PI3K-Akt Sinyal Yolag ile iliskili Bulunan Genler (PIK3R5, PIK3R2, GRB2,NFKB1,
SHC1,GSK3B):

PIK3R5 ve PIK3R2 Genleri:

AML’de hiicrenin hayatta kalmasi yoniinde ¢alisan sinyal yolaklarindan “PI3K-Akt sinyal
yvolagindaki” basrol oyuncusu fosfotidilinositol 3-kinazin (PI3K) diizenleyici alt
tinitelerinden olan PIK3R5 ve PIK3R2 (phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 5 ve
2) genleri hedeflerimiz arasinda tespit edilmistir. PI3K’lar, 3. pozisyonda
fosfotidilinositoliin inositol halkasin1 fosforile etmekte ve hiicre biiylimesi, proliferasyon,
farklilagsma, motilite, hayatta kalma ve hiicre i¢i trafiginde 6nemli roller iistlenmektedirler.
PI3K’lar i¢ sinifa ayrilmaktadirlar. 1, 2 ve 3 ve sadece smif 1 PI3K’lar onkogenezle
iliskilidirler. Kromozomun 17p13.1 ve 19q13.2-q13.4 kromozom bélgesinde yer alan bu
genler PI3K’nin diizenleyici bilesenleridir. Ekibimizin daha 6nce bu AML hastalarinin
kemik iligi 6rnekleri tizerinde yliriittiigli transkriptom analizlerinde, ifadelerinde yaklagik 4
kat artis tespit ettigimiz PIK3RS5 ve PIK3R2 genleri bir transkripsiyon faktorii gibi
davranan B-katenin proteininin hedefi olarak tespit edilmistir (Sekil 5.5). Bu genlerin
AML’de ifade artisi ve P-katenin ile iligkisi konusunda herhangi bir c¢alisma

bulunamadigindan literatiire kazandirilan 6nemli bir bulgudur.

Hayatta

[ Belxl |——p laima

Hiicre Apoptoz

PLK-Akt
Sinyal yolagi

PIP:
O

>0 ——-» Hayatta kalma, Proliferasyon
- DNA
Ly | ————= » Hayatta lalma

____________________ —*  proliferasyon

__________ 0O ———P politerasyon

MAPK
Sinvyal Yolagi

Sekil 5.5. PI3K-Akt ve MAPK Sinyal Yolaklar
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GRB2 Geni:

Calismamizda B-katenin proteininin hedefi olarak tespit edilen bir diger gen GRB2’dir
(growth factor receptor-bound protein 2). Bu gen tarafindan kodlanan protein epidermal
biiyiime faktorii reseptdriine baglanir ve bir SH2 domaini ve iki SH3 domaini igerir. Iki
SH3 domaini diger proteinlerin prolince zengin bolgeleriyle kompleks olusumuna yon
verir ve SH2 domaini tirozin fosforillenmis sekanslara baglanir. 17q24-025 kromozom
bolgesinden kodlanan bu gen, MAPK sinyal iletim yolaginda rol alarak proliferasyondan
sorumlu bir ¢ok genin aktivasyonunda gorev almaktadir [RefSeq, Jul 2008]. Yriittiiglimiiz
transkriptom analiz ¢alismasinda ifadesinde 9 kat artis buldugumuz bu genin B-katenin
proteininin hedefi olarak tespit edilmesi (Sekil 5.7) iki ¢alismanin birbirini desteklediginin
ve P-katenin proteininin transkripsiyon faktorii olarak bu gene baglanip ifadesini

artirdigmin bir kanitidir.

Crampton ve ark., tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada; Grb2 proteini Wnt3A ile
sinerjistik etki gosterdigi saptanmustir. GRB2’nin Wnt3A ile uyarilan B-katenin sinyal
yolagindaki TCF/LEF hedef genlerinin aktivasyonu i¢in adaptér ve mutlak gerekli bir
protein oldugu belirlenmistir. AML’de B-katenin ve GRB2 ile iliskili herhangi bir yayin
bulunamamaistir. Calismamizda ChIP-chip analizi ile B-katenin’nin GRB2’nin promotoruna

baglanarak ifadesini 9 kat artirdig1 ilk kez saptanmuistir.

NFKB1 Geni:

PI3K-Akt sinyal yolaginda aktive edilen ve apoptozdan kagis yollarindan biri olan NFKB
sinyal yolagi da hedeflerimiz arasinda tespit edilmistir (Sekil 5.5, 5.7). Bu yolaktaki
kromozomun 4q24’iinde yer alan NFKB1 (nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells 1) geni, 50 kD protein iiretmek i¢in, 26S proteozom tarafindan
kotranslasyonel islenmeye ugrayan 105 kDA’luk bir protein kodlar. 105 kD protein Rel
protein spesifik transkripsiyon inhibitdriidiir ve 50 kDA protein, NFkB protein
kompleksinin DNA baglanma alt tinitesidir. NFkB, sitokinler, oksidan serbest radikaller,
ultraviyole 1smlar1 ve bakteriyal ya da viral tiriinler gibi ¢esitli hiicre i¢i ya da dis1 uyarilar
tarafindan aktive olan transkripsiyonel bir regiilatordiir. Aktive olan NFkB niikleusa

transloke olur ve cok cesitli biyolojik fonksiyonlarda yer alan genlerin ekspresyonunu

89



stimule eder. NFkB’nin kalic1 inhibisyonu, uygun olmayan immun hiicre gelisimine ya da
geciken hiicre biiylimesine neden olurken, anormal NFkB aktivasyonu pek ¢ok inflamatuar
hastaliklarla ve kanserle iliskilidir [RefSeq, Sep 2009]. Calismamizda [3-katenin proteininin
hedefleri arasinda yer almasi (Sekil 5.5) ve daha Onceki transkriptom c¢alismamizda
ifadesinde 8,9 kat artis ¢cikmasi bu genin de AML’de B-katenin ile diizenlendiginin ve

AML patogenezinde ne kadar 6nemli bir hedef oldugunun gostergesidir.

Gilinitimiize kadar yapilmis olan cesitli calismalar, B-katenin ve NFkB proteinleri arasindaki
yakin iligkiyi ortaya koymaktadir (Hwang vd 2010). B-katenin/Tcf ve NFkB yolaklarinin
cesitli insan kanser hiicre serilerindeki farkli etkilesimlerinin altinda yatan
mekanizmalarmim arastirildigi  bir calismada, NFkB’nin insan glioblastomada, J-
katenin/Tcf yolaklarmi pozitif olarak diizenlerken, kolon, karaciger ve meme kanser
hiicrelerinde ise zit bir etki yarattig1 bildirilmistir (Cho vd 2008). Calismamizda B-katenin
hedef genleri olarak NFkB ve NFKBIA(IkBa) nin belirlenmesi literatiirle uyumluluk
gostermektedir. Bu tez calismast AML’de B-katenin’nin NFkB’nin promotoruna

baglandigini gosteren ilk ChlIP-chip ¢alismasidir.
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GSK3p Geni:

B-katenin proteninin ve Wnt sinyal yolagindaki anormalliklerin siklikla eslik ettigi bilinen
kolorektal kanserlerde tespit edilen hedef genler arasinda f-katenin yikim kompleksinin
ana bilesenlerinden biri olan GSK3p da (glycogen synthase kinase 3 beta) bulunmustur.
Bu gen tarafindan kodlanan protein, glikojen sentaz kinaz alt ailesine ait olan bir serin-
treonin kinazdir. Enerji metabolizmasi, noronal hiicre gelisimi ve viicut patterninin
olusumunda rol alir. 3q13.3 kromozom bdlgesinden kodlanan bu gendeki polimorfizmler,
Parkinson hastalig1 riski ile iligkilidir ve farelerde yapilan c¢alismalari, bu genin asiri
ifadelenmesinin Alzheimer hastaliginin patogeneziyle iliskili oldugunu gdstermektedir.
Cesitli kanserlerde artmig ifade profili belirlenmis ve GSK3p’nin inhibisyonun hiicreleri
apoptoza indiikledigi gosterilmistirfRefSeq, Sep 2009]. Daha 6nceden yapmis oldugumuz
transkriptom ¢alismasinda ifadesini 6 kat artmis olarak buldugumuz GSK3p’nin, 3-katenin
proteininin hedefleri arasinda yer aliyor olmasi GSK3p’nin B-katenin yikim kompleksinde
olmasindan dolay1 beklenmedik bir sonu¢ olarak géziikse de aslinda [-katenin, Ras ve
PI3K-Akt aracili GSK3p’nin fosforillenmesini uyararak (Sekil 5.6) yikim kompleksinin

bozulmasina neden oldugu diistiniilebilir.
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Sekil 5.6. PI3K-Akt Yolagi ve GSK3B
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MAPK Sinyal Yolag ile liskili Bulunan Genler (NRAS, KRAS, SHC1, GRB2):

NRAS Geni:

NRAS (neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog) geni c¢alismamizda
saptadigimiz bir diger B-katenin hedef genidir. 1p13.2 kromozom bélgesinden kodlanan bu
gen, golgi aparati ve plazma membrani arasinda mekik yapan bir membran proteinini
kodlayan N-ras onkogenidir. Bu mekik gérevi ZDHHC9-GOLGA7 kompleksi tarafindan
palmitilasyon ve depalmitilasyon araciligiyla diizenlenmektedir. Intrinsik GTPaz
aktivitesine sahip olan NRAS, guanin niikleotid degisim faktorii (GEF) tarafindan aktive
edilirken ve GTPaz aktive edici bir protein tarafindan inaktive edilir. Bu gendeki
mutasyonlar somatik rektal kanser, follikiiler tiroid kanseri, otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom, Noonan sendromu ve geng¢lik miyelomonosidik 16semisi ile iliskilendirilmistir
[RefSeq, Jun 2011]. NRAS geni, B-katenin proteininin hedefi olarak tespit edilmis olup bu
sonug yiriittiglimiiz transkriptom analiz ¢alismasinda NRAS ifadesindesinin 6,5 kat artisi
ile desteklenmistir. Ras yolaginda yer alan ve B-katenin ile iligkili oldugunu saptadigimiz
diger bir gen olan GRB2’nin de hedefler arasinda yer almasiyla ayrica dikkat cekicidir.
GRB?2 ile indiiklenen MAPK sinyal yolaginda goérev alan RAS onkogenlerinden NRAS’1n
hedefler icinde yer almasmin da 6tesinde KRAS’m da B-katenin hedef genleri arasinda
ctkmast (Sekil 5.7), B-kateninin AML’deki hiicre proliferasyonundaki artisi saglayan

yolaklarla ne kadar sik1 bir iliskide oldugunun géstergesidir.
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Sekil 5.7. MAPK Sinyal Yolaklag:
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KRAS Geni:

12p12.1 kromozom bolgesinden kodlanan KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog) geni, memeli ras gen ailesinden bir Kristen ras onkogen homologudur
ve kiiciik GTPaz siiperailesinin bir {iyesi olan bir proteini kodlamaktadir. Aktive edici bir
mutasyon i¢in, tek bir aminoasit yer degistirmesi yeterlidir. Sonugta formu degisen protein,
akciger adenokarsinoma, pankreasmn duktal karsinomasi ve kolorektal karsinoma gibi
cesitli malignansilerde rol almaktadir [RefSeq, Jul 2008]. AML’de siklikla aktive olan Ras
yolaginin B-katenin proteini i¢in hedefler arasinda bulunmasi ve mutasyonlar haricindeki
aktivasyonlarin bu interaksiyondan kaynaklaniyor olabilme ihtimali ilk kez tespit edilmis
olup daha ileri calismalarin 6niinli agmaktadir. Nitekim yiriittiigiimiiz transkriptom analiz
calismasinda 3,8 kat ifade artisinin bulunmus olmasi da B-katenin proteini icin KRAS’1n
bir hedef oldugunun (Sekil 5.7) ve ifadesindeki artigin bir transkripsiyon faktorii gibi

davranan B-katenin proteini ile saglandiginin bir kanitidir.

Pacheco-Pinedo ve ark., 2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada KRAS ve Wnt/B-katenin
sinyal yolaklarmnin beraber aktive olmalarinin tiimoriin goriilme sikligmni ve biiytkligiini
dramatik bir sekilde artirdigini bulmuslardir. Dahas1 bu iki yolagin beraber aktivasyonu
sonucu olusan akciger tiimorlerinin gelisen akcigerde bulunan embriyonik progenitorlere
benzer sekilde farkli bir fenotip sergiledigi bildirilmistir. Boylece KRAS ve Wnt/B-katenin
sinyal yolaklarmin beraber aktivasyonu daha projenitér olan fenotiple karakterize olan
akciger kanseri ile sonuglandig1 bildirilmistir. Calismamizda da B-katenin sinyal yolaginin
hedefi olarak buldugumuz KRAS geni, AML’de Wnt/B-katenin sinyal yolag: ile KRAS in
beraber aktive oldugunu ve ayrica B-katenin araciligi ile Ras yolaginda yer alan genlerin

ekspresyonlarini direkt artirarak gergeklestirdigini gosteren 6nemli bir bulgudur.

SHC1 Geni:

SHC1 geni (SHC (Src homology 2 domain containing) transforming protein 1), hiicrenin
olimden kagmasi ve hayatta kalmasi yoniinde g¢aligan sinyal yolaklarindan “PI3K-Akt
sinyal yolagi ve MAPK sinyal yolaklarimin” bir arada uyarilmasini saglayabilen ve -
katenin proteinin hedefi olarak tespit ettigimiz bir gendir. 1q21 kromozom bdlgesinden

kodlanmaktadir. Bu gen aktivitede ve subseliiler lokalizasyonda farklilik gdsteren ii¢ ana

93



izoform kodlar. Bu izoformlarin iicii de sinyal transdiiksiyon yolaklarinda adaptor
proteinler oldugu halde, en uzunu (p66Shc), Omiir uzunlugunun ve reaktif oksijen
tiirlerinin etkilerinin regiilasyonunda yer alir. Diger iki izoform, p52Shc ve p46Shc,
GRB2/SOS kompleksinin dahil olmasini saglayarak, aktive reseptor tirozin kinazlari, Ras
yolagina baglar[RefSeq, Feb 2011]. p66Shc Ras aktivasyonuna katilmaz. Calismamizda [3-
katenin proteininin  hedefi olarak tespit edilen SHC1 geninin (Sekil 5.5) alt
basamaklarindaki GRB2, NRAS ve KRAS ve PIK3 genlerinin de [-katenin proteininin
hedefleri oldugu ve bu genlerin PI3K-Akt ve MAPK sinyal yolaklarinda goérev aldigi
diistiniilecek olursa, bu sinyal yolaklarmin B-katenin’i yliksek AML hastalarinda 6zellikle
uyarildigmi vurgulamaktadir. Yine daha Onceki transkriptom calismamizdaki SHCI1

geninin yaklasik 3 katlik ifade artig1 bu bulgumuzu destekler niteliktedir.
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Apoptotik Yolak ile Iliskili Bulunan Genler (BAD,P53,NFKBI):

BAD Geni:

Calismamizda AML’ de apoptotik yolakta yer alan -katenin hedefi olanbir diger gen BAD
(BCL2-associated agonist of cell death) olarak tespit edilmistir (Sekil 5.5, 5.7).

Raf, ERK, p90Rsk (S112)
Akt, p70S6K (S136)

PKA (S112, $155) Clind
=
Bax Bcl-2
CBaxD

Apoptoz Apoptoz

Sekil 5.8. Apoptoz ve BAD geni

Bu gen tarafindan kodlanan protein BCL-2 ailesinin bir {iyesidir. BCL-2 aile tiyelerinin
programli hiicre O6liimiiniin diizenleyicileri olduklar1 bilinmektedir. 11q13.1 kromozom
bolgesinden kodlanan bu protein, BCL-xI ve BCL-2 ile heterodimerler olusturarak ve
onlarin 6liim baskilayic1 etkilerini tersine cevirerek hiicre apoptozunu pozitif olarak
diizenlemektedir. Bu proteinin  proapoptotik akivitesi fosforilasyon araciligiyla
diizenlenmektedir. Defosforile BAD, BCL-2 ve BCL-XL ile heterodimer olusturup onlar1
inaktive ederek apoptozu indiiklerken, fosforlanmis BAD BCL-2’nin serbest kalmasini ve
antiapoptotik olarak ¢alismasini saglamaktadir (Sekil 5.6). Protein kinazlar, AKT ve MAP
kinazlar ve bunlarin yanisira protein fosfataz kalsineurinin BAD’in diizenlenmesi
(fosforillenmesi) ile iligkili oldugu bulunmustur [RefSeq, Jul 2008]. BAD’in B-katenin
proteininin hedefleri arasinda belirlenmesi (Sekil 5.7) ve ekspresyonundaki 5 katlik arts,
B-katenin’nin hem BAD hem de PI3K-AKT yolagindaki PIK3RS ve PIK3R2’nin
promotoruna baglanarak ifadesini artirmasina ragmen, pro-apoptotik olan BAD m PI3K
ile fosforillenerek inaktif formda tutulmasmi sagliyor ve hiicre sagkalimmi uyartyor
seklinde yorumlanmigtir. Bu bulgular AML’de BAD ekspresyonunun arttigr ve f3-

katenin’nin direkt hedefi oldugunu bildiren ilk veriler olmasi nedeniyle dnemlidir.
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NFKBIA Geni:

Tespit edilen hedef genlerden NFKBIA (nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, alpha), ¢oklu ankrin tekrar domainleri igeren NF-kappa B
inhibitor ailesinin bir {iyesini kodlamaktadir (Sekil 5.5). Kodlanan protein, inflammatuvar
yanitlarda gorev yapan NF-kappa-B komplekslerini inhibe etmek iizere NF-kappa B ile
etkilesime girer ve NF-kappa B’nin sitoplazmada inaktif halde tutulmasini saglarlar. 14q13
kromozom bdlgesinden kodlanan protein, bir niikleer lokalizasyon sinyali ve CRM1 -aracili
niikleer transport aracilifiyla sitoplazma ve niikleus arasinda hareket eder [RefSeq, Aug

2011].

NtkB’nin aktivasyonu ve niikleusa tagmnabilmesi i¢in birlikte bulundugu inhibitoriin Akt
tarafindan fosforillenerek ayrilmasi ve yikilmasi gereklidir. Bu siirecte NFkB ve NFKBI
arasindaki miktarin goreceli farklilig1 hiicrenin yasamini uyaracak yonde gelismektedir. 3-
katenin aracili NFkB’nin 8,9 katlik artisi, inhibitoriin 3,8 katlik artisindan ¢ok daha fazla
olmasina ilaveten B-katenin PI3K-Akt yolagidaki PIK3R5 ve PIK3R2 ifadelerini artirarak
Akt aktivasyonuna neden olmakta ve Akt aracili inhibitoriin fosforilasyonu sonunda
inhibitériin nonfonksiyonel hale gelmesi ile de NFkB’nin hiicrenin yasamasi yoniinde

sinyal iletimini sagladig1 seklinde yorumlanmastir.

TP53 Geni:

B-katenin proteininin hedefleri arasinda tespit edilen bir diger hedef gen, hiicre

dongiistindeki genlerden TP53’tiir (Tumor protein p53) (Sekil 5.9).

Bu gen, hiicre dongiisiinde tutulma, apoptoz, senesens, DNA tamiri veya metabolizmadaki
degisiklikleri indiikleyen hedef genleri diizenlemek {iizere farkli hiicresel streslere yanit
veren timor protein p53°i kodlamaktadir. 17p13.1 kromozom bolgesinden kodlanan P53
proteini, normal hiicrelerde diislik diizeyde ifadelenir ve transformasyon ve malignansiye
eslik ettigi distliniilen c¢esitli transforme hiicre serilerinde ise yiiksek diizeyde
ifadelenmektedir. P53, transkripsiyon aktivasyonu, DNA baglanma ve oligomerizasyon
domainleri iceren DNA’ya baglanan bir proteindir. Bir p53 baglanma bolgesine baglandigi

ve hiicre biiylimesi ve/veya invazyonu inhibe eden genlerin ekspresyonunu aktive ettigi ve
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boylece bir tiimor baskilayict gibi davrandigi bildirilmistir. Cesitli farkli insan
kanserlerinde siklikla ortaya c¢ikan p53 mutantlari konsensus DNA baglanma bdlgesine
baglanamamakta ve boylece tiimdr baskilayici aktivitenin kaybma neden olmaktadir. Bu
gendeki degisiklikler, sadece insan malignansilerindeki somatik mutasyonlar olarak degil,
ayni zamanda bazi Li-Fraumeni sendromlu kansere yatkin ailelerde germline mutasyonlar
olarak da ortaya ¢ikmaktadir. [RefSeq, Jul 2008]. Cesitli onkogenlerin anormal
aktivasyonuyla ve hiicredeki stres ya da hasarla arttigi bildirilen P53 proteininin daha
onceki transkriptom c¢alismamizda buldugumuz 3,6 katlik artis gosteren bir ifade profili
sergilemesi literatiirle uyumluluk arz etmektedir. Ik kez B-katenin proteininin hedef
genleri arasinda bulunmus olmasi da ifadesindeki bu artigin B-katenin proteini araciligiyla

olabilecegine dair 6nemli bir bulgu olusturmaktadir.

Calismamizda, B-kateninin baglandigi genlerin iliskide oldugu yolaklar arasinda apoptoz
yolagi da bulunmustur. f-katenin proteininin apoptoz yolagindaki hedef genlerine bakacak
olursak, bunlarin hem proapoptotik hem de anti apoptotik olarak goérev yaptiklarini
gormekteyiz. B-katenin proapoptotik genler olarak P53, BAD ve NFKBIA(IkBa)’ya
baglandigini tespit etmis olmakla beraber bunlarin alt ve iist basamaklarindaki diizenleyici
genlerin de hedefler arasinda yer almasi hiicrenin, apoptoza gitmek i¢in caligiyor olsa da
antiapoptotik genlerindeki daha yiiksek ekspresyon seviyeleriyle apoptozdan kagtiginin bir
gostergesidir. Ornegin B-kateninin BAD genine baglanip ekspresyonunu arttiriyor
olmasimin yan sira BAD’1 fosforilleyerek inhibe edecek olan PI3K genine de bagli olarak
bulunmasi hiicrenin proapoptototik/antiapoptotik gen ifade oranlarmi1 paydadaki

antiapoptotikler yoniinde arttiracak ve hiicrenin apoptozdan kagmasina neden olacaktir.

Hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde yapilmis olan bir ¢alismada [-kateninin siRNA ile
inhibisyonu sonucunda apoptotik genlerde degisiklikler ve tiimor hiicre proliferasyonunun
anlamli olarak baskilandigi belirlenmistir (Wang vd 2011). Bu ¢alisma da bizim
bulgularimizda oldugu gibi B-katenin proteinin apoptoz yolaginda énemli genleri hedef

olarak sectigi anlagilmaktadir.
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Hiicre Dongiisii Yolagu ile Iliskili Bulunan Genler (CDK6, E2F3,PKCB,GSK3B):

CDKG6 ve E2F3 Genleri:

Calismamizda ayrica CDK6 (cyclin-dependent kinase 6) ve E2F3 (E2F transcription factor
3) genleri de B-katenin proteininin hedef genleri arasinda tespit edilmistir (Sekil 5.9).

7021-q22 kromozom bdlgesinde bulunan CDK6 tarafindan kodlanan protein, CDK
ailesinin bir tiyesidir. CDK ailesi tiyeleri hiicre siklusu ilerlemesinin 6nemli regiilatorleri
olarak bilinirler. Bu kinaz, hiicre siklusu G1 faz progresyonu ve G1/S gegisi i¢in 6nemli
olan protein kinaz kompleksinin katalitik subunitesidir. Bu kinazin aktivitesi ilk olarak, D
tip siklinler ve CDK inhibitorlerinin INK4 ailesinin iiyelerini igceren regiilator subuniteler
tarafindan kontrol edilen orta G1 fazinda goriiliir. Bu kinazin, CDK4 gibi, tiimdr supresor
protein Rb’yi fosforile ettigi ve boylece aktivitesini regiile ettigi bildirilmistir. Bu genin
ekspresyonu bazi tip kanserlerde yliksek seviyelerdedir [RefSeq, Nov 2009]. E2F3
tarafindan kodlanan protein ise E2F ailesinden transkripsiyon faktorlerinin bir liyesidir.
E2F ailesi, hiicre dongiisliniin kontrolii ve tiimor baskilayici proteinlerin aktivitesi i¢in
onemli rol oynamaktadirlar. E2F proteinleri ailenin pek ¢ok iiyesinde bulunan evrimsel
olarak korunmus ¢esitli domainler icermektedir. Bu domainler arasinda bir DNA baglanma
domaini, farklilasma ile diizenlenen transkripsiyon faktor proteinleri ile etkilesimi
belirleyen bir dimerizasyon domaini, asidik aminoasitlerce zenginlestirilmis bir
transaktivasyon domaini ve transaktivasyon domaininin igine yerlesmis bir timor
baskilayic1 protein birlesme domaini bulunmaktadir. Kromozomun 6p22 bdlgesinden
kodlanan bu protein, hiicre dongiisii bagimli olarak ve spesifik bir sekilde retinoblastoma
proteinine baglanmaktadir [RefSeq, Jul 2011]. Retinoblastoma proteinini fosforilleyerek
E2F’den ayrilmasini ve hiicre dongiisiine ilermesi yoniinde sinyal verilmesini saglayan
CDK6’nin ve E2F3’iin her ikisinin de B-katenin’in hedef genleri olmasi -katenin’in hiicre
dongiistindeki roliiniin altin1 ¢izmektedir. Ayrica 3-kateninin her ne kadar p53°ii arttirsa da
onun inhibe etmesi gereken genlerden bu ikisine baglanarak ekspresyonlarini artirmasi
P53’ilin yetersiz kalmasma da neden oldugunun gostergesidir. Bu bulgu transkriptom

calismalarimizdaki E2F3’iin 8,8 kat, CDK6’nin 3,2 kat artmasiyla da koreledir.
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Hiicre dongiisiinde G0’da tiimdr siipresor olarak rol oynayan Rb, E2F ile kompleks halinde
bulunur. Hiicreye boliinme sinyali geldiginde aktiflesen CDK6 Rb’yi fosforilleyerek
E2F’nin inhibitériinden (Rb) ayrilarak niikleusa go¢ etmesini ve S faz1i gen
ekspresyonlarint baslatmasini saglar. B-katenin’in her iki genin ekspresyonunu birlikte
artirmasi, hem E2F’nin inhibitorii olan Rb’nin basklanmasint hem de E2F miktarinm 8,8
kat artmasi ile hiicrenin G1-S gecisini ve boylece proliferasyonunu siirekli uyaracagini

disiindiirmektedir.
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PRKCB Geni:

Bu ¢alismada kanserlerdeki bir ¢ok yolakta gorev alan ve [-katenin proteininin hedefleri
olarak belirlenen genlerin icinde PRKCB de (protein kinase C, beta) tespit edilmis
bulunmaktadir. 16p11.2 kromozom bdlgesinden kodlanan Protein kinaz C (PKC),
kalsiyum ve ikincil ulak(mesenger) diagilgliserol tarafindan aktive edilen serin ve treonin
spesifik protein kinazlarin bir ailesidir. PKC ailesinin iiyeleri ¢ok genis cesitlilikteki
protein hedefleri fosforile ederler ve bu aile iiyelerinin farkli hiicresel sinyal yolaklarinda
gorev yaptiklar1 bilinmektedir. PKC ailesinin {iyeleri ayn1 zamanda, tiimor tesvik edicilerin
bir sinifi olan forbol esterleri i¢in baglica reseptdrler olarak da goérev yapmaktadirlar. PKC
ailesinin her iiyesinin spesifik bir ekspresyon profili vardir ve hiicrelerde farkli roller
iistlendikleri bilinmektedir. Bu gen tarafindan kodlanan protein PKC aile tiyelerinden bir
tanesidir. Bu protein kinazin, B hiicre aktivasyonu, apoptoz indiiksiyonu, endoteliyal hiicre
proliferasyonu ve intestinal seker absorbsiyonu gibi pek ¢ok farkli hiicresel fonksiyon ile
iliskili oldugu belirlenmistir. Bu proteinin retinoblastoma proteinini fosforilleyerek
E2F’den ayrilmasimi sagladigi, ayrica bu proteinin aktivasyonunun Ras ve MAPK
yolaklarini aktive ettigi ve boylelikle hiicreye boliinme sinyalleri verdigi de bilinmektedir
[RefSeq, Jul 2008]. PRKCB’nin B-katenin proteininin hedefi olarak tespit edilmesi (Sekil
5.4) ve daha Onceki transkriptom c¢alismamizda ifadesinde yaklasik 4 katlik bir artis
belirlenmesi, B-katenin proteininin hiicrenin proliferasyonu yoniindeki sinyal yolaklariyla

yakin iligkisinin ve bu yolaklar1 siki1 bir sekilde diizenlediginin kanitidir.

Protein kinaz C’nin, rodentlerde ve insanlarda intestinal epiteliyal hiicre proliferasyonu ve
kolon karsinogenezinde rol oynadigmna iliskin calismalarin sayist hizla artmaktadir
(Weinstein 1990; Chapkin vd 1993). PKC aktivitesi, aktif olarak prolifere olan kolonik
epiteliyal hiicrelerde, sessiz hiicrelere gore daha yiiksek olarak bulunmustur (Craven ve
DeRubertis., 1987), bu da epiteliyal hiicre proliferasyonunda PKC aktivasyonunun roliinii
ortaya koymaktadir. Wnt/APC/B-katenin sinyal yolaginin kolon karsinogenezindeki baslica
onemi bilinmektedir. PKC’nin, Wnt/APC/B-katenin proliferatif sinyal yolaginda ¢ok
onemli bir rol oynadig1 ve bu rolde de PKC’nin kolonik epiteliyal hiicre proliferasyonu ve
kolon Kkarsinogenezini uyardigi bir molekiiler mekanizmanmn gorev yaptigi ortaya
konulmaktadir (Cook vd 1996).
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Ozetle, PKC: 1) Rb’yi fosforilleyerek hiicre dongiisiinde pozitif regiilatdr olarak rol
oynamaktadir. 2) Ras aracili PI3K-Akt aktivasyonu ile B-katenin yikimini1 saglayan
GSK3p’nin fosforillenerek uzaklastirilmasmi saglamaktadir. 3) Ras aracili MAP kinaz
yolag1 ile hiicrede boliinme sinyallerini aktive etmektedir. 4) Hiicre dongiisiinde G1-S
gecisinde 6nemli olan Siklin D’nin ifadesini arttirmasi konusunda yayinlar bulunmaktadir.
Boylece hiicreye proliferasyon sinyali verilecektir. Calismamizda elde ettigimiz B-katenin-

PKC interaksiyonuna iligkin veriler, bu yayinlarla paralellik gdstermektedir.

nikleus

SHCA,GRB2,KRAS, HRAS,
1K3R5, PIK3|

HFKBA, TP53, BAD

. NFKBIA,PTEN.

2. Apoptozun bozulmasi

CDK6, E2F3
GSK3B, PRKCB

cre dongisiiniin uyanlmasi

Artmis p4atenin

Sekil 5.10. f-katenin Proteinin Hedef Genleri ve Aktive Ettigi Yolaklarin Gosterimi

Bu calismada, AML hastalarinda yiiksek ekspresyon sergileyen ve AML patogenezinde
onemli rol oynadigi bilinen [-katenin transkripsiyon faktoriiniin genom ebadindaki
baglanma bolgeleri, spesifik regiilator proteinlere bagli olan DNA dizilerinin ve epigenetik
modifikasyonlarin analiz edilmesi i¢in kullanilan oldukga gii¢lii bir teknik olan ChIP-on-
chip kullanilarak ortaya ¢ikarilmistir. Calismamiz, AML’li hastalarda -katenin proteininin
baglandig1 hedef genlerin belirlendigi ilk calismadir. Bu ¢alismada elde edilen veriler,
AML hastaliginin teshis ve tedavisinde yeni hedef genleri ve bu genlerin iliskide oldugu

yeni sinyal yolaklarmin belirlenmesini saglamigtir.
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Calismamizda, AML hastalarinda saglikli gruptan farkli olarak B-kateninin baglandig:
10.230 gen belirlenmistir. B-katenin proteininin hasta grubunda bu kadar fazla sayida gene
baglanma gostermesi, AML’ nin patogenezinde [-katenin proteininin Snemini
vurgulamaktadir.

B-katenini yliksek yiiksek AML’li hastalarda, 6zellikle:

1) Hiicre dongiisiiniin uyarilmast,

2) Apoptozun baskilanmasi ve

3) Hiicre yasamsal sinyallerinin aktivasyonu asamalarindaki genlerin $-kateninin hedefinde

yer aldig1 belirlenmistir (Sekil 5.10).

Bu tez calismasi, AML’de B-kateninin hedef genlerini genom ebadinda ChIP-Chip
yontemiyle belirleyen ilk ¢alisma olmasi nedeniyle literatiire katkida bulunacak onemli

veriler elde edilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

AML’de B-katenin gen ifadesinin artmasi1 sonucunda veya yikim bozukluguna bagli olarak
B-katenin miktarinin artarak P-kateninin nukleusa taginmasi sonucunda B-kateninin bir
transkripsiyon faktorii olarak is gordiigi bilinmektedir. -katenin gen ekspresyonu sonucu
sitoplazmada biriken -katenin proteini ¢ekirdege gecgerek c¢esitli genleri aktive etmektedir.
Ancak, simdiye kadar P-kateninin hedef genlerini saptamak {izere genom ebadinda

herhangi bir caligma yapilmamastir.

Bu tez ¢alismasinda B-katenin proteininin hangi genleri aktive ettigi ChIP-chip yontemi ile
arastirilmis ve kanser gelisiminde rol oynayan en temel yolaklardan biri olan Wnt/ -

katenin sinyal yolaginin hedef aldig1 genler genom ebadinda ilk kez ortaya ¢ikarilmistir.

- Bu calismada, yaklasik 30.000 promotor bolge taranmistir.

- Elde edilen sonuglar, B-katenin proteininin saglikli ve B-katenini yiiksek AML hasta

gruplarinin her ikisinde ayni anda 6.604 gene baglandigini,

- Sadece saglikl bireylerde 2.184 gene baglandigini,

- Sadece hasta grubunda ise 10.230 genin promotoruna baglandigini ortaya koymustur.

- B-katenin proteininin hedef aldig1 biitiin genler fonksiyonel anotasyonlarina gore
gruplandirildiklarinda, B-katenin proteininin, sadece hasta grubunda baglandigi genler
toplam 136 farkli anotasyon kiimelerine ayrilirken, yalnizca saglikli bireylerde bulunan

genler 122 anotasyon kiimesi olusturmustur.

- Bu anotasyon kiimelerinden, i¢lerinde en ¢ok gen barindwranlar DAVID analizi ile

secildiginde, hasta grubunda toplamda 1135 gen tespit edilmistir.

- Bu 1135 gen daha 6nceki transkriptom ¢alismamizla kiyaslandiginda hepsinin ekspresyon

profilinde artis saptanmaigtir.
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- Ifadelerinde artis olan bu genler KEGG yolak analizine tabi tutuldugunda B-katenin
proteininin gorev aldigi, i¢lerinde bir ¢ok kanserin de yer aldigi 26 farkli yolak ortaya
cikmustir.

- Yapilan analizler sonrasinda bu 26 yolakta siklikla gorev alan 15 gen tespit edilmistir.

- B-katenin proteininin genelde hiicrenin hayatta kalmasi, hiicre dongiisiiniin uyarilmasi,
apoptozun baskilanmasi ve hiicre yasamsal sinyallerinin aktivasyonu yoniindeki sinyal

yolaklarini indiikledigi ve bu yolaklarla sik1 bir iliski icinde oldugu tespit edilmistir.

- Yalnizca hasta grubunda saglikli gruptan farkli olarak 10.230 genin hedef olmas1 B-
katenin proteininin AML patogenezinde ne kadar 6nemli bir belirte¢/etken oldugunu ispat

etmistir.

- B-kateninin diizenledigi olas1 biitiin genlerin ortaya ¢ikarilmasi ile AML tedavisinde
hedef genlerin tespiti, ilag ve antisens molekiillerin gelistirilmesi i¢in yeni ufuklar

acacaktir.

- Calismada bulunan biitiin genler literatiire biiyiik olclide katki saglamistir. Transkriptom
sonrasi saptanan genlerin her biri ayr1 fonksiyonel c¢alismalarda kullanilacak hedef
potansiyeline sahip oldugundan sonraki caligmalarda segilen genlerin fonksiyonel

inhibisyonlar1 gerceklestirilecek ve AML’deki rolleri aragtirilacaktir.
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EKLER

EK-1

ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCiN AYDINLATILMIS ONAM FORMU
(Hasta Grubu)

(Hekimin Acgiklamasi)

Bu form katilmaniz 6nerilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek iizere hazirlanmis olup;
arastirmaya katilip katilmama konusunda karar vermenizin kolaylagtirilmasi hedeflenmistir.
Aragtirmanin ismi " Akut Miyeloid Lésemide Beta katenin proteininin diizenledigi genlerin genom
ebadinda incelenmesi ve olasi ilag hedeflerinin belirlenmesi "dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi dneriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu arastirmaya katilip
katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir. Kararmizdan once
arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya
katilmak isterseniz formu imzalaymiz.

Aragtirmanin amact; Akut Miyeloid Losemi (AML), kemik iligindeki kan kok hiicrelerinin bir dizi
genetik degisiklik sonucunda normal biiyiime ve farklilasmanin bozulup, kemik iligi ve periferik
kanda ¢ok sayida anormal olgunlagmamus hiicrenin birikimi ile karakterize olan bir hastaliktir,
Kendilerini yenileyebilme &zelligine sahip normal kdk hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar
kanseri ortaya ¢ikarmaktadir.

AML’li hastalarda kemik iliginde bulunan kok hiicrelerde meydana gelen bir mutasyon veya sinyal
iletimindeki bozukluk bu hiicrelerin asir1 ¢cogalmasina ve kana gegmesine boylece hastaligin ortaya
¢ikmasima neden olmaktadirlar.

Whnt/B-katenin adi verilen sinyal yolagindaki B-katenin proteinin AML hastaliginin olusumundaki
etkisini arastirmak i¢in saglikli insanlar ile bu hastaliga yakalanan insanlarin hiicrelerini
karsilastirmak tizere bir ¢alisma planlanmustir.

Buradan yola ¢ikarak, bu calismada Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim
dalindan Wnt yolaginin etkili oldugu bilinen akut miyeloid 16semi tanis1 almig 10 hastadan
(kemikiligi) ve 5 saglikli vericiden (kanindan) kok hiicrelerin elde edilmesi ve bu hiicrelerdeki
protein etkilesimlerinin AML tam1 ve tedavisindeki gorevinin arastirilmasi amacglanmistir. Bu
calismada Hacettepe Universitesi Hematoloji Bilim dalinda tan1 amaciyla alan hasta kemik iligi
ornekleri kullanilacaktir. Bunun haricinde sizden ilave kemik iligi alinmayacaktir. Zaten alinan
ornegin bir kismi1 bu calismada kullanilacagi i¢in onayiniza basvurulmaktadir.

Bir miktar kemik iligi 6rnegi alindiktan sonra CD34+ hematopoetik kok hiicreler izole edilecektir.
Bu hiicreler ile gen diizeyinde bir ¢alisma yapilacaktir. Size her hangi bir ilag verilmeyecek ve bu
durum yasaminizi etkilemeyecektir.

Calisma sirasinda elde edilen hiicre 6rnekleri anonim olarak saklanacak ve hastalarin isimleri sakli
kalmak kosulu ile diger bilimsel calismalarda da kullanilabilcektir. Bu calismaya katilmaniz i¢in
sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz igin size ek bir 6deme de
yapilmayacaktir.

Bu caligmadan elde edilecek sonuglar size bildirilmeyecek ve tedaviniz bu sonuglara bagh
olmayacaktir.

Calismadan istediginiz zaman cikabilirsiniz. Ayrica teknik nedenlerden dolayr arastirmact
tarafindan ¢aligsmadan ¢ikarilabilirsiniz.

Bu calisma Dog. Dr. Berrin Imge Ergiider tarafindan yiiriitiilecektir. Calisma siiresince herhangi
soru veya sorununuz oldugunda Dog. Dr. Berrin imge Ergiider’e 310 30 10/284 numaral
telefondan veya 24 saat 05057581080 numarah cep telefonundan veya Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Morfoloji Binas1 Kat:1’den ve/veya doktorumuz Prof. Dr.
Nilgiin Saymalp’e 3051543 numarali telefondan veya 24 saat 05323558234 numarali cep
telefonundan veya Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Bilim Dalindan
ulasabilirsiniz. Bu yazinin bir kopyasi size verilecektir.

Yardimlariniz i¢in ¢ok tesekkiir ederiz.

(Katilimcimin/Hastanin Beyani)

Saym Dr. Nilgiin Saymnalp tarafindan Hacettepe Universitesi Hastanesi Hematoloji Bilim dalinda
tibbi bir arastirma yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
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bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimcr” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu
arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin
egitim ve bilimsel amagclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi
konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan g¢ekilebilirim. (Ancak
arastirmacilart zor durumda birakmamak igin arastirmadan g¢ekilecegimi 6nceden bildirmemim
uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmaci tarafindan aragtirma disi tutulabilirim.

Aragtirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum.
Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacagi konusunda gerekli glivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir
yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr Nilgiin Sayinalp’i,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Bilim Dalindan ve 3051543 numaradan
arayabilecegimi biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda
zorlayic1 bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu durumun tibbi
bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir
diistinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimc1” olarak yer alma kararmi
aldim. Bu konuda yapilan daveti biiylik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katihima
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

Imza:

Goriisme tanmigi
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

Imza:

Katihmeci ile goriisen hekim
Adi soyadi, unvant:

Adres:

Tel:

1mza:
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EK-2

ARASTIRMA AMACLI CALISMA IiCiN AYDINLATILMIS ONAM FORMU

(Kontrol Grubu)
(Hekimin Acgiklamasi)
Bu form katilmaniz 6nerilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek iizere hazirlanmis olup;
arastirmaya katilip katilmama konusunda karar vermenizin kolaylagtirilmasi hedeflenmistir.
Aragtirmanin ismi " Akut Miyeloid Lésemide Beta katenin proteininin diizenledigi genlerin genom
ebadinda incelenmesi ve olasi ilag hedeflerinin belirlenmesi "dir.
Sizin de bu arastirmaya katilmanizi dneriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu aragtirmaya katilip
katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir. Kararmizdan once
arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya
katilmak isterseniz formu imzalaymiz.
Aragtirmanin amaci; Akut Miyeloid Losemi (AML), kemik iligindeki kan kok hiicrelerin bir dizi
genetik degisiklik sonucunda normal biiyiime ve farklilasmanin bozulup, kemik iligi ve periferik
kanda ¢ok sayida anormal olgunlasmamis hiicrenin birikimi ile karakterize olan bir
hastaliktir.Kendilerini yenileyebilme &zelligine sahip normal kok hiicrelerde meydana gelen
mutasyonlar kanseri ortaya ¢ikarmaktadir.
AML’li hastalarda kemik iliginde bulunan kok hiicrelerde meydana gelen bir mutasyon veya sinyal
iletimindeki bozukluk bu hiicrelerin asir1 ¢cogalmasina ve kana gegmesine bdylece hastaligin ortaya
¢ikmasima neden olmaktadirlar.
Whnt/B-katenin adi verilen sinyal yolagindaki B-katenin proteinin AML hastaliginin olusumundaki
etkisini arastirmak i¢in saglikli insanlar ile bu hastaliga yakalanan insanlarin hiicrelerini
karsilastirmak tizere bir ¢alisma planlanmigtir.
Buradan yola ¢ikarak, bu calismada Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim
dalindan Wnt yolaginin etkili oldugu bilinen akut miyeloid 16semi tanis1 almig 10 hastadan
(kemikiligi) ve 5 saglikli vericiden (kanindan) kok hiicrelerin elde edilmesi ve bu hiicrelerdeki
protein etkilesimlerinin AML tam ve tedavisindeki gorevinin arastirilmasi amaglanmustir.
Bu calismada Hacettepe Universitesi Hematoloji Bilim dalinda saghikli allojenik kok hiicre
vericilerinden alman kan Ornekleri kullanilacaktir. Bunun haricinde sizden ilave kan
alimmayacaktir. Zaten alinan O6rnegin bir kismi bu calismada kullanilacagi i¢in onayiniza
basvurulmaktadir.
Bir miktar kan 6rnegi alindiktan sonra CD34+ hematopoetik kok hiicreler izole edilecektir. Bu
hiicreler ile gen diizeyinde bir ¢aligma yapilacaktir. Size her hangi bir ilag verilmeyecek ve bu
durum yasaminizi etkilemeyecektir.
Calisma sirasinda elde edilen hiicre 6rnekleri anonim olarak saklanacak ve hastalarin isimleri sakli
kalmak kosulu ile diger bilimsel calismalarda da kullanilabilcektir. Bu calismaya katilmaniz i¢in
sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz igin size ek bir 6deme de
yapilmayacaktir.
Bu caligmadan elde edilecek sonuglar size bildirilmeyecek ve tedaviniz bu sonuglara bagh
olmayacaktir.
Calismadan istediginiz zaman ¢ikabilirsiniz. Ayrica teknik nedenlerden dolayr arastirmact
tarafindan ¢alismadan ¢ikarilabilirsiniz.

Bu calisma Dog. Dr. Berrin Imge Ergiider tarafindan yiiriitiilecektir. Calisma siiresince herhangi
soru veya sorununuz oldugunda Dog. Dr. Berrin imge Ergiider’e 310 30 10/284 numaral
telefondan veya 24 saat 05057581080 numarah cep telefonundan veya Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Morfoloji Binas1 Kat:1’den ve/veya doktorumuz Prof. Dr.
Nilgiin Saymalp’e 3051543 numarali telefondan veya 24 saat 05323558234 numarali cep
telefonundan veya Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Bilim Dalindan
ulasabilirsiniz. Bu yazinin bir kopyasi size verilecektir.

Yardimlariniz i¢in ¢ok tesekkiir ederiz.

(Katilimcimin/Hastanin Beyani)

Saym Dr. Nilgiin Sayinalp tarafindan Hacettepe Universitesi Hastanesi Hematoloji Bilim dalinda
tibbi bir arastirma yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
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bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimc1” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu
arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin
egitim ve bilimsel amagclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi
konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan g¢ekilebilirim. (Ancak
aragtirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan ¢ekilecegimi onceden bildirmemim
uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmaci tarafindan aragtirma disi tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum.
Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir
yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr Nilgiin Sayinalp’i,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Bilim Dalindan ve 3051543 numaradan
arayabilecegimi biliyorum

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda
zorlayic1 bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu durumun tibbi
bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir
diistinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimc1” olarak yer alma kararimi
aldim. Bu konuda yapilan daveti biiylik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katihima
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

Imza:

Goriisme tanmigi
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

Imza:

Katihmeci ile goriisen hekim
Adi soyadi, tinvani:

Adres:

Tel:

imza :
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T:C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
Tip Fakiiltesi
Tibbi Arastirmalar Yerel Etik Kurulu

Sayr : B302HAC.0.01.0001/6 {5

ARASTIRMA PROJESI DEGERLENDIRME RAPORU
Toplant: Tarihi : 26 SUBAT 2009 PERSEMBE giinil

Toplanti No : 200973
Proje No : TBK 09/9 (Degerlendirme Tarihi: 26.02.2009)
Karar No : TBK 09/9- 47

Ankero U, Biyokimya Anabilim Dali dgretim diyelerinden Dog. Dr: Berrin Imge Ergtider’in
sorumlu arastirmacist  oldugu, Prof.Dr.Asuman Sunguroglu, Prof.Dr.Nilgiin Sayinalp,
Dog.Dr.Hilal Ozdag, Uzm.Bio.Tillin Ozkan, Uzm.Bio.Aynur Karadag ve Uzm.Bio.Buket
Alunok ile birlikte galisacaklan TBK 09/9 kayit numaral ve “Akut Myeloid Losemide Beta
Katenin Proteininin Diizenledigi Genlerin Genom Ebadinda incelenmesi ve Olast Ilag
Hedeflerinin Belirlenmesi” bashkl proje dnerisi kurulumuzda degerlendirilmis olup, ubbi

etik agrdan uygun bulunmustur.. : /
1. Prof.Dr. E. Rilgti Onur  (Baskan) /////74 >
/,;%’ v

2. Prof.Dr. Murat Yurdaktk  (Uye)

3. Prof.Dr. Osman Abbasoglu(Uye)

4. Prof.Dr. Mithat Haliloglu  (Uye) N U
5. Prof.Dr. Tirkan Eldem (Uye) ne—: quj decna_
6. Prof.Dr. Punar Firat (Oye) ,\A'((M

7. Prof.Dr. Erdem Aydin (Cye) m L

8. Prof.Dr. H. Asuman Ozkara (Uye)
9. Prof.Dr. Tanju Besler (Oye) KEPATCaN?h

10. Prof.Dr. Haydar A. Demirel (Oye) M.‘A..\-\_,

11. Prof.Dr. Balent Sivri (Oye) B iy

12. Prof. Dr. Zafer Cehreli (UWM Q
13. Dog.Dr. Bilgehan Yalgm  (Uye) ﬂ‘ﬁl

14. Dog.Dr. Umit Yasar (Uye) 4

15, Dog.Dr.Mutlu Hayran (Uye)

Hacettepe Oﬁwemuu T:g Fakiiltesi Tibbi, C ive llm; Aragtirmalan Etik Kurulu 06100 Sihhiye-Ankara
Telefon: (0 312) 305 10 82 Faks: (0 312)310 05 80 E-postu: humséhacetiepe.edu.tr
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EK-4

Clusters

Gen ID
1553047_AT
1553048 A AT
1553387_AT
1554499 S AT
1554534 AT
1554536 _AT
1554631_AT
1554719 _AT
1554847 _AT
1554855 _AT
1555057_AT
1555114 _AT
1555353 _AT
1555504 _AT
1555505_A AT
1555548 AT
1555612_S AT
1555668 A AT
1555834 _AT
1556284 AT
1556285_S AT
1558346 _AT
1559203 S AT
1559204 X AT
1559206_AT
1559496 AT
1560317_S_AT
1560974 S AT
1561009 _AT
1561010_A AT
1562028 _AT
1562031 _AT
1565731_AT

1567440 AT
1567443 X_AT
1568629 S AT
1568943 AT
1569042 AT
1569748_AT
1569891 AT
1570352_AT
1861 AT
200081 S AT
200086 _S_AT
200096_S_AT
200622 X_AT
200623 S_AT
200635 S _AT
200636_S_AT
200637_S_AT
200653 S_AT
200655 S _AT
200744 S _AT
200745 S _AT
200746 _S_AT
200770_S_AT
200771 _AT
200784 S AT
200785 S _AT
200925 AT
200954 _AT
201030 X AT

201080_AT
201081_S_AT
201089_AT

201134_X_AT

Annotation
Cluster 1
Enrichment

Score:10.79

Annotation
Cluster
Enrichment

2

Score: 3.16

Annotation
Cluster

Enrichment
Score: 2.96

3

Annotation
Cluster

Enrichment
Score: 0.97

4

Annotation
Cluster 5
Enrichment

Score: 0.95
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Annotation
Cluster
Enrichment

6

Score: 0.55

Annotation
Cluster
Enrichment
Score: 0.37

7]

Annotation
Cluster 8
Enrichment
Score: 0.05

Genel
Toplam
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201135_AT
201171_AT
201172_X_AT

201187_S_AT
201188_S_AT
201189_S_AT
201254 X_AT
201272_AT
201322_AT
201387 _S_AT
201441_AT
201469_S_AT
201502_S_AT
201527_AT
201700_AT
201740_AT
201746_AT
201757_AT
201833_AT
201903_AT
201966_AT
201971 _S_AT
201972_AT
202043_S_AT
202053_S_AT
202054_S_AT
202110_AT
202178 _AT
202233_S_AT
202282_AT
202389_S_AT
202390_S_AT

202502_AT
202530 AT
202605_AT
202647 _S_AT
202698_X_AT
202847 AT
202934_AT
202941 AT
202959 AT
202960_S_AT
203032_S_AT
203033_X_AT
203331 _S_AT
203332_S_AT
203460_S_AT
203606_AT
203617 X_AT
203621_AT
203625_X_AT
203626_S_AT
203663_S_AT
203692_S_AT
203693_S_AT
203817_AT
203880 AT
203928 X_AT
203929_S_AT
203930_S_AT
204009_S_AT
204010_S_AT
204046_AT
204053_X_AT
204054 AT
204115 AT
204130 AT
204158_S_AT
204413 _AT
204646_AT
204762_S_AT
204763_S_AT

Y PN BN POVY PN 1Y BN FCY Y IFNY PCY POXY PN N (N RN CY RN Y PR DR Y B 1G] (N Y Y NG [N (Y RN G (Y Y R R POV DI o) R R DI DG (Y 1Y DN XCY G PR DG (Y IR 1Y G (RN Y G N IR 21 DR Y PR DN Y G PCY XY FOCY N BN
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204859 S_AT
204894 S AT
205095 _S_AT

205172 X_AT
205222_AT
205293 X_AT
205294 AT
205425 AT
205426_S_AT
205473 AT
205480 S_AT
205570 AT
205577 _AT
205581 S AT
205623 AT
205640 AT
205704_S AT
205711 X_AT
205765 AT
205858 AT
205939 AT
205998 X_AT
205999 X_AT
206284 X_AT
206311 _S_AT
206353 AT
206369 S AT
206370 AT
206401 S AT
206444 _AT
206492_AT
206505 AT

206630 AT
206687 S AT
206755_AT
206790_S_AT
206927 _S_AT
206952_AT
207058_S_AT
207064_S_AT
207105_S_AT
207143 AT
207157 _S_AT
207166 _AT
207243_S_AT
207309_AT
207310_S_AT
207328 AT
207391 _S_AT
207507_S_AT
207508_AT
207573 X_AT
207608_X_AT
207609 _S_AT
207782_S_AT
207832 AT
207892_AT
207957 _S_AT
207958_AT
208126_S_AT
208147_S_AT
208315 X_AT
208367 X_AT
208478_S_AT
208629 _S_AT
208630_AT
208631 _S_AT
208714 AT
208737 AT
208745 AT
208746_X_AT
208847 S AT
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208848_AT
208870 X_AT
208905 AT

209112 AT
209195 S _AT
209239 AT

209303 AT

209320 AT

209321 S _AT
209364 AT

209502_S_AT
209563 X_AT
209631 S_AT
209685 S AT
209945 S _AT
210131 X_AT
210145 AT

210256 S AT
210376 _X_AT
210388 AT

210449 X_AT
210453 X_AT
210505 AT

210544 S AT
210567 S _AT
210726 AT

210850 S AT
210858 X_AT
211004_S_AT
211043 S AT
211087 X_AT
211205 X_AT

211300_S_AT
211553 X_AT
211554_S_AT
211555_S_AT
211561 X_AT
211711 S_AT
211833_S_AT
211843 X_AT
211984_AT

211985_S_AT
212383_AT

212459 X_AT
212581 X_AT
212672 AT

212829 AT

213366_X_AT
213384 X_AT
213453 X_AT
213564 X_AT
213688_AT

213738_S_AT
213758_AT

213846_AT

214062 X_AT
214132 AT

214149 S AT
214150 X_AT
214170 X_AT
214234 _S_AT
214244 _S_AT
214352_S_AT
214448 X_AT
214586_AT

214621 AT

214835 _S_AT
214853_S_AT
215066_AT

215075_S_AT
215088_S_AT
215103_AT
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215912_AT
216058_S_AT
216667 _X_AT

217048 AT
217133_X_AT
217175 _AT
217398 X_AT
217451 AT
217491 X_AT
217603 AT
217773_S_AT
217848 S AT
217874_AT
218101 S AT
218160_AT
218563 AT
218869_AT
219511 S AT
219547 AT
219903 S AT
220197 AT
220566 AT
220741 _S_AT
221550 AT
221571 AT
221996 S AT
222005_S_AT
222176 AT
222305_AT
222521 X_AT
222992_S_AT
223049 AT

223281 _S_AT
223487 X_AT
223488_S_AT
223613 AT
224344_AT
224347 X_AT
224847 AT
224848 AT
224851 AT
224985 AT
225209_S_AT
225363 AT
225379 AT
225710 AT
226364_AT
226704 AT
227469_AT
227645 AT
227795 _AT
227817 AT
227824_AT
228006_AT
228168_AT
228366_AT
228388_AT
228572 AT
228795 AT
229093 AT
229392_S_AT
229415 _AT
229426 _AT
230437_S_AT
231198 AT
231699_AT
231704_AT
232180 AT
232660 AT
233254 X_AT
233314 AT
233545 AT
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234876 AT
235139 AT
235255 AT
235287_AT
237833 S AT
237834 AT
238056_AT
238765 AT
239132 AT
240911_AT
241619_AT
242141 AT
242622 X_AT
243000_AT
243015 AT
243609_AT
243630_AT
244546_AT
36994_AT
1568629_S_AT
201746_AT
202941_AT
206369_S_AT
206687_S_AT
209134 _S AT
209563_X_AT
210544_S_AT
211833_S_AT
214235_AT
215075_S_AT
215772_X_AT
220566_AT
223699_AT
227824 AT
228388 _AT
230125 AT
233254 X_AT
Genel Toplam 170 40 28 16 176 63 132 45
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Yolaklar
Aldosterone- B cell receptor|Chemokine
Acute  myeloid|regulated sodium| i i i i Chronic myeloid| Endometrial ErbB  signaling|
prob id leukemia reabsorption |Apoptosis pathwa pathwa leukemia Colorectal cancer|cancer pathwa

206369_S_AT
206370_AT
207105_S_AT
220566_AT
227645_AT

[229392_S_AT

1568629_S_A
[1559203_S_A|
[1559204_X_A

204009_S_AT
204010_S_AT
214352_S_AT
202647
223049_
224985 A
228572_A
5075_S_AT
61_AT

211300_S_AT
207957_S_AT
200239_AT
200685_S_AT
200945_S_AT
227817_AT
228795_AT
230437_S_AT
[201746_AT
502_S_AT
699_AT
469
692
[203693
853 S
217048_AT
227824_AT
204053 X_AT
204054_AT
20714
21
222
224

[210850_S_AT
| 211087 _X_AT
211561_X_A
214062_X_A
214448 X_A
228388_A
229415 _A
244546_A
233254_X_AT
1568943_AT
200622_X_A
200623
200653
[ 200655

NN N
ols|e

241619_AT
11833_S_AT

TR

15075_S_AT
1562028_A°
1562031 A
1569748 A
201700_A
201833_A
202178 A
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203032_S_AT
203033_X_AT
203625_X_AT
203626_S_AT
204859_S_AT
206311_S_AT
[206492_AT
206687_S_AT

201746_AT
206687_S_AT
209563_X_AT
1553047_AT
1553048_A_AT
1553387_AT
1554631_AT
1555612_S_AT
1559206_AT
1567440_AT
1567443 X_AT
352_AT

205294_AT
205570_AT
205577_AT
205581_S_AT
205858_AT
206952_AT
207157_S_AT
[207166_AT
[207391_S_AT
207782_S_AT
[207832_AT
207892_AT
20919
209320
20932

1568629_S_AT
209134_S_AT

Genel Toplam
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Yolaklar |

Fc epsilon RI Jak-STAT Natural killer cell|Neurotrophin
signaling Insulin  signaling|signaling mediated signaling Non-small
pathwa: Focal adhesion [Glioma pathwa: pathwa: Melanoma cytotoxicif pathwa lung cancer

cell

227645_AT
229392_S_AT
1568629_S_AT
1559203_S_AT
1559204_X_AT
204009_S_AT
_AT
AT
AT
T
_AT
AT

S AT
T
209364_AT
232660_AT
211300_S_AT
207957_S_AT
209239_AT
209685_S_AT
20994
227
228
2304
201746_
201502_S_AT
231699_AT
201469
203692_S_
20369
21485:
217048_
227824_AT
204053 X_AT
204054_AT
207143_AT
211711_S_AT
222176_AT
224847_AT
22484
22485
22536
2274
2280
2311
[2333
235287
242622_X_AT
243000_AT

1568943 AT

200622_X_AT
200623 _¢
200653
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203032_S_AT
203033_X_AT
203625_X_AT
203626_S_AT
204859_S_AT
206311_S_AT
[206492_AT
206687_S_AT

201746_AT
206687_S_AT
209563_X_AT
1553047_AT
1553048_A_AT
1553387_AT
1554631_AT
1555612_S_AT
1559206_AT
1567440_AT
1567443 X_AT
352_AT

205294_AT
205570_AT
205577_AT
205581_S_AT
205858_AT
206952_AT
207157_S_AT
[207166_AT
[207391_S_AT
207782_S_AT
[207832_AT
207892_AT
20919
209320
20932

1568629_S_AT
209134_S_AT

Genel Toplam
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Yolaklar

Regulation off T cell receptor|
F i F y in| actin Renal cell i i VEGF signaling
prob id cancer cancer Prostate cancer |cytoskeleton carcinoma cancer pathwa pathwa Genel Toplam
26
26|
26
¥ 26|
227645_AT 26|
229392_S_AT 26|
1568629_S_AT,
1559203_S_AT
1559204_X_AT
204009_S_AT 22|
_AT 22
AT
AT
T
_AT
AT 1
S_AT 1

209364_AT

232660_AT

211300_S_AT
207957_S_AT
209239_AT

209685_S_AT
20994/
227
228
2304
201746_
201502_S_AT

201469_
203692
20369
21485
217048_AT
227824 AT
204053_X_AT
204054_AT

207143_AT

211711_S_AT
222176_AT

224847_AT

22484
22485
22536
22741
2280
2311
[233314
235287
242622_X_AT
243000_AT

209112_AT

20253
20361
2084
2089

7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
5
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4]
4
4
4

1568943 AT

200622_X_AT
200623 _¢
200653

[MINININI [N
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203032_S_AT
203033_X_AT
203625_X_AT
203626_S_AT
204859_S_AT

206311_S_AT

[206492_AT
206687_S_AT

201746_AT
206687_S_AT
209563_X_AT
1553047_AT
1553048 _A_AT
1553387_AT
1554631_AT
1555612_S_AT
1559206_AT
1567440_AT

1567443 _X_AT
352 AT

205294_AT
205570_AT
205577_AT
205581_S_AT
205858_AT
206952_AT
207157_S_AT

[207166_AT
[207391_S_AT
207782_S_AT

[207832_AT
207892_AT
20919

209320_/

20932

1568629_S_AT
209134_S_AT

Genel Toplam

NN SIS

94
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