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Kronik Miyeloid Losemili Hastalarda DAP Kinaz (DAPKI1) Geninin Metilasyon Analizleri
OZET

Kanser; tiimor baskilayict genler, onkogenler, DNA tamir ve apoptoz genlerinin islevini
kazanmasina/yitirmesine neden olan c¢ok farkli genetik ve epigenetik mekanizmalar sonucu ortaya
ctkmaktadir. Proapoptotik bir gen olan DAP (Death Associated Protein Kinase-Oliim Aracili Protein Kinaz)
Kinaz geni; ¢ok cesitli icsel ve digsal apoptotik uyaranlara kars1 hiicreyi apoptoza gotiirmektedir. DAP kinaz
geninde meydana gelecek degisiklikler hiicrenin apoptoza gitmeyerek, kontrolsiiz ¢ogalmasina ve kanser
olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle DAP kinaz geni tiimor baskilayict gen olarak tanimlanmaktadir.

Kanser olusumunda genetik mekanizmalar kadar oneme sahip olan epigenetik mekanizmalardan DNA
metilasyonu genellikle genlerin sessizlestirilerek, ifade edilmesini engelleyebilmektedir. DAPKI geninin bu
metilasyon mekanizmasiyla susturulmast bircok solid tiimérde ve hematopoetik malignensilerde
gozlenmektedir.

Calismada 35 KML (12 Glivec direncli KML ve 23 KML) ve 25 saglikli kontrol orneginin DAPK]I
metilasyon durumu Metilasyon Spesifik PCR (MSP) ile analiz edilmistir. 12 direnc¢li KML 6rneginin 4’tinde
hipermetilasyon saptanmistir ve istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir. Buna karsin direngli
olmayan KML orneklerinin hepsi ve tiim kontrol grubu 6rneklerinde metilasyon gozlenmemistir.

Bu caligmada timor baskilayici gen olarak tamimlanan DAPKI’in hipermetilasyonu ile KML olusumu
arasinda direk bir iligki saptanmazken hastaligin seyri ve ilaca direnci agisindan anlamli bir iliskinin varligi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler; Apoptoz, DAP Kinaz geni (DAPKI), DNA Metilasyonu, Kronik Miyeloid Ldsemi,
Metilasyon Spesifik PCR



The Methylation Analysis of DAP Kinase (DAPKI) Gene in Chronic Myeloid Leukemia Patients

ABSTRACT

Cancer occurs as a result of various genetic and epigenetic mechanisms which cause loss/gain of functions of
tumour suppressor genes, oncogenes, DNA repair and apoptosis genes. DAP kinase gene, which is an
proapoptotic gene, induces the cell to apoptosis response to several internal and external apoptotic stimulants.
Changes occurring in DAP kinase gene cause uncontrolled proliferation instead of going to apoptosis of the
cell and cause development. Therefore DAP Kinase gene is described as a tumor suppressor gene.

DNA methylation, one of epigenetic mechanisms that have as much importance as genetic mechanisms in
cancer formation can prevent gene expression by silencing. Silencing of DAP kinase through this methylation
mechanism can be observed in many solid tumour and hematopoietic malignancies.

In this study methylation of DNAs of 35 patients with chronic myeloid leukaemia and DNAs of 25 healthy
patients were analysed by Methylation Spesific PCR (MSP). As a result, it has been determined that 4 of 12
CML patients with drug resistance have hypermethylation and statistically the significant difference is
established. However all of the CML patients with no drug resistance and all of the control sample groups
DNAs don’t have methylation.

In this study although no correlation is found between hypermethylation of DAPK1 which is defined as a
tumour suppressor gene and formation of CML, significant relation between hypermethylation of DAPK1and
progress of CML and drug resistance is determined.

Key Words: Apoptosis, DAP Kinase Gene (DAPKI), DNA Methylation, Chronic Myeloid Leukaemia,
Methylation Specific PCR
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ALL Akut Lenfoid Losemi

AML Akut Miyeloid Losemi

APAF- 1 Apoptoz Proteaz Aktive Edici Faktor 1

ATP Adenozin Trifosfat

BRCAI Meme Kanseri 1 Geni

Ca* Kalsiyum

CaM Kalmodulin

c-Myc Hiicresel Miyelositomatozis Onkogeni

CpG Sitozin- Guanin Diniikleotit Adalar1

DAPKI Oliim Aracili Protein Kinaz

dATP 2’-Deoksiadenozin 5’-Trifosfat

dCTP 2’-Deoksisitidin 5°-Trifosfat

dGTP 2’-Deoksiguanin 5’-Trifosfat

DISC Oliim Artiric1 Sinyal Kompleksi

DNMTs DNA Metil Transferaz Enzimleri

dNTP Deoksi Riboniikleotit Trifosfat

dTTP 2’-Deoksitimidin 5’-Trifosfat

E2F Transkripsiyon Faktor (Elongation Factor II)

ECM Hiicreler Aras1t Madde

EDTA Etilen Diamin Tetraasetik Asit

ERK Elk iliskili Protein Kinaz

EtBr Etidyum Bromiir

EtOH Etil Alkol

FADD Fas ile Tligkili Oliim Bolgesi

Fas TNF Resetor Ailesinden bir Oliim Reseptorii
(TNF Receptor Superfamily, member 6)

FL Foliikiiler Lenfoma

hMLH1 Insan Yanlis Eslesme Onarim Geni 1 (Human mismatch repair -1)

IFN-y Interferon Gama

kD Kilodalton

KLL Kronik Lenfoid Losemi

KML Kronik Miyeloid Losemi

LMS Leiomiyosarkoma

Lys42 Lizin 42

M Molar

MAPK Mitojen aktive edici protein kinaz

5-MeC 5-Metil Sitozin

MeC Metil Sitozin

MeCP2 Metil CpG Baglanma Proteini 2

MDM2 Murine double minute 2

MDS Miyelodisplastik Sendrom

MGMT O- 6- Metilguanin- DNA Metiltransferaz Geni

mL Mililitre

MLC Miyozin Hafif Zincir

mM Milimolar

MORT1 Toksisiteyi Tesvik Eden Reseptor Aracisi

MSP Metilasyon Spesifik PCR

NaCl Sodyum Kloriir

NaOH Sodyum Hidroksit

NK Dogal Oldiiriicii Hiicreler

NPC Nazofaringal Karsinom

NSCLC Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri (Non-Small Cell Lung Cancer)

pmol Pikomol

SCLC Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (Small Cell Lung Cancer)

SDS Sodyum Dodesil Siilfat

Ser Serin

SMAD Serin/Treonin Kinaz Reseptorlerine “downstream” etki eden sinyal molekiilleri

STE Sodyum Tris EDTA
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TE Tris EDTA

TGF-B Transforme Edici Bilyiime faktorii f (Transforming Growth Factor-f3)
TNF-a Tiimor Nekrozis Faktor o (Tumour Necrosis Factor o)

Thr Treonin

UTR Translasyona Ugramayan Bolge (Untranslated Region)

uL Mikrolitre
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1. GIRIS

Giiniimiizde; bir¢ok mutasyonun somatik hiicrelerde birikmesiyle olusan kanserin, genetik ve epigenetik
degisiklikleri kapsayan cok asamali bir siire¢ etkisiyle ortaya ciktigi bilinmektedir. Cesitli mutasyonlar
sonucu proto-onkogenlerin aktive edilmesi, tumor baskilayict genlerin ise inaktive edilmesiyle kanser
genlerinin ifade edilme 6zellikleri degisiklige ugrarken, DNA ve histon metilasyonu, histon deasetilasyonu ve
fosforilasyonu gibi epigenetik mekanizmalarla da bu ekspresyonlar degisiklige ugrayabilmektedir (Melki ve
Clark 2002).

DNA metilasyonu, omurgalilarda transkripsiyonun kontroliinde kromatin yapasi ile iligkili bir mekanizmadir.
Omurgali DNA’sinda bulunan sitozin birimleri, 5. karbon atomuna metil gruplarinin takilmasiyla modifiye
edilebilir. DNA, ozgiil olarak guaninlerden once yer alan sitozinlerden (CpG diniikleotitler) metillenir. Bu
metillenme genellikle, promotorlerin ¢evresinde yiiksek siklikta CpG diniikleotidi igeren genlerin
transkripsiyonel aktivitelerinin azaltilmasi ile iliskilidir. Metillenme, hem bazi transkripsiyonel aktivatorlerin
baglanmasimi engelleyerek, hem de metilenmis DNA’ya 6zgiil olarak baglanan represorlerin katilimin
saglayarak, genin ekspresyonunu engeller (Cooper vd 2006).

Hiicreyi apoptoza gotiiren genlerden biri olan DAPKI geni (Death-Associated Protein Kinase) 1990’I1
yillarda kesfedilmistir. DAPKI gen {iriinii olan DAPK proteini 160 kDa’luk bir protein olup, apoptozun
pozitif diizenleyicisi olarak islev goriir (Esteller ve Herman 2002, Bialik ve Kimchi 2004, Inbal vd 2002).
DAPK], apoptotik ve otofajik hiicre 6liimii ile timor ve metastazin baskilanmasini saglayan yeni bir protein
ailesinin iiyesidir (Gozuacik ve Kimchi 2006).

DAPKI promotor bolgesinin hipermetilasyonunun apoptotik hiicre oliimiine diren¢ gelisimine neden
olabilecegi gosterilmigtir. (Nakatsuka vd 2003). DAPKI promotor hipermetilasyonu; NSCLC (Non-Small
Cell Lung Cancer) (%25- 44), bas-boyun kanseri (%18- 33), mide karsinomu (%34) ve servikal kanserleri
iceren bircok solid tiimoérde ve oOzellikle 16semi ve lenfoma gibi hematolojik malignensilerde rapor
edilmektedir (Tang vd 2000, Ng. 2002).

Kronik Miyeloid Losemi (KML), BCR ve ABL genleri arasinda t(9;22)(q34;q14) translokasyonu sonucu
olusan BCR-ABL fiizyon geni ile karakterize edilmektedir. BCR-ABL geni, artmis Tirozin Kinaz aktivitesine
sahiptir ve hiicrenin kontrolsiiz boliinmesine neden olmaktadir. Bu nedenle son yillarda Tirozin Kinaz
inhibitorleri (Orn; Gleevec) tedavide etkin olarak kullanilmaktadir.

Solid tiimoérlerin yam sira hematopoetik malignensilerde de metilasyonu kanser olusumuna neden olabilen
DAPKI, cesitli kanser tiplerinde rolii oldugu bildirilmektedir. BCR-ABL fiizyon geni ile karakterize olan
Kronik Miyeloid Losemi (KML)’de artan Tirozin Kinaz aktivitesinin inhibe edilmesi i¢in ¢esitli inhibitorler
kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda DAPK] hipermetilasyonu ile KML olusumu ve Imatinib (Gleevec, bir
tirozin kinaz inhibitorii)’e direng mutasyonu saptanan hastalar kullanilarak tedaviye diren¢ gelisimi arasindaki
iligkinin arastirilmasi planlanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Kanser, genomda kontrolsiiz hiicre biiylimesi, invazyon ve metastaz yetenegine yol acan dinamik
degisiklikleri iceren kalitsal bir hastaliktir. Kansere sebep olan genler; hiicre dongiisii kontrol genleri, hiicre
olim genleri, DNA tamir genleri, yaslanma, 6liimsiizliik, anjiogenez ve metastaz genleridir (Zingde 2001).
Kanserlerin ¢ogu; karsinomlar, sarkomlar ve losemi/lenfomalar olarak 3 ana grupta toplanabilir. Insan
kanserlerinin yaklagik %7’ sini olusturan 16semi ve lenfomalar sirasiyla kan ve bagisiklik sistem hiicrelerinden
gelisir (Cooper vd 2006).

Genetik degisiklikler, nokta mutasyonlari, gen delesyonlar1 ve yeniden diizenlenmeler ile ortaya cikar.
Epigenetik degisiklikler ise DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen ifadesinde meydana gelen
kalitsal degisikliklerdir. Epigenetik degisikliklerde DNA’nin kendisi mutasyona ugramaz, ancak islevi degisir
(Melki ve Clark 2002).

2.1. DAPKI (Death-Associated Protein Kinase) Geni ve DAPK1 Proteini

DAPKI geni 9q34.1’de lokalizedir. 210 kb olan DAPKI geni, apoptoz islevi ile kanser olusumunu
engelleyerek timor baskilayict bir gorev yapar. DAPKI geninin iiriinii olan DAPK1 proteini, DAP kinaz
protein ailesi tiyesidir. 160 kDa olan DAPK1, apoptozun pozitif diizenleyicisidir (Bialik ve Kimchi 2004).

DAP kinaz protein ailesi; DAPKI1 ile birlikte ZIPk ve DRP-1 olmak iizere, hiicrede birbirleriyle iliskili olan
3 serin-treonin kinazi igerir (Gozuacik ve Kimchi 2006). Bu aile iiyeleri amino uglarinda birbirleriyle
benzerlik gosterirken, karboksi uglarinda farkli 6zel bolgeler igerirler. (Kogel vd 2001). Hiicreleri dliime
indiikleyen bu kinazlarin katalitik bolgeleri %80 homoloji gosterir. Ekstrakatalitik bolgelerinin birbirinden
farkli olusu ise bu aile tiyelerinin islevsel farkini ortaya koyar (Sekil 2.1.) (Gozuacik ve Kimchi 2006).

DRP- 1 proteini, hiicre 6liim yolaginda DAP kinaza “upstream” de etkilidir. DAPk, ekstrakatalitik bolgeden
ZIPk’1 fosforile ederek, ZIPk i sitoplazmik tutulumunu saglar ve boylece ZIPk’in oliime sebep olma
kapasitesini artirir (Sekil 2.2B). DAPk ve ZIPk, kendi katalitik bolgeleri yoluyla birbirleriyle interaksiyona
girerler (Gozuacik ve Kimchi 2006).

P loplar .
Kinaz Ca}{ Ankirin Hiicre iskeletine ]-iflker B?[lum .
Bélgesi Regil Teprarian Balge olgesl

Baglanma

DAPk

Ser308
Kinaz CaM  Kuyruk

Bilgesi Regiil.
DRP1 D:!J]}j
Ser308

Kinaz Liisin
Bilgesi [ Fermuari

zirk | I | IR

Sekil 2. 1. DAP kinaz protein ailesi iiyeleri (Gozuacik ve Kimchi 2006)

DAPKk protein ailesi; TNF-a, Fas ligandi, Seramid, Onkogenler, TGF-f, arsenik trioksit ve ECM’den ayrilma
gibi intrinsik ve ekstrinsik cesitli apoptotik uyaricilarin indiikledigi apoptotik hiicre 6liimiinde etkilidir (Sekil
2.2A) (Gozuacik ve Kimchi 2006). DAPk ailesi iiyelerinin overekspresyonu; zar balonlagmasi, niikleer
kondensasyon ve hiicre biiziilmesi gibi hiicre oliimiiniin morfolojik karakterlerinin olusumuna neden olur
(Kogel vd 2001).



Onkogenler Anoikis
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Sekil 2. 2. DAP kinaz sinyal kaskadi. A. DAP kinaz ailesinin aktivasyonuna neden olan upstream sinyaller.
B. DAP kinaz proteinleri arasindaki iligki (Gozuacik ve Kimchi 2006)

DAPK1 proteini; Kinaz Bolgesi, CaM regulator bolgesi, Ankirin tekrarlari, P loplar, Mikrofilament
baglanma bolgesi ve Oliim Bolgesi iceren ¢oklu bolge yapisina sahiptir (Sekil 2. 3.) (Raveh ve Kimchi 2001).

CaM baglanma bolgesine, Ca*” ile aktive edilen Kalmodulin baglanir. Bu baglanma; protein yapisinda
yeniden diizenlenme ve bicimsel degisiklige yol acar (Bialik ve Kimchi 2004).

DAPKI1 proteini, Ser’*®®’de otofosforilasyona ugrar. Bu fosforilasyon, proteinin kalmoduline olan afinitesini
azalr ve boylece DAPKI1’ in katalitik aktivitesinin etkisini zayiflair. DAPK1 aktivitesinin bu
otofosforilasyon ile negatif regiilasyonu, DAPK1 protein ailesi kinazlarin en belirgin 6zelligidir (Chen vd
2006). DAPK1’in bilinmeyen bir fosfataz yoluyla gerceklestirilen defosforilasyonla aktive edildigi
bildirilmektedir (Shang vd 2005).

Bilgesi
Call
Regiilatir
Bilge
. Oliim Bilgesi
Kinaz
Bilgesi C terminal Kuyrugu

Sekil 2. 3. DAP Kinaz Protein Yapist (Raveh ve Kimchi 2001)

DAPKI proteininin N terminalinde bulunan katalitik bolge; Ser/Thr kinazlarin 11 tipik alt bolgesini igerir.
Katalitik bolge; bir¢ok proteinde yaygin bir yapisal 6zellik olan, biiyiik helikal C-terminal bolgesi ve f-
tabakalarda diizenlenmis N terminal bolgesini igeren iki loblu bir konformasyona sahiptir. B-tabakalardan



olusan ATP baglanma bolgesi bu iki lob arasinda bulunmaktadir. Bu yapi; ATP baglanmasinda kritik
aminoasitlerden biri olan Lys42’ yi icine alan diger kinazlarla yiiksek oranda benzerlik gosterir. Gergekten
Lys42’ den Alanin’ e (K42A) doniisiimle sonuglanan mutasyonla, DAPK] katalitik aktivitesini kaybeder
(Bialik ve Kimchi 2004).

DAPKI1 yapisinda bulunan ankirin tekrarlari; aktin fiberlerine kinazin uygun lokalizasyonu igin gereklidir
(Bialik ve Kimchi 2004). Ankirin tekrarlari, protein veri tabanlarinda en siklikla goriilen amino asit
motiflerinden biridir. Ankirin tekrarlart; hiicre-hiicre sinyalizasyonu, hiicre iskeletiyle biitiinliik saglama,
transkripsiyon ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, inflamatuar cevap, gelisim ve cesitli tasinma islevleri olan
farkli bircok proteinde bulunmustur. Ankirin tekrarlarinin enzimatik aktivitesi yoktur ve genel olarak 6zgiil
protein- protein iliskisine aracilik ederler (Mosavi vd 2004).

DAPKI1 protein yapisinda bulunan birinci P “loop”u; 639- 646 pozisyonunda, 8 ankirin tekrar serisi iceren N
terminalde bulunur. Tkinci P “loop”u ise; 695- 702 pozisyonunda yer alarak, aktin hiicre iskeletine dogrudan
kinaz aktivitesi igerir. Proteinin C terminalinde yer alan 6liim bolgesi ise 6liim reseptorleri ve onlarin adaptor
proteinlerini icerir (Bialik ve Kimchi 2004).

DAPKI1, kendini fosforiller ve Ca**/ CaM baglanma bolgesi yoluyla diizenlenen siirecte ekzojen substrat
yapisini olusturur (Katzenellenbogen vd 1999). DAPKI1 proteininde Ser’”de gerceklesen otofosforilasyon
negatif olarak aktiviteyi diizenler. (Bialik ve Kimchi 2004) (Sekil 2. 4.). Ayrica DAPK1’in katalitik aktivitesi,
ERK yoluyla Ser’*>den gerceklestirilecek fosforilasyonla da upregiile edilebilir (Chen vd 2006).

Apoptotik Sinyal

Anleivin Tekrarlan

Otofosforillerime  Defosforillerime Ca+2Cal Bazlanmas:

DD= (ibiun Bolzesi
KD=Einaz Bélzesi

Sekil 2. 4. DAP Kinaz proteinin fosforilasyonu (Shohat vd 2002)
2.1.1. DAPKI’in Aktin Hiicre Iskeleti Regiilasyonunda Islevi

DAPKI1, aktin mikrofilament sistemiyle birlikte hiicre iskelet sistemine yerlesiktir. DAPK1’in hiicre iskeleti
baglanma bolgesi ve ankirin tekrarlar iskelet sistemine yerlesim icin gereklidir. DAPK1’in sitoiskelet
baglanma bolgesinde gerceklesen bir delesyon, DAPK1’in sitoplazmada daginik olarak lokalize olmasina
neden olurken, ankirin tekrar bolgesinin kaybi ile olusan mutant bir protein ise yanlis adezyona neden olur
(Chen vd 2006).

DAPK1’in kendine ve ekzojen bir substrat olan miyozin hafif zincire (MLC) kars1 intrinsik kinaz aktivitesi
vardir (Cohen vd 1997). DAPKI in vivo olarak MLC’ yi Ser'”’da fosforile eder. DAPK1 aktomiyozin
sisteminin biiziilme ve kasilmasini saglar. Apoptotik hiicrelerde DAPK1 yoluyla MLC fosforilasyonu; hiicre
iskeletinin yeniden bi¢imlendirilmesi, zar balonlagmasi ve sitokinlerin inhibisyonuna neden olur (Sekil 2. 5.)
(Chen vd 2006, Raveh ve Kimchi 2001).
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Sekil 2. 5. DAP kinazin MLC fosforilasyonu yoluyla apoptozis (Raveh ve Kimchi 2001)
2.1.2. DAPKI’in Hiicre Oliimiindeki Islevi

Hiicre 6lim mekanizmalar1 genel olarak apoptozis ve otofaji olmak iizere siniflandirilir. DAPKI geni her iki
mekanizmada da etki gosterir (Gozuacik ve Kimchi 2004).

Apoptotik Hiicre Oliimii ve DAPKI: Tip I Hiicre Oliimii olarak da adlandirilan Apoptozis, kromozom
kondensasyonu, niikleozomal DNA degredasyonu ve fragmantasyonu ile ortaya cikan bir programlanmis
hiicre 6liim mekanizmasidir. Apoptozun bu morfolojik yapisi, Kaspaz protein ailesi iiyelerinin aktivasyonu ile
gerceklestirilir. Hiicrede arta kalanlar, fagositler veya komsu hiicrelerin lizozomlar1 ile uzaklastirilir
(Gozuacik ve Kimchi 2004). Programlanmis hiicre 6liimiintin diizenlemesi, hiicre 6liimiinti uyaran ve hiicre
sag kalimini saglayan bir¢ok farkli sinyal ileti yolaginin birlikte aktivitesiyle gerceklestirilir (Cooper 2006).
Apoptotik mekanizmalar genel olarak dissal (“extrinsic”) ve igsel (“intrinsic”) yolak olarak iki sinifa ayrilir
(Sekil 2. 6).

Dissal yolak, hiicre zarinda yer alan 6liim reseptorlerine (Fas veya TRAIL) apoptozu tetikleyen proteinlerin
(TNF ailesi) baglanmasiyla gerceklesir. Boylece kaspazlar aktive olur ve hiicre apoptoza gider (Redd ve
Pellecchia 2005). DAPKI1 ise IFN-y, Fas ligandi ve TNF-a ile baslatilan digsal apoptoz yolaginda islev
gormektedir (Voso vd 2006). DAPK1’in; Fas reseptoriine, FADD/ MORT!]1 ile prokaspaz 8 veya 10’un
baglanmasiyla olusan olim sinyal kompleksine (DISC-“death inducing signaling complex”) etki ettigi
diisiiniilmektedir (Cohen vd 1999).

igsel yolak, mitokondride hiicre 6liim sinyalleriyle baslatilarak mitokondriden sitokrom ¢ ve diger apoptotik
proteinlerin sitozole salinmasi ile devam eden bir siiregtir. Sitozolde sitokrom-c, kaspazlar1 aktive edecek olan
APAF- 1’e (apoptotic protease activating factor) baglanir ve APAF-1’e prokaspaz-9’un baglanmasiyla da
“apoptozom” olarak adlandirilan ¢oklu bir protein yapisi olusur. Olusan bu apoptozom, kaspaz 9’u aktive
ederek bir proteolitik kaskad: olusturur. Kaspaz-9; prokaspaz-3 gibi “downstream” efektor proteinleri aktive
eder (Redd ve Pellecchia 2005). DAPKI igsel apoptoz yolagi olan mitokondriyal TGF-$ yolaginda islev
gormektedir (Chen vd 2006). TGF-B, DAPKI’in ifade edilmesini indiikler. DAPK1, mitokondiyal pro-
apoptotik yolakta Smad baglanmasi ile TGF-f’ nin apoptotik dengeleyicisi olarak islev goriir (Jang vd 2002).
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Sekil.2. 6. Ekstrinsik ve Intrinsik Apoptoz Yolaklar (Sa nchez-Capelo 2005)

Bu bilgiler 1s18inda DAPK1 proteini, ekstraseliiler matriksten ayrilma, c-Myc aktivasyonu ve Fas, TNF-aq,
IFN-y’ y1 iceren intrinsik ve ekstrinsik apoptotik sinyallerin katilimiyla, hiicre 6liimiinii saglayan bir Ser/Thr
kinaz olarak tanmimlanmaktadir (Shohat vd 2001). Bir 6lim bolgesi iceren ve kalmodulinle diizenlenen
DAPKI, islevi ¢ok az bilinen proapoptotik bir aktiviteye sahiptir (Lévy 2004, Chen vd 2005).

Otofajik Hiicre Oliimii ve DAPK1: Otofajik hiicre 6liimii, bocek metamorfozu gibi gelisimde ve eriskinde
homeostatik siirecte gozlenir. Baz1 durumlarda, otofajik ve apoptotik hiicre 6liimiiniin morfolojik 6zellikleri
veya otofajik ile nekrotik hiicre oliimiiniin morfolojik 6zellikleri ayni hiicrede gozlenebilmesine ragmen,
otofajik hiicre o6liimii (veya Tip II hiicre 6liimii); biyokimyasal ve morfolojik olarak apoptozdan (Tip I hiicre
Olimii) ayrilir. Otofajik 6liimde, kaspaz aktivasyonu ve DNA fragmentasyonu gézlenmez. Otofajik hiicre
oliimii, mitokondri, golgi gibi sitoplazmik organelleri ve sitopldzmayi yutan sitoplazmik vezikiillerin
goriilmesiyle tanimlanmaktadir (Chen vd 2006, Levine ve Yuan 2005). Otofajide, otofagozom veya otofajik
vakuol olarak bilinen ¢ift veya daha fazla membran yapilar1 olugsur. Memelilerde otofagozomun dis membrani
lizozomla, maya ve bitkilerde ise vakuolle kaynasir (Levine ve Yuan 2005). Hiicrelerde, DAPKI’in ifade
edilmesi ise otofajik vezikiillerin olusumu ve zar balonlagmasina yol acar (Bialik ve Kimchi 2004). Otofajik
vezikiiller ve bu vezikiillerin igerigi, ayn1 hiicrenin lizozomal hidrolazlar: tarafindan yok edilir (Gozuacik ve
Kimchi 2004). Otofaji; hiicrelerin hiicre ici besin ve enerji iiretimine ihtiyaci oldugunda hizla upregiile edilir.
Dolayisiyla hiicre yogunlugu (density), oksijen konsantrasyonu, sicaklik, hormonal faktorler ve besin durumu
otofajinin kontroliinde 6nemlidir. Tip I programli hiicre 6limii olan apoptozda, hiicre iskelet proteinlerinin
erken yikilmasi gozlenirken organeller gec evreye kadar korunurlar. Buna karsilik Tip II hiicre oliimii olan
otofajide, organellerin erken degredasyonu gerceklesir fakat ge¢ evreye kadar hiicre iskelet elementlerinin
korundugu gozlenmistir (Levine ve Yuan 2005).

Apoptotik ve otofajik hiicre 6liimii arasinda karsilikli iliskiler bulunmaktadir. Ornegin, bazi proapoptotik
sinyaller (digsal apoptoz yolagi bilesenleri olan TRAIL, TNF ve FADD, seramid, kalsiyum-kalmodulinle
regiile edilen serin-treonin kinazlar olarak bilinen DRP- I ve DAPK]I) otofajiyi indiikler. Buna karsin, Sinif I
PI3K/Akt/TOR sinyalizasyonu gibi antiapoptotik sinyaller otofajiyi baskilamaktadir. Apoptozun
mitokondriyal regiilasyonunu saglayan genler, otofaji yolagiyla birbirini etkileyebilir. Bu yiizden
mitokondrinin, otofaji ve apoptoz yolaklarinin birbirini etkilemesine neden olan bir baglanti noktas: 6zelligi
gosterdigi diisiiniilmektedir. Memeli hiicrelerinde dis mitokondriyal membranda bulunan Bcl-2 ailesi tiyeleri
otofajiye etki eder. Bcl-2 downregiilasyonu, insan 1osemi hiicrelerinde kaspaz bagimsiz bir yolda otofajiyi
artirir. Bel- 2, bir otofaji proteini olan Beclin-1 ile direk bir interaksiyon yoluyla otofajiyi inhibe eder. Fakat



mitokondride Bcl- 2 proteinlerinin otofajiyi regiile edici islevleri heniiz tam olarak agiklanamamustir (Levine
ve Yuan 2005).

Hiicre 6liim mekanizmalariyla iliskili olan DAPK1 geni kanserin baskilanmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Hiicrede hiicre iskelet proteinleriyle birlikte bulunan DAPKIgeni; c-Myc veya E2F-1 gibi onkogenlerin
aktivasyonu karsisinda, eksprese olarak P19**" aktivitesini uyarir. Boylece P19*%", p53’iin negatif bir
regiilatorii olan Mdm?2’yi inaktive ederek, p53 stabilizasyonunu saglanmasi ile hiicresel transformasyonun
baskilanmasina neden olur (Sekil 2.7) (Gozuacik ve Kimchi 2006). DAPK1 -/- olan fibroblastlarda hem p53
seviyesinin hem de apoptoz miktarinin azaldigi tespit edilmesi, kanserin erken gelisiminde DAPK1’in
koruyucu olarak gorev yaptigini desteklemektedir (Ng 2002, Bialik ve Kimchi 2004).

Hiicre Zan

Hiicre Iskeleti

Sekil 2.7. Tiimor baskilanmasinda DAPK proteinlerinin etkili oldugu molekiiler mekanizmalar
(Gozuacik ve Kimchi 2006)

Amino asit ve/veya biiyiime faktorii yoklugunda otofajiyi regiile eden p53 ve mTor yolag: arasinda ise bir
iliski ortaya konmustur. Antiapoptotik bir sinyal yolaginda etkili olan mTor aktivitesinin inhibe edilmesiyle,
p53 aktivasyonu otofajiyi uyarir (Sekil 2. 7) (Gozuacik ve Kimchi 2006).

Son ¢aligmalar, DAPK1 ve ERK1/2 arasinda karsilikli bir etkilesim oldugunu ortaya koymustur. Bu karsilikli
iligki, hiicrede proliferasyon sinyali olusturan ERK2’nin DAPK1 tarafindan sitopldzmada tutularak ¢ekirdege
giriginin engellenmesi ve DAPK1’in ERK2 ile fosforile edilerek kinaz aktivitesinin artirilmast ve hiicre
Olimiiniin aktiflestirilmesiyle gerceklestirilir. Hiicre sagkalimi ve cogalmasinmi saglayan ERK1/2’nin
cekirdege girisi inhibe edildiginde Elk-1 gibi ERK’le calisan niikleer hedef sinyalleri bloke edilerek, hiicre
proliferasyonu engellenir. Son yillarda ERK2’nin, kolon kanser hiicrelerinde makrootofajide rol oynayan
GAIP (Go-interacting protein)’in golgiye lokalizasyonu ve fosforilasyonunu etkiledigi gosterilmistir
(Pattingre vd 2003). Diger bir calismada ise Ras/Raf/ERK yolaginin GAIP fosforilasyonu yoluyla otofajiyi
regiile ettigi tespit edilmistir (Sekil 2.7) (Gozuacik ve Kimchi 2006). Sonu¢ olarak DAPKI, otofajiyi
indiikleyerek ve/veya timor baskilayici aktivitesiyle etkili olmaktadir.

2.1.3. DAPKI’in Anoikisin Indiiklemesindeki Tslevi

Hiicreler aras1 maddede (ECM) adezyon, integrin yoluyla hiicrenin hayatta kalmasini regiile eder (Chen vd
2006). DAPKI; integrin sinyalinin inhibisyonu yoluyla, hiicrelerin hiicreler arasi maddeye adezyonunu
etkileyerek apoptoza neden olur. Adezyon kaybi, Anoikis olarak bilinen kaspaz bagimli hiicre olimiinii



etkinlestirebilir (Bialik ve Kimchi 2004). Anoikis; hiicre ve hiicreler aras1 madde iliskisinin yetersiz kalmasi
veya kaybolmasi yoluyla tetiklenmis olan apoptozun bir alt kiimesidir (Chen vd 2006).DAPKI, ECM hayatta
kalma sinyalinin bloke edilmesiyle p53 indiiksiyonuna neden olarak integrin aracili hiicre adezyonunu
baskilar. Boylece DAPK]I bir anoikis indiikleyicisi olarak tanimlanir (Chen vd 2006).DAPK’in indiikledigi
¢ok cesitli olan bu hiicre 6liim yolaklarin se¢iminin hiicrenin genel durumuna bagl oldugu diisiiniilmektedir
(Bialik ve Kimchi 2004).



2.2. Kronik Miyeloid Losemi (KML)

Losemiler; hiicre ¢ogalmasi ve hiicre olgunlagsmasi arasindaki dengenin bozulmasi ile sonuglanan kan
hiicreleri ve/veya Onciilerinin asir1 artii ile karakterize olan malign, hematolojik bir hastaliktir (Melki ve
Clark 2002). Losemiler; hematopoetik kok hiicrelerden aldiklar1 kokene gore, miyeloid ve lenfoid 1osemi
olmak iizere ikiye ayrilir. Bunlar da kendi icerisinde akut ve kronik faza gore, akut lenfoid (ALL), akut
miyeloid (AML), kronik lenfoid (KLL), kronik miyeloid 16semiler (KML) olarak gruplandirilirlar (Beksag
1997).

Kronik Miyeloid Losemi (KML), t(9;22) (q34;qll) translokasyonu sonucu olusan Philadelphia (Ph)
kromozomu ile karakterize olan hematopoetik kok hiicrelerin neoplastik bir hastaligidir (Beksag 1997).
t(9;22) translokasyonu, kromozom 9’daki ABL onkogeni ile kromozom 22’deki BCR geninin fiizyonu ile
sonuclanmaktadir (Sekil 2.8.) ( Litzow 2006). Kimerik BCR-ABL onkoproteinin ekprese eden hiicreler,
apoptozun inhibisyonu ve farklilasmanin kayb1 sonucu hiicrelerin asir1 ¢ogalmasi ile malign transformasyon
gosterir (Walz ve Sattler 2006).

A
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Sekil 2. 8. Ph Kromozomunun Olusumu (Litzow 2006)

230 kb olan ABL geni, 9. kromozomun q34 bolgesinde yerlesim gosterir (Pane vd 2002). Bir onkogen olan
ABL geni non reseptdr tirozin kinazi kodlar. Insan ABL proteini yaygin olarak eksprese edilen 145 kD’luk bir
proteindir (Deininger vd 2000). BCR geni ise 22. kromozomun ql1 bdlgesinde lokalize olup bu gen {iriinii
160 kD’luk BCR proteinidir. (Melo vd 2004). BCR ve ABL genleri arasinda t(9;22) (q34;q11) translokasyonu
ile olusan BCR-ABL fiizyon geninin kodladigi 210 kD’luk sitoplazmik onkoprotein; artmis tirozin kinaz
aktivitesine sahiptir ve hiicre dongiisti kontroliinden bagimsiz olarak hareket ederek 16semiye neden olur.

BCR-ABL proteininin 4 yoldan malinite olusumunu tetikledigi belirlenmistir (Deininger 2000, Deininger ve
Vierra 2000).

Hiicrenin adezyon 6zellikleri degisir.

Mitojenik aktivasyona yol agar.

Apoptozu inhibe eder.

Abl tirozin kinaz aktivitesini inhibe edici proteinlerin yikimina yol agar.

e e

BCR-ABL onkoproteini, Ras, Jak/STAT, PI3 kinaz ve Myc sinyal yolaklar1 gibi bircok mitojenik sinyal
yolaginin aktivasyonuna sebep olur ve hiicrenin ¢cogalmasini indiikler (Sekil 2.9) (Melo vd 2004).



BCR-ABL

Sekil 2.9. BCR-ABL fiizyon geninin etkili oldugu yolaklar (Deininger vd 2000)

Losemi hiicreleri, BCR-ABL fiizyon proteininin ekspresyonu sonucunda, Kaspaz- 3 inhibisyonu ile sitokrom-
c’nin sitozole saliniminin engellenmesiyle apoptoza gitmezler. Bu antiapoptotik mekanizma, Bcl-2, Bcl-xl
veya Mcl-1 antiapoptotik genlerin overekspresyonu ile ortaya c¢ikar (Ikeda vd 2006).

BCR-ABL, gen transkripsiyonun aktivasyonu ya da represyonu i¢in onemli olan onkogenik sinyallerin
iletiminde gorevli cesitli proteinlerle etkilesmesinde, apoptotik yanitin mitokondrial iglenmesinde, hiicre
iskeleti organizasyonunda ve inhibitor proteinlerin degredasyonunda etkilidir (Litzow 2006).

KML’nin de icine girdigi Hematopoetik Malignensiler, cesitli genlerin mutasyonlar1 ve epigenetik
modifikasyonlariyla ortaya ¢ikabilmektedir. Bu malignensilerde DNA hipermetilasyonu ile farkli islevde
bir¢cok gen susturulabilir (Cizelge 2.1.) (Galm vd 2006).

Cizelge 2. 1. Hematopoetik malignensilerde siklikla metile olan genler(Galm vd 2006)

Tiimor Tipi Genler
Non Hodgkin’s Lenfoma DAPKI, p57, p16, O°MGMT, GST n, RARS2, CRBP1
Multiple Miyeloma pl6, SOCS- 1, E-kaderin, p73, DAPK1
Kronik Miyeloid Losemi pl5, abl
Akut Lenfositik Losemi E-kaderin, pl5, pl6, p73, DAPK1, O°MGMT
Akut Miyeloid Losemi pl5, E-kaderin, SOCS- 1, p73, DAPKI, HICI, RAR 2, CRBPI

2.2.1. KML’de imatinib Tedavisi ve imatinib Direnci

Imatinib, BCR-ABL otofosforilasyonunun ve substrat fosforilasyonunun inhibisyonunu gerceklestirerek,
etkilenen hiicrelerin proliferasyonunu bloke eder ve apoptozu indiikler. Imatinib, ABL kinaz domainindeki
amino asitlere baglanir ve adenozin trifosfat (ATP) ‘in baglanmasini bloke ederek BCR-ABL proteininin
inaktif konformasyonda kalmasini indiikler. Bu durum da ATP’den fosfat transferini engeller ve downstream
sinyal iletim yolaklarin1 bloke ederek biiyiime duraklamasina ya da apoptoza neden olur. Son yillarda
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hastalarda Imatinib’e kars: direnc ortaya ¢ikmakta ve tedavinin seyri degismektedir. Imatinib’e kars1 gelisen
by dirence sebep olan cesitli mekanizmalar bulunmaktadir (Walz ve Sattler 2006).

2.2.2. imatinib’e Kars1 Gelisen Direnc Mekanizmalari

2.2.2.1. BCR-ABL’de ABL geninin tirozin kinaz domainindeki nokta mutasyonlari; 6zellikle primer
direngten ziyade kazanilmig direncte goriilmekte ve KML’nin tiim fazlarinda bulunmasina ragmen daha
siklikla hastaligin gec kronik veya akselere fazinda gozlenmektedir. Bu mutasyonlar; imatinib baglanma
bolgesi, ATP baglanma bolgesi, Aktivasyon bolgesi ve Katalitik bolgede yer alan gerceklesen mutasyonlar
olmak iizere 4 ana grupta toplanmaktadir. T3151 ve F317L Mutasyonlari; (1) imatinib baglanma bolgesinde
yer alir. T3151 Mutasyonu; ABL 1la proteinin 315. pozisyonunda, 1b proteininde 334 pozisyondaki treonin
(Thr,T) amino asidinin izolosine (Ile,I) doniisiimii ile gerceklesir. Bu mutasyon Gleevec’in baglanabilme
yetenegine zarar verir fakat ATP’nin baglanmasim etkilememektedir. F317L Mutasyonu; ABL proteininin
317. pozisyonundaki fenilalaninin (Phe,F) 16sine (Leu,L.) dontigmesine ile ortaya cikar. (2) ATP baglanma
bolgesinde (fosfat ya da P-loop) gerceklesen ve Imatinib’in baglanmast igin gerekli konformasyonunu
destabilize eden P loop mutasyonlar1 ise; tirozin253fenilalanin / histidin (Y253F/H), glutamikasit255lizin/
valin (E255K/V), glisin250glutamikasit/ alanin/ fenilalanin (G250E/A/F) ve glutamin252histidin/ arjinin
(Q252H/R) ‘dir. (3) ABL kinazin aktivasyon bélgesinde de mutasyon gerceklesebilir. Bu durumda ise,
Imatinib ABL’1 inaktif konformasyonda stabil kilar ve ABL aktif durumdayken baglanamaz. Dirence sebep
olan bir diger mutasyon ise; imatinib ve diger kiiciik molekiilli tirozin kinaz inhibitorlerinin baglandigi
aralikta yer alan (4) katalitik bolgede gerceklesir (Walz ve Sattler 2006).

2.2.2.2. BCR-ABL geninin amplifikasyonuna bagh BCR-ABL proteininin artmis ekspresyonu

2.2.2.3. Farmakolojik Mekanizmalar; MDR1 geninin asir1 ekspresyonu sonucunda yiiksek P-glikoprotein
seviyesi ve al asid glikoprotein (AGP) ’inin artmis ekspresyonu da, imatinib direncine katki saglayan
farmakolojik mekanizmalardir (Walz ve Sattler 2006).

2.2.2.4. Imatinib direncinde BCR-ABL bagimsiz sitogenetik degisiklikler; BCR-ABL, hastaligin kronik
fazdan, akselere ve blast faza gecis siirecinde, genomik instabiliteyle ve boylece ek mutasyonlarin birikimi ile
birlikte gozlenebilir. Ornegin, baz1 hastalarda kromozomal translokasyona ek olarak; aneploidi, p53 alel
kaybina yol agan 17.kromozomun kisa kolundaki degisimler ve yeni resiprokal translokasyonlar ortaya
cikmigtir (Walz ve Sattler 2006).

2.2.3. BCR-ABL sinyal yolaklarimin hedeflenmesi

Cok farkli sinyal yolaklari iizerinden hiicrede proliferasyona neden olabilen BCR-ABL proteininin islevi; Ras
Yolag1 (Farnezil Transferaz inhibitorleri ve MAP kinaz inhibitorleri) veya PI3K Yolaginin (PI3K
inhibitorleri, PDK1 inhibitérii ve mTOR inhibitorleri) hedeflenmesiyle inhibe edilmektedir. Ayrica bu
inhibisyonda, bazi ek hedeflerde kullanilabilir. Ornegin, anti-anjiogenik bir molekiil olan 2-metoksiestraidol,
BCR-ABL transforme hiicre serilerinde imatinible kombine olarak etki gostermektedir. 2-metoksiestraidol, in
vivo ve in vitro olarak mikrotiibiillere baglanarak onlar1 destabilize eder. imatinible kombine olarak kullanilan
2-metoksiestraidol, hiicre biiylimesini azaltici etkide bulunmaktadir. Ayrica bir DNA metilasyon inhibitorii
olan 5 aza 2 deoksisitidinin, imatinibe direngli hiicrelerde faydali oldugu gosterilmistir. Bu etki direncin
molekiiler mekanizmasina baglidir ve imatinib, T315I mutasyonu olan BCR-ABL eksprese eden hiicrelerde,
decitabine direncini tegvik etmektedir (Walz ve Sattler 2006).

2.3. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar; DNA dizisinde bir degisim icermeyen ve hiicre dongiisii boyunca gerceklesen
kalitsal degisikliklerdir. Epigenetik degisiklikler; genetik modifikasyonlardan farkli olarak geri dontigebilme
potansiyellerine sahip olma, genomda yakindaki bir diger gen grubunu etkileyebilme ve ¢evre ile modifiye
edilebilme gibi ortak dzelliklere sahiptirler (Feinberg 2004).
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Epigenetik degisiklikler; DNA metilasyonu, Histon modifikasyonlart ve RNA aracili gen susturulmalari
olarak 3 temel grupta toplanir (Peedicayil 2006) (Sekil 2. 10.).

W ffade Olan Gen E é Z E ! E Ifade Olmayan Gen
CHs HAT
W Sessizlestiiilinis Gen AC AC
CHs Gen Translkyipsiyonunum
Aktivasyonu
Cc D
Antisense Transkriptler Transkripsiyonel RNA
RNA L N on-Coding RIVA Tar Sustwmulma
RIVA1 l
Celardel Cen
Susturulmasi
Sitoplazina Histon S DINA
RNA — Post-Transkiipsiyonel Modifikasyonu 7 Metilasyonu
Gen Sustmulmasi

A DA Metlasyonunun sebep oldugu gen susturulmass,

B. Eromatinde histonlann deasetilasyonu voluyla gen transkripsivonumun susturulmast
C. EMA aractl transkripstyonel ve post-transkripstyonel gen susturulmast

D 3 epigenetik mekamzma arasindakd iligki

Sekil 2. 10. Epigenetik Mekanizmalar (Peedicayil 2006)

2.3.1. Histon Modifikasyonlari

Histonlarin post-transkripsiyonel modifikasyonlari, metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon,
ubikutinasyon/sumolasyon ve ADP-ribozilasyonudur (Lu vd 2006).

Metilasyon: Histonlarda Lizin ve Arjininin azot atomlarinda post-translasyonel olarak gerceklesen kovalent
bir modifikasyondur. Histon H3 ve H4’te birka¢ rezidiide meydana gelen Lizin metilasyonu; transkripsiyon
aktivasyonu boyunca niikleozom degisikliklerini saglayan “Chromatin Remodeling”e neden olur. Arjinin
metilasyonu ise cesitli genlerin transkripsiyonel aktivitesi ile iliskili olup, bu aktivasyonun histon
asetilasyonuyla olan birlikteligi gosterilmistir (Santos-Rosa ve Caldas 2005).

Asetilasyon/deasetilasyon ile kromatin katlanmalarmin degisimi ve transkripsiyon koregiilatorler igin
spesifik baglanma yiizeylerinin olusumu saglanarak gen ifadesi diizenlenir. Histonlarin asetilasyonu,
transkripsiyon faktorleriyle promotora 6zgii gen ifadesinin aktivasyonunu saglar. Histon asetilasyonu ve
deasetilasyonu; Histon Asetil Transferaz (HAT) ile Histon Deasetilaz (HDAC) enzimleri ile regiile edilir
(Ducasse ve Brown 2006).

Fosforilasyon: Kovalent bir post-translasyonel modifikasyon olan bu mekanizma i¢in fosforillenecek olan
baslica substrat histon H3’tiir. Histon H3’iin amino terminalinde bulunan 10. pozisyonundaki Serin’in
fosforillenmesi, perisentrik heterokromatinde, kromozom kondensasyonunun baslatilmasi igin gereklidir
(Santos-Rosa ve Caldas 2005).
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Ubikutinasyon ve Sumolasyon: Histon Lizin rezidiilerinin g-amino grubu ubikutin ve ubikutin benzeri
proteinler (SUMO) yoluyla modifiye edilebilir. Histon ubikutinasyonu genellikle artan gen ifadesiyle iliskili
iken, Histon sumolasyonu ise azalmis gen ifadesi ile iliskilidir (Santos-Rosa ve Caldas 2005).

ADP-Ribozilasyonu; DNA hasarina karst olusan hiicresel cevaplarda yer alan post-translasyonel bir
modifikasyondur. Negatif yiiklii poli-ADP-riboz zincirinin, DNA ile histonlar arasindaki etkilesimi azaltarak,
kromatinde bolgesel agilmalara neden oldugu diisiiniilmektedir (Morin vd 1999).

2.3.2. RNA Aracih Gen Susturulmasi

Antisense transkript, kodlanmayan RNA ve siRNA’lar olarak cesitli formlarda bulunan RNA; histon
modifikasyonu ve DNA metilasyonunu kolaylastirarak, gen ifadelerinin susturulmasini indiikleyebilir
(Peedicayil 2006).

Promotor bolgelerinde CpG adaciklarini hedef alan Kodlanmayan (Non-Coding) RNA, gen ifadesinde etkili
olan DNA ve Histon Metilasyonu ile birliktelik gostererek etki eder. Ancak, transkripsiyonel aktivite
acisindan non-coding RNA’nin etkisi heniiz tam olarak bilinmemektedir (Ducasse ve Brown 2006).

siRNA (Small Interfering RNAs) ise mRNA degredasyonunun hedeflenmesi yoluyla genlerin
sessizlestirilmesinde etkin olan bir molekiil olarak tanimlanmistir (Lu vd 2006). siRNA’nin, gen
aktivasyonunun fizyolojik regiilasyonu ve immiin savunma olmak {iizere iki énemli islevi vardir (Tchurikov
2004). RNA interferansin akciger ve meme kanser hiicrelerinde, DNMT1 protein ekspresyonunu “down-
regiile” ettigi tespit edilmistir (Lu vd 2006).

2.3.3. DNA Metilasyonu

Insanda baslica epigenetik degisiklik, CpG diniikleotitleri icinde bulunan sitozinlerin metilasyonudur (Etseller
ve Herman 2002). Bazi memeli genleri, DNA dizilerindeki metilasyonla sessizlestirilir. Ayrica, memeli
genomunun biiyiik boliimii bu yolla isaretlenir (imprint) ve DNA metilasyonu siklikla heterokromatin
bolgelerde goriiliir (Watson vd 5. baski). Epigenetik bir mekanizma olan genlerin CpG adaciklarinin
metilasyonu, kanserde gen susturulmalarinda; gen delesyonu ve gen mutasyonlari ile esit neme sahip olarak
goriilmektedir (Melki ve Clark 2002).

Okaryotlarda DNA metilasyonu; sitozin halkasinin 5. posizyonundaki karbonuna metil grubunun (-CHj)
eklenmesiyle meydana gelir (Sekil 2. 11). Memeli hiicrelerinin genomik DNA’larimin yaklasik olarak %3-
5’inde sitozin rezidiilerinde metilasyon goriilmektedir. Sitozin bazinda gerceklesen bu modifikasyon, DNA
replikasyonundan sonra meydana gelir ve bu olay DNMT1 (DNA metiltransferaz) enzimi tarafindan
katalizlenir. DNMT1 enzimi, genomik DNA’daki CpG diniikleotidlerini (CpG adaciklar1) substrat olarak
kullanir (Momparler ve Bovenzi 2002). Memeli DNMT1 metiltransferaz enzimi, DNA’daki hemimetile
bolgelere karsi yiiksek afiniteye sahip olmasina karsi ayrica metile olmams bolgelerde de de novo
metilasyona neden olabilmektedir (Singal ve Ginder 1999). DNMT]1, ilk kez kolon kanserlerinde bildirilmis
olup, artan ekspresyon miktarindan dolayt DNA metilasyon profilini degistirdigi gosterilmistir (Melki ve
Clark 2002).
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Sekil 2. 11. Sitozin metilasyonu, demetilasyonu, sitozin ve S-metilsitozin mutagenezi icin biyokimyasal
yolagin sematik gosterimi. (Singal ve Ginder 1999)

2.3.3.1. CpG Adaciklar:

Insan genomunda CpG diniikleotidince zengin bolgelere CpG adaciklari denir. Bu adaciklar, genellikle tiim
normal dokularda metile degildir ve genlerin 5° ucunda (promotor, ifade edilmeyen bolge- UTR, ekzon- 1)
bulunur (Etseller ve Herman 2002).

CpG adaciklar ilk olarak, restriksiyon enzimi Hpall i¢in kesim bolgesine sahip kisa genomik DNA bolgeleri
olarak tanmimlanarak, “Hpall Tiny Fragment (HTF) adaciklar1” olarak adlandirilmistir. CpG adaciklar1 1- 2 kb
uzunlugunda kisa DNA bolgeleridir ve genomun yaklagik olarak %2’sini olusturmaktadirlar. Bu bolgeler,
%60- 70 oraninda guanin ve sitozince (GC) zengin dizilere sahiptir (Melki ve Clark 2002).

CpG metilasyon icerigi ve modeli hem tiire, hem de dokuya ozgiidiir. Normal insan doku DNA’sinda 5-
metilsitozinin orani; HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ve HCPE (High Performance
Capillary Electrophoresis) ile yapilan olciimlerde %0.75- 1 olarak bildirilmektedir (Etseller ve Herman
2002).

CpG adaciklari, “housekeeping” genleri olarak bilinen temel genlerde, dokuya 6zgii genlerin 5°promotor
bolgelerinde ve ayrica bazi genlerin 1.ekzonlarinda bulunmaktadir. insan genomunda bu sekilde tanimlanmis
45.000 CpG adacig1 bulunmaktadir (Melki ve Clark 2002). CpG adaciklar1 normalde; isaretlenmis (imprint)
genler, kadinlarda X kromozom genleri, esey hiicrelerine 6zgii genler ve dokuya 6zgii genler olmak iizere 4
durumda metiledir (Etseller ve Herman 2002).

Metilasyon durumunun hiicre tipine dzgiilliigii, farkli malignensiler arasinda siklikla goriiliir. Losemide, CpG
adaciklarindaki sitozinlerde metilasyon artiglari; hipermetilasyon ve hiicre tipi 6zgiilliigiinden kaynaklanir
(Melki ve Clark 2002).

Hipermetilasyonla gerceklesen sessizlesme; DNA tamiri (hMLHI, BRCAI, MGMT), hiicre dongiisii ve
apoptoz (DAPK, APAF-I) gibi, hiicresel iletisimdeki tiim yolaklar: etkiler (Etseller ve Herman 2002).
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2.3.3.2. Kanserde Metilasyon Profili

Genelde tiimor baskilayic1 genlerde, metilasyonun artmasi, DNMT enzimlerinin yiikselmesi ile birlikte
gozlenir. DNMT1’in artis1, ilk kez kolon kanserinde rapor edilmistir. DNMT1 aktivitesinin insan kolon
kanseri disinda akciger kanserlerinin ileri asamasinda ve 16semili hastalarin olgunlasmamus hiicrelerinde de
arttig1 gosterilmistir (Melki ve Clark 2002).

Kanserli hiicrelerin DNA’sinda 5-metilsitozin (5-MeC) miktarinda azalma goriilmektedir. Ancak bazi
bolgelerde; ornegin tiimor baskilayict genlerde, DNA hipermetilasyonu saptanmistir. Buna karsin DNA
hipometilasyonu ile de onkogen aktivasyonu gerceklesmektedir. Bu degisim solid tiimorlerde oldugu gibi
16semilerde de bildirilmektedir (Sekil 2. 12.) (Melki ve Clark 2002).

NORMAL HUCRE

Hassas bilgelerde
tanimlanmis olan
CpG dinlkleotitierinin
vaklasik clarak %709
metillenmis durumdadir.

CpG adaciklanndaki
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hipermetilasyon gérillmektedir. artig

Genomdaki Hipometilasyon

- Genomik instabilite
- Potansiyel olarak onkogenlerin
aktivasyonu

Sekil 2.12. Kanserde metilasyon goriiniimii (Melki ve Clark 2002)

2.3.3.3. DNA Metilasyonu Araciligiyla Transkripsiyonun Baskilanma Mekanizmalari

Transkipsiyon aktivator faktoriiniin baglanmasima direk miidahale: AP-2, c-myc/ myn, cAMP-bagiml
aktivator CREB, E2F ve NF-B gibi bazi transkripsiyon faktorlerinin tamyip baglandigi bolgeler, CpG
rezidiileri icermektedir. Bu bolgelerde meydana gelen metilasyon sayesinde transkripsiyon faktorleri
baglanamadigindan transkripsiyon inhibe olur. Buna karsin, bazi transkripsiyon faktorleri (6rnegin; Spl ve
CTF) baglanma bolgelerindeki metilasyona duyarli degildir ve bir¢ok faktoriinde baglanma bolgesinde CpG
diniikleotid rezidiileri bulunmamaktadir (Singal ve Ginder 1999).

Spesifik transkripsiyonel baskilanma: Spesifik transkripsiyonel represoriin, metillenmis DNA’ya direk
baglanmasiyla meydana gelir. Bu 6zellige sahip iki faktor MeCP-1 ve MeCP-2 (metil sitozine baglanma
proteini 1 ve 2), herhangi bir dizide metillenmis CpG rezidiilerine baglanarak inaktivasyona neden olur
(Singal ve Ginder 1999).
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inaktif Kromatin Yapisi: DNA metilasyonu, kromatin yapisinda degisiklikler meydana getirerek
transkripsiyonu engelleyebilir. Heterokromatin bolgelerin olusumunda ve genomun siki bir sekilde
paketlenmesinde DNA metilasyonu 6nemli rol oynamaktadir. Heterokromatin bolge icerisinde yer alan genler
genellikle ifade bulamazlar (Sekil 2. 13.) (Singal ve Ginder 1999).
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Sekil 2. 13. Sitozin metilasyonu araciligryla transkripsiyonel susturulma mekanizmalar
(Singal ve Ginder 1999)

2.3.3.4. DNA Metilasyonunun Kanser Gelisiminde Etkiledigi Mekanizmalar

Kanser hiicrelerindeki C — T doniisiimii: Metile olmamig C, deaminasyon sonucu U’e doniisiir. Ancak
Urasil-DNA glikosilaz enzimi sayesinde G:U yanhs eslesmesi taninir ve onarilir. Bununla birlikte, DNMT
enzimi bu onarimi bloklamaktadir. DNMT enzimi CpG adaciklarindaki sitozinlere (C) metil grubu ekler.
5MeC’in deaminasyonu sonucunda T bazi olusur. Ancak bu dontisim DNA’da taninarak onarilamaz ve
boylece nokta mutasyonlart meydana gelir. Bu olaya timor baskilayici gen olan p53 6rnek verilebilmektedir.
fnsan solid tiimérlerinin %350’sinden fazlasinda p53 tiimor baskilayict geninde mutasyon gériilmektedir ve
bunlarin %?24’iinii, CpG adaciklarindaki C—T doniisiimii olugturmaktadir (Singal ve Ginder 1999).

DNA hipometilasyonu: Genomik metilasyon diizeyindeki diisiis bir diger mekanizmadir. Bu olay sonucunda
metilasyon araciligiyla inaktiflesmis olan genler, metilasyonun kalkmasi ile aktif duruma gecerler. Bunlara
kronik lenfoid losemilerdeki bcl- 2 onkogeninin reaktivasyonunu ornek verebiliriz (Singal ve Ginder 1999).

Tiimor baskilayic1 genlerin hipermetilasyonu: DNMT1 diizeyindeki artis sonucunda, tiimor baskilayict
genler promotor dizilerindeki CpG adaciklarinda meydana gelen hipermetilasyon sonucunda inaktive
olabilmektedir (Singal ve Ginder 1999).

DNA metilasyonundaki bozulmadan dolayr kromozomal instabilite: Kanser gelisimi ve ilerleyisinde
kromozomal instabilite olduk¢a Onemlidir. DNA metilasyonu ayrica DNA’nmin siki bir sekilde
paketlenmesinde rol oynamaktadir. Bu siki paketlenmeden dolayr 6rnegin transpozonlarin genom icerisinde
hareket etmeleri engellenmis olmaktadir. Ancak metilasyon kaybiyla, DNA siki  bir sekilde
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paketlenemeyecegi icin transpozonlar genomda rahatlikla hareket ederek kromozomal instabiliteye neden
olmaktadir. Ayrica metilasyon paternindeki degismeler sonucunda ortaya c¢ikabilen DNA onarim genlerindeki
anomaliler ve kromozomal instabiliteye neden olmaktadir (Sekil 2. 14.) (Singal ve Ginder 1999).
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Sekil 2. 14. Onkogenezde, sitozin metilasyonunun neden oldugu mekanizmalar (Singal ve Ginder 1999)

DNA metilasyon belirtegleri (marker) , hem hastaligin simiflandirilmast hem de saptanmasi igin
kullanilabilmektedir. Ayrica her bir gen promotorunun DNA metilasyon durumunun belirlenmesi 6zel bir
tedaviye cevabi tespit etmek i¢in de kullanilabilir (Laird 2005).

Kanserdeki genetik degisikliklerin aksine epigenetik mekanizmalar geri doniisii olabilen degisikliklerdir.
Metilasyonun tersinir siirecinde, DNA’nin demetilasyonu ve sessiz genlerin yeniden etkinlestirilmesinde bazi
DNA metiltransferaz inhibitorleri kullanilmaktadir. Ornegin; kanser hiicre serilerinin 5-aza- 2-deoksisitidin
(Decitabine) ve 5-azasitidin ile muamelesi DAPK’i demetile ederek yeniden ifadelenmesini saglar (Bialik ve
Kimchi 2004). DNA metiltransferaz veya histon deasetilaz aktivitesinden birinin bloke edilmesi, epigenetik
susturulma siirecini tersine cevirebilir ya da inhibe edebilir. DNA metiltransferaz ve histon deasetilaz
inhibitorlerinin birlesimi; epigenetik olarak susturulmus genlerin yeniden aktive edilmesinde etkili bir
birliktelik gosterir (Laird 2005).

Bu c¢alismada metilasyon durumunun tespiti i¢in alternatif teknikler olmasina ragmen MSP (Metilasyon
Spesifik PCR) teknigi kullanilmigtir. Herman ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen bu teknik; 1000 normal
kopyada bir molekiiliin degisikligini tespit edebilmektedir (Tang vd 2000). Literatiirde bu konuyla ilgili
yapilan ¢alismalarda da DAPKI’in 5’UTR metilasyon durumlari, normal hiicreler ile ¢esitli karsinom, sarkom
ve lenfoma tiimor hiicrelerinden elde edilen DNA’larin analizinde tercih edilmistir (Bialik ve Kimchi 2004).
MSP; her gen icin o6zgiilliigliniin olmasi ve yiiksek hassasiyet gostermesi dolayisiyla bu calismada
kullanilmustir.

2.4. Kanserde, DAPKI Geninin Hipermetilasyon ile Susturulmasi

DAPKI’in promotor bolgesinin hipermetilasyonu ile DAPKI gen ifadesinin azalmasi, apoptotik hiicre
oliimiine direncle sonuclanarak tiimor gelisimine neden olabilmektedir (Nakatsuka vd 2003). DAPKI
ifadesinin kaybi, promotor bolgesinin artmis metilasyonu ile birlikte goriilebilir. Bu durum pek cok solid
timorde ve hematopoetik malignenside bildirilmektedir. DAPK promotor hipermetilasyonu; akciger kanseri
(NSCLC-Non Small Cell Lung Cancer) (%25- 44), bas-boyun kanseri (%18- 33), mide karsinomu (%34) ve
servikal kanserleri iceren bir¢ok solid tiimorde goriilmektedir (Cizelge 2. 2) (Ng 2002, Tang vd 2000 ).
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Toyooka ve arkadaslart (2003) NSCLC’de DAPKI metilasyon sikliginin yiiksek derecede ¢esitlilik (%19- 44)
gosterdigini tespit etmislerdir. DAPKI ekspresyonunun, primer NSCLC kiiltiirlerinde, SCLC ve NSCLC
hiicre serilerinde siklikla diisiik olarak bulunmasi, bircok akciger kanserinde DAPKI’in diisiik oranda ifade
edildigine isaret etmektedir. Akciger kanserinde, DAPKI metilasyon sikliginin %19- 44 aras1 degisiklik
gosterdigi ve metilasyonun, sigara icenlerde bronsiyal epitelyumda siklikla bulundugu tespit edilmistir
(Toyooka vd 2003).

Hipermetilasyon; 24 nazofaringeal karsinom (NPC) primer timor biyopsisinde (%75) ve 4 NPC hiicre
serisinde (%80) gozlenmistir. Erken ve ge¢ evre NPC’nin her ikisinde de DAPKI promotor hipermetilasyonu
bulunmugtur. NPC’de, DAPKI promotoru hipermetilasyonunun yaygin ve erken bir bulgu oldugu
bildirilmektedir (Wong vd 2002).

Kawaguchi (2004); 45 LMS (Leiomiyosarkoma) olgusunun 10’nunda (%22) DAPKI hipermetilasyonu tespit
etmistir. Bu ¢alismada promotor hipermetilasyonu igeren LMS’ nin 10’nunun hepsinde hem metile olmayan
hem de metile olan sinyaller gdzlenmis olup ayrica immiinohistokimya boyama ile 45 LMS orneginin 13’
tinde (%29) DAPK1 protein ekspresyonunun diistiigii saptanmustir.

Lévy ve arkadaslar1 (2004); Meme kanser tiplerinde (105 invaziv meme duktal karsinomu ve 23 lobiiler
karsinomunda) DAPKI ekspresyon seviyesi immiinohistokimya ile analiz etmislerdir. Yapilan
immiinohistokimyasal boyamada, 128 hastadan 30’unda DAPKI %20’ den daha az bir boyama gosterirken,
98 hasta 6rnegi %20’nin iizerinde boyama gostermistir. Oysa normal meme hiicrelerinde DAPKI %80’den
fazla boyama gostermistir. Invaziv meme karsinomunda DAPK] promotoru hipermetiledir ve DAPK] ifadesi
yiiksek oranda kaybedilir. Boylece ¢ok erken evre meme kanserinde, DAPK] ekspresyon kayb1 tan1 ve tedavi
icin 6nem tegkil eder.

Cizelge 2. 2. Insan Kanserlerinde DAP Kinaz (Raveh ve Kimchi 2001)

Insan Tiimérleri ve Insan Kanser Hiicre Serilerinde DAPKI Metilasyon Diizeyleri

Tiimor Tipi (%) Degisiklik Referans
B Hiicre lenfomas: %84 | DNA Metilasyonu Katzenellenbogen vd. 1999
Kiiciik Olmayan Hiicreli %23 | DNA Metilasyonu Etseller vd. 1999
Akciger Kanseri (NSCLC)
Bag ve Boyun Kanseri* %18 | DNA Metilasyonu Sanchez vd. 2000
Kiiciik Olmayan Hiicreli %44 | DNA Metilasyonu Tang vd 2000
Akciger Kanseri®
Tiroid Lenfoma %84 | DNA Metilasyonu Nakatsuka vd. 2000
Kolon Karsinoma %26 | DNA Metilasyonu Kissil ve Kimchi (yaymnlanmamis)
Kolon ve Meme Kanseri %15 | Heterozigosite Kayb1 Kissil ve Kimchi (yaymnlanmamis)

DAPKI fadesi Olmayan Tiimér Hiicre Serileri

B hiicre Losemisi %80 Kissil vd. 1997
Meme Karsinoma %30 Kissil vd. 1997
Mesane Karsinomu %29 Kissil vd. 1997
Renal Karsinoma %40 Kissil vd. 1997

“Lenf Nodu Metastazi
bHastahga ozgii 5 yillik tedavi

DAPK] solid tiimorlerin yan sira, genin susturulmast ile iliskili olarak hematopoetik kanser hiicre serilerinde
de metile olarak gozlenmektedir (Katzenellenbogen vd 1999). DAPKI’in promotor hipermetilasyonu ile
islevini kaybetmesi, ozellikle Folikiiler Lenfoma olmak tizere, B hiicre hastaliklarinda yaygin bir bulgu olarak
bildirilmektedir. Voso ve arkadaslar1 (2006) yaptiklar1 ¢alisma sonucu 52 Folikiiler Lenfoma (FL) hastasinin
kemik iligi orneklerinde, DAPKI’in siklikla hipermetile oldugunu belirtmektedirler. DAPKI’in promotor
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hipermetilasyonu ile inaktive olmasi1 6zellikle FL olmak iizere, B hiicre hastaliklarinda yaygin (%80) bir
bulgu olarak goézlenmektedir.

Hiicre oliimiiniin pozitif bir diizenleyicisi olan DAPK1’in kayb1 veya inaktivasyonu tiimor hiicrelerinin
olusumu ile sonuglandigindan, DAPK1 bir tiimor baskilayic gen olarak kabul edilmektedir (Ng 2002).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

3.1.1. Ornekler; A.U Tibbi Biyoloji A.B.D’ye Rutin Gleevec Diren¢ Analizi icin gelen 35 yetiskin Kronik
Miyeloid Losemili hastamin (18 Erkek- 17 Bayan) DNA ornekleri ve A.U. Tibbi Biyoloji A.B.D’de 6nceden
elde edilmis olan 25 yetiskin saglikli (14 Erkek- 11 Bayan) bireyin (onamlar1 alinmis olan) DNA ornekleri
kullanilmustir.

3.1.2. Gerekli Materyaller

3.1.2.1. Alet ve Gerecler

UV Jel Goriintiileme Tablasi
Hassas terazi
. Mikrodalga firin

a. Subanyosu

b. Mikrosantrifiij (12.000 X g), Santrifiij

c. Mikrosantrifiij tiipleri (1. 5- 2. 0 mL.), 15’1ik falkon tiipleri, PCR tiipleri
d. 2.5, 10, 100 ve 1000 mikrolitrelik mikropipetler
e. pH metre

f. Elektroforez Tanki, Giic Kaynagi

g. Vorteks

h. Thermocycler

i. Otoklav

j- 37°CEtuv

k.

1.

m

3.1.2.2. Kimyasallar

a. 3M. NaOH ve NaCl

b. %70, %90 ve %100 EtOH

c. B-Merkaptoetanol

d. TE tamponu (10 mM Tris-HCI, 0. 1 mM EDTA, pH 7. 5)

e. Agaroz

f. Sodyum Tris EDTA (150 ml. STE hazirlanmasi icin; 5 M. NaCl.’den 3ml, 0,5 M Tris” ten 3 ml, 0,5 M.
EDTA’dan 300 pl konur. Bu karistma 143. 5 su konularak, toplam hacim 150 ml. ye tamamlanir.
Tampon hazirlanmadan 6nce EDTA, otoklavda steril edilmelidir.)

g. Sodyumdodesilsiilfat

h. Proteinaz K (Proteinaz K; 20 puL. de 500 mg. olacak sekilde hazirlanir ve -20 °C’ de bekletilir.)

i. Etidyum Bromiir (EtBr)

j- 2,5 mM.Iik ANTP

k. DNA Modifikasyon KIT Ajanlar (Cizelge 3. 1)

1. DNA Amplifikasyon KiTi (Cizelge 3. 2)

Cizelge 3. 1. DNA Modifikasyon KIT Icerigi

Boliim No Tanmim (description) Miktar Saklama Kosullar1
90412 DNA Modifikasyon Reagent (ajan) I 23 g -15/-25°C
Isiktan korunmalidir
90413 DNA Modifikasyon Reagent (ajan) II 135 ¢ -15/-25°C
90414 DNA Modifikasyon Reagent (ajan) III 700 pl -15/-25°C (uzun siire)
2/ 8°C (kisa siire)
90415 DNA Modifikasyon Reagent (ajan) IV 200 pl -15/-25°C
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Cizelge 3. 2. DNA Amplifikasyon KIT I¢erigi

Tamm Miktar Boliim No Saklama Kosullar1
U Primer Seti [7,5 uM her 6rnek (25x)] 35 uL 90510 -15°Cile - 25 °C
M Primer Seti [7,5 uM her 6rnek (25x)] 35 uL 90511 -15°Cile - 25 °C
W Primer Seti [7,5 uM her 6rnek (25x)] 35 uL 90512 -15°Cile - 25 °C
U Kontrol DNA [0.1 pg/puL] 50 uL. 90393 -15°Cile - 25 °C
M Kontrol DNA [0.1 pg/uL] 50 uL. 90394 -15°Cile - 25 °C
W Kontrol DNA [0.05 pg/ uL] 50 pL. 90395 -15°Cile - 25°C
10x PCR Tamponu 265 pL. 90396 -15°Cile - 25°C
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3.2. METOT
3.2.1.DNA iZOLASYONU

Periferik kan 6rneklerinden DNA’lar tuz yontemi ile asagida belirtildigi gibi izole edilmistir. Kan EDTA’ It
tiiplerde toplanmal1 ve en fazla 2 ay bekletilmelidir. Tuzla DNA izolasyonu iki giin siiren bir asamadir;

DNA izolasyonu 1. giin

= Kanlar 15’lik falkona konup, 13 ml. ye kadar soguk distile (dH20) su eklendi.

Buz iizerinde 1 saat inkiibe edilerek hiicrelerin lizis olmasi saglandi.

20 dakika, 3500 rpm. de santrifiij yapildi.

Siipernatan atilir, iizerine 13 ml. ye kadar su eklendi.

20 dakika, 3500 rpm. de santrifiij yapildi.

Siipernatant atilir, tizerine Sml. STE (Sodyum Tris EDTA Tampon) eklendi.

20 dakika, 3500 rpm. de santrifiij yapildi.

= Siipernatant atildiktan sonra 4,5 ml. STE ve 0,5 ml. SDS eklendi. [SDS hazirlarken; 5 gr.
Sodyumdodesilsiilfat biiyiik falkonda 40 mL. ye tamamlanir. 70 °C olan Pastor firimina 50 dakika- 1 saat
konur ve SDS’ in erimesi saglanir. pH 6l¢iiliir, 50 mL. ye tamamlanir.]

= 5 ul Proteinaz K kondu.

= 37°C’ de 16-18 saat bekletildi.

DNA izolasyonu 2. giin

= 37 °C etiivdeki tiiplerin iizerine 1 ml. doymus NaCl, tuz ¢ozeltisi konarak iyice ¢alkalandi.

= 2500 rpm. de 20 dakika santriifiij edildi.

= Siipernatant yaklasik 1mL. ye kadar cekilerek yeni falkon tiiplerine aktarildi. Hacminin iki kat1 saf etanol
kullanildu.

= DNA’nin presipitasyonu icin hafif salland1 ve presipite olan DNA’lar ependorfa aktarildi.

= Aktarmadan sonra, 1300 rpm. de 10 dakika santrifiij edildi.

= Santrifiijden sonra, siipernatant atildi ve pelet kurumaya birakildi.

= Kuruyan pelet tizerine 400 pl. steril dH,O ilave edildi.

= 37°C’ de 1 gece inkiibe edilerek DNA’nin ¢6ziilmesi saglandi.

3.2.2. DNA MODIFiKASYONU

MSP’ nin baslangic basamagi, DNA orneginin bisiilfitle modifiye edilmesidir. DNA’nin bisiilfit ile
modifikasyonu sonucunda metillenmemis olan biitiin sitozinler urasile dontigiirken, 5-metilsitozinler hicbir
degisiklige ugramadan aynen kalir. Bisiilfit reaksiyonda, metillenmemis tiim sitozinlerin deamine edilmesi ve
siilfat baglanmasi ile bu sitozinler, urasile cevrilir. DNA zincirlerinin bisiilfitle muamelesinde, metile
olmayan DNA dizisi bisiilfite hassas, metile olan DNA dizisi bisiilfite diren¢li olacaktir. (Sekil 3. 1)
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Metile Olmayan DNA

g8g geg gac cge g
Sodyum bisiilfit
modifikasyonu

ggge gug gau ugu g

Metile DNA

888 g gac cge” g
Sodyum bisiilfit
modifikasyonu

888 g gac g g

Sekil 3. 1. Sodyum bisiilfitle DNA muamelesi

Modifikasyon asamasi, CpGGenome™ (Chemicon- Katalog No0:S7820) kit protokolii kullanilarak,
sitozinlerin urasile ¢evrilmesi ile gerceklestirildi.

Bu KIT iceriginde bulunan Ajan (Reagent) I; bisiilfit iyonunun (HSO3) Na* tuzunu icerir. Metile olmayan
sitozinlere siilfat baglar ve hidrolitik olarak deamine eder. DNA daha sonra, diger bir tuz (Ajan II) varliginda
bir mikro tasiyict olan Ajan IIl’e baglamr ve %70’lik EtOH’ de resiispense edilir. Boylece tekrarlayan
santrifiijler yoluyla tuzdan uzaklagtirilir. Urasile doniisiim alkalin destilfonizasyonu ve %90’lik EtOH’ de
tuzdan uzaklastirmanin tekrarlanmast ile tamamlanir. DNA son olarak TE tamponu ile tasiyicidan
uzaklastirilir.

3.2.2.1. Ajanlarin Hazirlanma Asamasi

Ajan (Reagent) I

= Toz halde bulunan ve her kullanimdan 6nce taze olarak hazirlanan ajan I, kullanimdan 6nce oda sicakligina
getirildi.

= Modifiye edilecek her bir 6rnek i¢in 0.227 gr DNA Modifikasyon Reagent I ve 0.571 su kondu.

= Vorteks ile Ajan I, suda ¢oziilecek sekilde karistirildi.

* Hazirlanan soliisyonun pH’s1 5.0 olmalidir. Bunun i¢in Ajan I'e her kullanimdan &nce taze olarak
hazirlanan 3M NaOH’ ten yaklasik 20 pL. konularak pH ayarlandi. Ajan I, 1siktan korunmalidir.

Ajan (Reagent) 11

= Ajan II, kullanimdan 6nce oda sicakligina getirildi.

= 20 mL deiyonize suya 1 pL - Merkaptoetanol kondu.

* Modifiye edilecek her bir ornek icin 1.35 gr DNA Modifikasyon Reagent II' ye, hazirlanan (-
Merkaptoetanol ve su karigimdan 750 pL. eklendi.

= Tamamlanan soliisyon iyice karistirildi.

= Hazirlanan ajan, 2- 8°C’ de, karanlik ortamda 6 haftaya kadar saklanabilir.

3.2.2.2. DNA Modifikasyon Asamasi

= 1.5- 2. 0 mL. hacimdeki mikrosantrifiij tiiplerine; 7 pL. 3M NaOH, 15 pL. DNA, 78 pL. su konarak
karistirildi.
* 1.0 mg’ dan daha az DNA iceren 6rneklere, 2 uL. Ajan IV eklendi.
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= DNA o6rnekleri 50°C’ de sicak su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi.
= Her bir 6rnege, taze olarak hazirlanan Ajan (Reagent) I’ den 550 pL. eklenerek vortekslendi.
= Ornekler 50°C’ de sicak su banyosunda 4- 16 saat inkiibasyona birakild.

3.2.2.3. Tuzdan Uzaklastirma Asamasi

= DNA Modifikasyon Ajan III kuvvetli bir sekilde vortekslenerek plastik pipetle iyice siispanse edildi.

= Tiiplerdeki DNA Orneklerine iyi siispanse edilmis olan DNA Modifikasyon Ajan III’ ten SpL. eklendi.

= 750 pL. DNA Modifikasyon Ajan II eklenerek yavasca karistirildi.

= (Oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi.

= 5.000 X g’ de 10 saniye santrifiij edilerek (kiiciik beyaz pelet olmalidir) siipernatant atildi.

* %70’lik 1.0 mL. EtOH eklenerek vorteks yapild1 ve 5.000 X g’ de 10 saniye santrifiij edildi. Ardindan
stipernatant atildi. Bu basamak 3 kere tekrar edildi.

» Siipernatantin 3. yikamadan sonra atilmasiyla, yiiksek hizda 2 dakika santrifiij edildi ve arta kalan
siipernatant da atildi.

3.2.2.4. DNA Modifikasyonunun Tamamlanmas1 (Desiilfonizasyon), Ikinci Tuzdan Armdirma ve
Yikama Asamasi

* Orneklere 50 uL. 20 mM. NaOH/ %90 EtOH soliisyonu eklendi.

= Pelet yavasa yapilan vorteksle resiispense edildi ve oda sicaklifinda 5 dakika inkiibe edildi.

* 5.000 X g’ de 10 saniye santrifiij edilerek siipernatant atildi. %90’likk 1.0 mL. EtOH eklendi ve vorteks
yapilarak pelet yikandi. Tekrar santrifiij edilerek siiparnatant atildi. Bu basamak bir kere daha tekrar edildi.

» fkinci yrtkamanin ardindan siipernatant atilarak 6rnekler yiiksek hizda 3 dakika santrifiij edildi.

® Plastik pipetle arta kalan tiim siipernatant atildi. Ornekler 10- 20 dakika oda sicakliginda kurumaya
birakildi.

= 30 pL. Tris EDTA (TE) tamponu eklendi. Eklenecek TE’ nin hacmi DNA’nin miktarina ve tasarlanan
kullamm icin gerekli konsantrasyona bagldir. [Ornegin; eger 25 pL. TE eklenirse, 1 pg. DNA’nin final
konsantrasyonu 40 ng/pl. olmalidir. Pelet tamamen restispense olana kadar yavasca ve kuvvetli bir sekilde
vorteks yapilir. El ile hafif vuruslar yapilir. Fakat santrifiij yapilmaz]

= Ornekler 15 dakika 55°C” de sicak su banyosunda inkiibe edildi.

= Yiiksek hizda 2- 3 dakika santrifiij edildi ve drnekler (stipernatant) yeni tiiplere aktarildi.

= MSP islemi yapild1 veya hemen MSP yapilmayacaksa 2 aya kadar -15° C ile -25° C arasinda, 6 aya kadar
ise -80°C’ de saklandi.

* Yapilacak MSP i¢in, PCR tiiplerine Ajan IIT" iin transferinden kagimldi. Tlk olarak tiipler daima santrifiij
edildi.
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3. 2. 3. MSP (Metilasyon Spesifik PCR)

DAPKI geni promotor bolgesinin metilasyon durumu MSP (Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) yontemi ile arastirilmistir. MSP; Sitozinlerdeki metilasyon durumunun tespiti i¢in gelistirilen

metotlardan biridir.

Metilasyon Spesifik PCR; “CpG WIZ® DAP-kinase Amplification Kit” (Chemicon-Katalog No:S7801)
protokoliine gore (Cizelge 3. 3) ve ayrica DAPKI promotor primer dizisi tasarlanarak (Cizelge 3. 4. ve

Cizelge 3. 5.) gerceklestirilmistir.

Cizelge 3. 3. DNA Amplifikasyon KIT’i kullamlarak yapilan PCR icerigi

Ornek
U M U Kontrol DNA M Kontrol DNA W Kontrol DNA
10xPCR Buffer 2,5ul. | 2,5 uL. 2,5 ul. 2,5 uL. 2,5 ul.
2,5 mM.ANTP 2,5uL. | 2,5pL. 2,5 pL. 2,5 pL. 2,5 pL.
dH,0 13 pL. 13 pL. 13 pL. 13 pL. 16 pl.
Primer 1uL. 1uL. 1 pL. 1uL. 1ul.
DNA SuL. SuL. SpL. SuL. 2ul.
1U Taq Pol. 1uL. 1uL. 1pL. 1uL. 1uL.
(Hot Start)
Toplam 25uL. 25pL. 25plL. 25uL. 25uL.
Cizelge 3. 4. KIT kullanilmadan yapilan PCR icerigi
Ornek
U M U Kontrol DNA M Kontrol DNA W Kontrol DNA
10xPCR Buffer 2,5ul. | 2,5pL. 2,5 pL. 2,5 uL. 2,5 pL.
2,5 mM. dNTP 2,5uL. | 2,5pL. 2,5 pL. 2,5 uL. 2,5 pL.
dH,0 10 pL. 10 pL. 10 pL. 10 pL. 16 pL.
Primer 2L 2 pL 2uL.UF 2 uL MF 1pL.
(F-Forward R- UF MF 2 uL UR 2 uL MR
Reverse) 2 ulL 2 uL
UR MR
DNA SuL. SuL. SpL. SuL. 2ul.
1U Taq Pol. 1uL. 1uL. 1puL. 1uL. 1pL.
(Hot Start)
Toplam 25uL. 25pL. 25plL. 25puL. 25uL.

Cizelge 3. 5. DAP kinaz promotoru primer dizisi

DAPKI Promotoru Primer Dizisi
Metile Olmayan | Sense 5’- GGA GGA TAG TTG GAT TGA GTT AAT GTT- 3’
Antisense | 5’- CAA ATC CCT CCC AAA CAC CAA-3
Metile Olan Sense 5’- GGA TAG TCG GAT CGA GTT ACC GTC- 3’
Antisense | 5°- CCC TCC CAA ACG CCG A-3

Tiipler thermocycler bloklarina yerlestirilir ve asagida belirtilen kosullarda tepkime gerceklestirilir.

95°C
95°C -
58°C -
72°C -

- 5 dakika

45 saniye
45 saniye
60 saniye

40 dongii
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3.2.4. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

MSP sonucunda; 10pl PCR iiriinii ve DNA marker1 uygun yiikleme tamponu (10 mL. Su, 10 mL. Gliserol,
IM. 100 pL. Tris, IM. 100 uL. EDTA -pH: 8- karistirtlir ve karisima, renk mavi olana dek brom fenol blue
eklenerek hazirlanir) ile %?2’lik agaroza (2 gr. Agaroz 10 mL.1XxTBE ve 90 mL. dH,O karisiminda ¢oziildii ve
buna 10mg/ ml EtBr eklendi) yiiklenip 130 voltta 10- 15 dakika yiiriitiilerek, UV altinda degerlendirildi. DNA
Amplifikasyon KIT igeriginde bulunan U ve M kontrol DNA’larin beklenen biiyiikliigii Cizelge 3. 6. te
gosterilmektedir.

Cizelge 3. 6. Kontrol DNA’lardan beklenen iiriinlerin biiyiikliikleri

Kontroller DAPKI
U Primer / U DNA 105
M Primer / M DNA 97
W Primer / W DNA 99
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada 35 KML (12 Gleevec direncli KML ve 23 KML) ve 25 saglikli kontrol 6rnegi analiz edilmistir.
12 direngli KML 6rneginin 4’ii metile (M) ve metile olmayan (U) olmak iizere her iki alele sahip olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.1.) (Sekil 4.1). Buna karsin direngli olmayan KML 6rneklerinin hepsi ve tiim kontrol
grubu Ornekleri metile olmayan alele sahiptir. Kontrol ve KML hasta grubunun DAPKI promotor
hipermetilasyon durumlarinin dagilimi ise Sekil 4.2°de gosterilmektedir. 4 direngli hastanin 3’tinde (%75) ise
T3151 ve M351T mutasyonlart birliktelik gostermektedir. T3151 mutasyonu 4 direngli hastanin hepsinde
(%100), M351T mutasyonu 4 diren¢li hastanin 3’tinde (%75), E255K mutasyonu ise 4 direncli hastanin

1’inde (%25) tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4. 1. Hasta ve Kontrol Gruplarinda DAPK1 Promotor Hipermetilasyon Durumlart

DAPKI

Direncli

Hasta (KML) Grubu

Direngsiz

Kontrol Grubu

U- Metile Olmayan Alel

M-Metile Alel

Cizelge 4.2. DAPK1 hipermetilasyonu olan Imatinib Direngli Hastalarda Mutasyonlarin Dagilimlart

120% -

100%

100%

80% 5%

5%

60%

40%

25%

20%

0%

T315 ve
M351T

T314

M3s1T

E255K
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U Konirol DNA
M Konirol DNA
W Kontrol DNA

Marker DNA

100 b

1- Metile (M) ve Unmetile (U) Alel- KML
2- Sadece Unmetile () Alel- Kontrol

3- Sadece Unmetile (U) Alel- KML

4- Metile (M) ve Unmetile (U) Alel- KML
5- Metile (M) ve Unmetile (U) Alel- KML

Sekil 4. 1. Kontrol ve KML hasta DNA’larinin MSP sonucu Hipermetilasyon Durumlarinin Jel Gosterimi

KML

11%

M unmetile

W metile

O unmetile ve metile

n=33
89%
KONTROL
0%
23 O unmetile
B metile

O unmetile ve metile

100% n=25

Sekil 4 .2. Kontrol ve KML hasta grubunun DAPKI promotor hipermetilasyon durumlarinin dagilimi

Tlaca direnc gelistiren ve gelistirmeyen hastalar arasinda uygulanan “Fisher’s Exact Test” ile direncli olan ve

olmayan ornekler DAPKI hipermetilasyonu agisindan anlamh (p<0.05) olarak degerlendirilmistir (Cizelge
4.3).
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Cizelge 4. 3. Ilaca direncli olan ve olmayan hastalarin DAPK1 metilasyon dagilimlart

UM
U UM
Direng Yok 23 0
%100 %0
Var 8 4
%66.1 %33.3
Toplam 31 4
%88.6 %11.4
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5. TARTISMA VE SONUC

Tumor baskilayic1 genlerde gozlenen hipermetilasyonun yam sira onkogen aktivasyonuna yol acan DNA
hipometilasyonu tiimér hiicrelerinde sikca ortaya cikan epigenetik diizenlemelerdir. Bu degisimler solid
tiimorlerin yani sira lIsemilerde de bildirilmektedir (Melki ve Clark 2002).

KML’de bir¢cok genin hipermetilasyon diizeyi aragtirtlmistir. KML hastalarinin kemik iligi 6rnekleri ve kemik
iliginin hematopoetik 6ncii hiicrelerinde ABL promotorunun hipermetilasyon durumlari tespit edilmistir.
Kronik faz KML orneklerinden elde edilen bir¢ok kolonide ABL promotor hipermetilasyonu bulunmustur.
ABL metilasyonu olan normal kemik iligi hiicrelerinde nested Bcr-Abl/RT-PCR saptanmamistir ve
hematopoetik Oncii hiicrelerde ABL promotor hipermetilasyonunun erken marker olarak kullanilabilecegi
belirtilmektedir. (Sun vd 2001). KML’nin blastik kriz safhasindaki 5 hastadan 1’inde bir hiicre dongiisii
inhibitorii olan p/4**" geni hipermetile olarak tespit edilmistir (Kusy vd 2004). Nyugen ve arkadaslar (2000)
ise KML nin kronik ve akselere fazinda sirasiyla %7 ve %9 oraninda p15™** metilasyonu saptamislardir.
KML disinda AML (%70) ve MDS (%40)’de de p15™**" metilasyonu gozlenmistir (Kusy vd 2004). INK4
ailesinin hipermetilasyonu ile KML arasinda direk bir iliski bulunamazken, daha biiyiik seri ¢alismaya ihtiyag
duyuldugu belirtilmistir. Liu TC ve arkadaslar1 (2003) 112 KML hastasinin blastik (%67) ve kronik fazinda
(%46) SOCSI genini hipermetile olarak tespit etmislerdir. KML’de CpG adaciklarinin metilasyonu yolu ile
SOCSI geni susturulmaktadir. Sitokin sinyalinin negatif regiildsyonunu regiile eden SOCSI geninin kaybu,
KML olusumunda rol oynayabilmektedir (TC vd 2003). Ancak literatiirde DAPK1 metilasyonu ve KML ile
ilgili tek bir yayin yer almaktadir (Katzenellenbogen vd 1999).

DAPKI promotorunun hipermetilasyonu, erken evre NSCLC (NSCLC-Non Small Cell Lung Cancer)’ de
yaygin (%25- 44) goriilen bir durumdur. 135 tiimoriin 59’unda (%44), DAPKI promotoru hipermetile
bulunmustur (Tang vd 2000). Kawaguchi (2004); 45 LMS (Leiomiyosarkoma) olgusunun 10’nunda (%22)
DAPK]I hipermetilasyonu tespit etmistir. Wong ve arkadaslar1 (2002) 24 nazofaringeal karsinom (NPC)
primer tiimor biyopsisinde (%75) ve 4 NPC hiicre serisinde (%80) DAPK1 hipermetilasyonu gozlemislerdir.
DAPK]I promotor hipermetilasyonu; bas-boyun kanseri (%18- 33), mide karsinomu (%34) ve servikal
kanserleri iceren birgok solid tiimorde goriilmektedir (Ng 2002, Tang vd 2000 ). DAPKI, solid tiimorlerin
yani sira, cesitli hematopoetik kanser hiicre serilerinde de farkli oranlarda metile olarak tespit edilmistir.
Ornegin, DAPKI’in metilasyon sikligi; B hiicrelerinde (27/34) T hiicrelerinden (9/19) daha fazladir. NK-T
hiicre malignensisinde (15/24) DNA metilasyonu gozlenmis (Nakatsuka vd 2003) olup Nakatsuka ve
arkadaslar1 DAPKI promotor metilasyon sikliginin; B hiicre neoplazilerinde (27/34) T hiicreden (9/19) daha
fazla oldugunu bildirmislerdir. Normal B hiicrelerinde gézlenmeyen DAPK hipermetilasyonu, transforme B
hiicrelerinin karakteristigi olarak bilinmektedir (Katzenellenbogen vd 1999). Ayrica Voso ve arkadaslar
(2005) folikiiler lenfomada DAP kinazi siklikla hipermetile olarak tespit etmislerdir.

Lenfomalarin diginda 16semilerde de DAPKI hipermetilasyonu gézlenmektedir. DAPKI hipermetilasyonu,
MDS ile birlikte gozlenen AML ve anormal karyotip gosteren AML’ de daha siklikla bulunmaktadir. Voso ve
arkadaslar1 (2004) yaptiklar1 calismada AML’ de %27. 5 (44/160) ve MDS’ de %47 (16/34) oraninda DAPK1
hipermetilasyonu tespit etmislerdir.

Cesitli solid tiimor ve hematopoetik malignesilerde yiiksek oranda DAPK1 metilasyonu gozlenmesine
ragmen Reddy ve arkadaslar1 (2003), 143 saglikli bireyin 75’ inde (%52), diisik DAPKI promotor
hipermetilasyon varligina isaret etmektedirler. DAPKI m-RNA ve protein ekspresyonunun B-lenfoma ve
16semi hiicre serilerinde (%80), mesanede (%29), meme (%30) ve renal karsinoma hiicre serilerinde (%40)
artmis olmas1 DAPK’in tiimor baskilayici bir islevi oldugunu destekler niteliktedir (Ng 2002).

Insan tiimorlerinde DAPKI promotor hipermetilasyonu, major bir DAPKI inaktivasyon mekanizmasidir.
DAPKI, apoptotik ve otofajik hiicre oliimii ile tiimor ve metastazin baskilanmasinda etkili bir proteindir
(Gozuacik ve Kimchi 2006). Buna dayanarak bu tez calismasinda KML olusumu ve ilac¢ direnci gelistiren
KML hastalarinda DAPKI metilasyon durumlart arasindaki iligki arastirllmigtir. KML’li 23 hastanin
hicbirinde DAPKI promotor hipermetilasyonu olmadig: saptanmistir. Ayrica, direngli olan ve olmayan KML
hastalar1 ile saglikli kontroller karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamistir
(p>0.05). Bu sonuca bagli olarak KML olusumu ile DAPK/ promotor hipermetilasyonu arasinda anlamli bir
iliski bulunmamistir. Boylece hiicre 6limiinii indiikleyen ve hiicre proliferasyonunu engelleyici roli oldugu
gosterilen DAPKI’in artmis tirozin kinaz aktivitesini direkt baskilayici etkisi olmadig diisiiniilmektedir.
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35 KML orneginden 4 tanesinde (%11) DAPKI hipermetilasyonu tespit edilmesi, Katzenellenbogen ve
arkadaslarmin yaptiklari calismada (1999) ise 13 KML oOrneginde sadece bir ornekte (<%15) DAPKI
hipermetilasyonunun saptanmasi bizim sonuglarimizin literatiirle uyumlu oldugunu gostermektedir.

DAPKI’in ERK1/2 iizerinden gerceklesen proliferasyonu ve intrinsik/ekstrinsik apoptoz yolaklar iizerinden
de timor gelisimini inhibe edici etkisi bilinmektedir. BCR-ABL fiizyon tirozin kinaz proteini ise KML
hiicrelerinde proliferasyonu ve hiicre oliimiinii engelleyici etkisini; Ras, Jak/STAT, PI3 kinaz ve Myc sinyal
yolaklar1 gibi birden fazla hiicre i¢i sinyal yolu iizerinden gergeklestirmektedir (Gozuacik ve Kimchi 2006,
Melo vd 2004, Deininger vd 2000). Ras yolaginda, Ras aktivasyonu sonrast MAPK (Mitojen aktive edici
protein kinaz) yolunun aktive olmasi, bunu takiben ERK’in niikleusa transportu ile ERK’in niikleer hedefi
olan Elk-1 aktivasyonu yoluyla hiicre prolifere olmaktadir. DAPKI ise BCR-ABL’in etkili oldugu bu Ras
yolag: iizerinde ERK’in niikleusa girisini engellemekte ve proliferasyonu engelleyici etkisini bu sekilde
gostermektedir.

DAPK]I promotor hipermetilasyonu ile hastalifin evresi ve metastazla iligkili oldugu bildirilmektedir. DAPKI
ekspresyonunun kaybina bagli olarak apoptotik kontroliin baskilanmasi, metastaz siirecinde onemli bir
etkendir (Inbal vd 1997). Tiimér baskilayici genlerin downregiilasyonu ile ilag direnci arasindaki korelasyon
konusunda ¢ok sayida yaymn bulunmaktadir (Hirose vd 2003). Ancak literatiirde ila¢ direnci ve DAPK]I
metilasyonu arasindaki iliskiyi gosteren bir ¢alismaya rastlanmamustir. Gleevec direngli 12 KML hastasinin
4’iinde DAPKI promotor hipermetilasyonu saptanmistir ve diren¢li olmayan hastalarla karsilastirildiginda
ilag direnci ve DAPKI metilasyonu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki ortaya konmustur (p<0.05).

KML tedavisinde kullanilan Imatinib’e karsi gelisen direng, BCR-ABL ekspresyonu ile indiiklenir.
Decitabine ve Arsenik trioksit kombinasyonu ile uygulanan Imatinib; tek basina Imatinib tedavisine
hassasiyet gosteren hiicre serilerinde etkili olmustur. Imatinib diren¢ mutasyonlarim tasiyan hiicre serilerine
Imatinib ve Decitabine eklendiginde sinerjistik aktivite gozlenmistir. Tek tek uygulandiginda ise daha diisiik
biliytime inhibisyonu saptanmistir. T3151 ve E255K mutasyonlarinin varliginda ilave ajanlarin kullanimu,
M351T veya Y253F mutantlarinda ise doz artirllmasi gereklidir. T3151 mutasyonu olan BCR-ABL eksprese
eden hiicrelerde Imatinib’in varligi Decitabine (5-aza-2-deoksisitidin)’e olan direnci indiikler (Rosée vd
2004). Yukaridaki yayinlarda goriildiigii gibi, demetile edici ajanlar KML tedavisinde kullamlmaktadir.
Hiicre boliinmesi ve apoptozu kontrol eden genlerde metilasyon diizeyinin belirlenmesi, KML hastalarinda
Imatinib’e ilave ajanlarin kullanimi konusunda destekleyici bilgileri artiracaktir.

Kantarjian ve arkadaslar1 (2003), Decitabine cevabin blastik fazdaki hastalarda %28, akselere fazda %55 ve
kronik fazda %63 oldugunu tespit etmiglerdir. Bu calismada, bir hipometile edici ajan olan Decitabine,
KML’de anlamli bir aktivite gostermistir. Decitabin, KML’nin tiim fazlarinda anlamli anti-16semik bir etki
gostermistir.

Calismamizda 4 direncli hastanin 3’tinde (%75) T3151 ve M351T mutasyonlar: birliktelik gostermektedir.
Mutasyonlar ve metilasyon diizeyleriyle ilgili herhangibir yayma rastlanmamistir. Ancak 2005°da Issa ve
arkadaslar1 Imatinib’e direngli hastalara diisiik doz Decitabin uygulamuslardir. Decitabin, hipometilasyonu
indiikler ve imatinib diren¢li KML hastalarinda klinik aktiviteye sahiptir. Issa ve arkadaglari tedaviden sonra
2 haftadaki hipometilasyon ve bir hiicre 6liim mekanizmasina neden olan cevap arasinda ters (inverse) bir
korelasyon bulundugunu, bu sekilde direngli hiicrelerin hipometilasyona daha ¢ok kars1 koyabilecegi seklinde
yorum yapnuslardir. Oki ve arkadaslar1 (2007), Imatinib diren¢ mutasyonlari tasiyan hastalarda demetile ajani
(Decitabine) matinib’e ilave olarak tedavi protokoliine eklemislerdir.

Decitabine ve imatinib arasindaki sinerji, imatinibe olan hassasiyete baglidir. Boylece, imatinib direnci
tamamlanmis hastalara Decitabine’in eklenmesi, direnci ters cevirmek igin yeterli olmayabilir. Buna uygun
olarak, BCR-ABL kinaz mutasyonu olan hastalar bu kombine tedaviye ozellikle diren¢ gostermislerdir.
Hipometilasyon diizeyi, hematolojik cevap kazanmig olan hastalarda, kazanmayanlara gore daha diisiik olarak
tespit edilmigstir. Bu bulgu, KML’de tek-ajan (‘“single-agent”) diisiik doz decitabine’in faz II calismasi ile
tutarlilik gostermistir. Bu olayin ortaya ¢ikisi ile ilgili olarak olasi aciklamalar sunlardir (Oki vd 2007);

1. Direngli olan hiicreler, apoptozis olmaksizin hipometilasyona karsi koyabilir.
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2. Hizli cogalan hiicreler, yavas cogalanlara gore daha kotii prognoz gostermektedirler ve daha fazla
hipometilasyon bulunmaktadir.
3. Decitabine, hipometilasyondan farkli bir mekanizma yoluyla klinik aktivite gostermektedir.

Bu tez calismasinda T3151 ve M351T birlikteligi, artrms DAPKI hipermetilasyonu ile korelasyon
gostermektedir. Bu sonuglar, klinikte Imatinib’e ilave demetile edici ajanlarin kullaniminda yol gosterici
olacaktir.

Tum bu sonuglardan yola ¢ikarak, bir timor baskilayict gen olan DAPKI hipermetilasyonun KML
olusumunda direk etkili olmadigi ancak KML’de hastaligin seyri ve ilag direncine eslik edebilecegi ve
DAPKI hipo/hipermetilasyonunun direncli hastalarda ilave ajanlarin  kullanimi icin kriter olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmaktadir.
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