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OZET

Hematolojik malignansilerde Wnt Sinyal iletiminin deregiilasyonu ilk olarak Kronik
miyeloid 16semi’de(KML) tanimlanmigtir. Wnt sinyal iletiminin antagonistleri olan sFRP’ler
(Secreted Frizzled related protein), Wnt proteinlerinin aktivitesini inhibe etme yetenegine
sahiptirler. SFRP genlerinin epigenetik sessizlesmesi, canonical Wnt sinyal iletiminin siirekli
aktivasyonuna neden olmaktadir.

Bu calismada 48 kronik faz KML hastasinda sFRP1 geninin promotor bolgesindeki
genetik ve epigenetik degisiklikler incelenmistir. Yapilan iki yonlii DNA dizi analizinde, bu
degisikligin niikleotid 38, 39, 40. nikleotidlerde (CAG) c¢erceve delesyonu oldugu
gbzlenmistir. Bu ¢ niikleotidlik delesyon, kodon 13 ve 14’1 etkilemektedir ve ardarda gelen
alanin rezidiilerini kodlamaktadir. Olusan yeni kodon yine alanin’dir.

48 kronik faz KML hastasinin sFRP1 promotér metilasyon durumu incelendiginde,
bunlarin 1’inin tam metile, 41’inin metile olmayan, 6 ’sinin da hemimetile oldugu gosterildi.
Her ne kadar sFRP1 promotér metilasyonu kronik faz KML’de sik gézlenmese de, hastaligin
ilerleyisi ve terapiye direngle iliskili oldugu gozlenmistir. 6 hemimetile hastanin 5’inde sadece
parsiyel sitogenetik yanit veya sitogenetik yanit gozlenmezken, sFRP1 promotorii metile
olmayan 41 hastanin tiimiinde major veya tam sitogenetik yanit izlenmistir. Tam metile olan
hastada, ek kromozomal anomalilerle birlikte sitogenetik ilerleme gozlenmistir.

sFRP1 promotdr metilasyonu, hastaligin terapiye direng gosteren ve genetik olarak
stabil olmayan formunda terapiye direngle iliskilidir ve terapiye direng gosteren hastalarda
biyolojik farkliliklar yaratir. Ek olarak sFRP1 promotor metilasyonunun KML’de canonical

Wnt sinyal iletiminin aktivasyonu i¢in olas1 bir mekanizma olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar sozciik: Kronik Miyeloid Losemi, BCR-ABL, Wnt Proteinleri, sFRP, DNA

metilasyonu



ABSTRACT

The first description of deregulated Wnt signaling in a hematological malignancy was
reported in chronic myeloid leukemia (CML). The Wnt signaling antagonists, secreted
frizzled related proteins (sFRPs), are able to inhibit the activity of Wnt proteins. Epigenetic
silencing of sFRP genes lead to constitutive activation of the canonical Wnt-signaling
pathway.

In this present study we investigated genetics and epigenetics alteration in promotor
region of the sFRP1 gene in 48 chronic phase CML patients. Bi-directional sequencing show
that the variation is an inframe deletion of nucleotides 38, 39 and 40 (CAG). This three-
nucleotide deletion affects codons 13 and 14, and both encoding for consecutive alanin
residues. The resulting just in-frame codon also encodes for alanin.

When investigated methylation status of the sFRP1 promotor in 48 chronic phase
CML patients show that it’s fully methylated in 1, hemi-methylated in 6 and unmethylated in
41 patients. Albeit observed infrequently in chronic phase CML, sFRP1 promoter methylation
correlates with therapy resistance and disease progression. Forty-one patients that were
unmethylated at the sSFRP1 promoter all achieved major or complete cytogenetic remission;
while five of the six hemi-methylated patients have only achieved partial cytogenetic
remission or no cytogenetic remission. The full-methylated patient has shown cytogenetic
progression with additional chromosomal abnormalities.

sFRP1 promoter methylation may indicate a genetically more unstable form of disease
resistant to therapy and provide a key biological difference in therapy resistant patients. In
addition to a possible mechanism for the observed activation of canonical Wnt signaling in

CML.
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1. GIRIS VE AMAC

Whnt sinyal iletimi, kanser biyolojisi alaninda son yillarda aragtirmalarin yogunlastigi
onemli sinyal ileti yolaklarindan biridir. Giinlimiizde Wnt sinyal iletisinin, canonical (klasik)
ve non-canonical (klasik olmayan) olarak ikiye ayrildigi kabul edilmektedir. Canonical
yolagin temelinde, B-katenin’in sitoplazmik artis1 ve sonrasinda hiicre ¢ekirdegine gecisi yer
alir. B-katenin, ¢ekirdekte transkripsiyon faktorleri TCF/LEF ile kompleks olusturarak, c-myc
ve siklin D gibi ¢coklu hedef genlerle etkinleserek transkripsiyonuna yol agmaktadir. Planar
cell polarity (PCP) ve Wnt/Ca®" yolaklar1 olarak iki “non-canonical” Wnt sinyal ileti yolag
tanimlanmistir. Non-canonical yolagin aktivasyonu B-katenin’den bagimsizdir.

Wnt sinyal ileti yolaklarinda rol alan proteinler olan sFRP (Secreted Frizzled Related
Protein) ailesi, Wnt sinyal yolagmin diizenleyicileri olarak tanimlanmiglardir. sFRP1, bu
ailenin bilinen bes lyesinden biridir. sFRP’ler, Frizzled reseptorlerinin, Wnt baglama
bolgesine benzer domaine sahiptirler. Bu domainleri araciligi ile Wnt’lerle baglanarak, inaktif
komplekslerin olusumuna ve hiicre icinde Wnt sinyal yolaginin engellenmesine neden olurlar.
sFRP1’in, insan tiimorlerinde heterozigozite kaybinin siklikla oldugu 8p12°de lokalize olmasi
ve Wnt sinyal iletiminin antagonisti olarak fonksiyon gdstermesi bu genin aday tiimor
supressor gen olarak calisilmasina neden olmustur.

Kronik miyeloid 16semi (KML), klonal hematopoetik kok hiicre hastaligidir. KML’de
malign transformasyon, t(9;22)(q34;q11) translokasyonu sonucu Philadelphia kromozomunun
olusumu ile meydana gelir. KML, {i¢ fazdan olusan myeloproliferatif bir hastaliktir. Kronik
faz ile baglayan, daha sonra akselere faz ve blastik krize ilerleyen bir seyir gosterir. Hastaligin
hangi genetik veya epigenetik degisiklikler sonucu bu fazlar aras1 gecisi diizenledikleri heniiz
tam olarak bilinmemektedir.

Giiniimiizde, KML patogenezinde Wnt sinyal iletimine ait bozukluklarin etkili oldugunu
gosteren veriler bulunmaktadir. Wnt sinyal ileti yolaginin, hematopoetik kok hiicrenin (HKH)
kendi devamliliklarin1 saglamada rol aldigi, KML’de B-katenin birikimi ile canonical yolagin
aktive oldugu ve normal BCR gen iirlinliniin, Wnt sinyal yolaginda diizenleyici oldugu
gosterilmistir.

Wnt sinyal iletiminin siirekli aktivasyonunun tiimor gelisiminde ¢ok 6dnemli rolii oldugu

bilinmektedir. sFRP genlerinin epigenetik sessizlesmesi, canonical Wnt sinyal iletim



yolaginin siirekli aktivasyonuna neden olmaktadir. Genin promotor bolgesindeki CpG
adalarinin metilasyonunun, pek ¢ok kanser c¢esidi ve losemide sFRP genlerinin ifadelerinin
baskilanmasimma neden oldugu goézlenmistir. Akut ve kronik lenfoid losemilerde, yapilan
caligmalar, malign hematopoezde Wnt sinyal iletiminin rolii hakkinda bilgi vermektedir. Wnt
sinyal iletimi aktivasyonunun, akut miyeloid 16semi, kronik lenfositik 16semi, kronik miyeloid
l6semi ve multiple miyeloma’nin patogenezinde rol aldigi gézlenmistir. Ancak Wnt sinyal
iletiminde rol alan genlerde, bu yolagin kontrolsiizliigiine neden olabilecek herhangi bir
mutasyon saptanmamistir. Bu nedenle sFRP gibi Wnt antagonistlerinin, promotor
hipermetilasyonu nedeni ile sessizleserek Wnt sinyal iletimini aktif halde tutmasinin,
l6seminin gelisimi acgisindan 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir.

sFRP’lerin epigenetik mekanizmalar ile sessizlesmesinin KML nin prognozu ve tedavi
tepkilerindeki farkliliklarin agiklanmasi acisindan 6nemli olacagini diislinmekteyiz. Bu
nedenle hipotezimiz; KML’de sFRP1 geninin genetik ve/veya epigenetik degisiklikler nedeni
ile sessizleserek, Wnt sinyal iletiminin siirekli aktivasyonuna neden olmasinin hastaligin
gelisimine ve ilerleyisine katkist oldugu yoniindedir. Arastirmamiz, KML’de sFRP1 geninin

genetik ve epigenetik degisikliklerini inceleyen literatiirdeki ilk ¢alisma olacaktir.



2. GENEL BILGILER

Hiicre sinyal ileti yolaklari, hiicre ile ilgili biitiin biyolojik siire¢lerde rol oynarlar.
Embriyojenik donemde bu yolaklar, hiicre gruplarinin islevlerini diizenleme ve hiicreler
arasindaki kritik iletisimi saglamada; eriskin donemde de homeostazisin siirdiiriilmesi ve
rejenerasyon gibi siireglerde dnemli roller istlenirler. Ileti yolaklarinda olusabilecek islevsel
bozukluklar, hiicrelerde patolojik degisiklere neden olmaktadir. Bu patolojiler, embriyolojik
donemde gelisim bozukluklart olarak karsimiza ¢ikarken, eriskin donemde basta kanser olmak
tizere pek ¢ok farkli hastalik olarak kendini gosterebilmektedir. Gerek gelisim, gerekse kanser
biyolojisi alanlarinda son yillarda arastirmalarin yogunlastigi sinyal ileti yolaklarindan biri de

Wnt sinyal ileti yolagidir.

Wnt adi, Wingless (Wg) ve Int genlerinin birlesimi ile ortaya ¢ikmistir. Wingless geni,
“Drosophila melanogaster segment polarite geni” olarak tanimlanmistir. Metamorfozda
erigskin eklem olusumu ve embriyogenez boyunca islev gostermektedir. Int genleri ise,
omurgali genleri olarak tanimlanmistir. Int-1 ve Wingless geninin kodladig: iiriinler evrimsel
olarak korunmus benzer aminoasit dizilerine sahiptirler veWingless, Intl’in Drosophila

homologudur (1).

Wnt’ler ilk olarak memeli onkogenleri, daha sonra da embriyogenez boyunca hiicre-
hiicre etkilesimlerini diizenleyen genler olarak tanimlanmigslardir (2). Wnt proteinleri; evrim
stiresince yliksek diizeyde korunmus, hayvanlarda ¢ok 6nemli gelisimsel ve homeostatik role
sahip molekiillerdir (3,4). Hiicre yapismas: (adhezyon), hiicre gogii (migrasyon), apoptoz,
hiicre kutuplagmasi (polaritesi), cogalma (proliferasyon), gelisim (development), organogenez

ve onkogenezinde dahil oldugu bir¢ok biyolojik siiregte rol almaktadirlar (4,5).

Memeli Wnt proteinleri; salgilanan, lipid modifiye, sistein aminoasidi agisindan zengin
glikoproteinlerdir  (4,6). Wnt aile iyeleri, aminoasit dizi benzerliklerine gore
gruplandirilmiglardir. Omurgasiz canlilar ve memeli genomunun tamamen anlasilmasi ile

insan ve farede 19, Drosophila’da 7, ve C. elegans’ta 5 adet Wnt geni tanimlanmistir (7).

Hiicreden salgilanan Wnt proteinleri, membrani yedi kez gecen Frizzled (Fzd) reseptor
ailesi i¢in ligand islevi goriirler ve Fzd proteinleri lizerinden, hiicrede parakrin/otokrin sinyal

iletisini tetiklerler (4,6). Memelilerde tanimlanmis olan 19 Wnt ve 10 Fzd proteini arasindaki



ligand-reseptor 6zgiilliigl ile degisik ligand-reseptdr birlesimlerinin, farkli hiicre i¢i sinyal
yolaklarini ne sekilde etkinlestirdigi tam olarak bilinmemektedir(5).
Gilinlimiizde Wnt sinyal iletisinin “canonical” ve “non-canonical” olarak ikiye ayrildig:

kabul edilmektedir (5).
2.1. CANONICAL (B-KATENIN) YOLAK:

Canonical yolak, Wnt/B-katenin yolagi olarak da adlandirilir. Genel olarak bu yolakta,
Wnt proteini ile Frizzled reseptoriiniin eslesmesi sonucu, B-katenin’in yikilimi engellenir. Bu
sekilde bulundugu hiicre sitoplazmasinda miktar1 artan B-katenin, sitoplazmadan g¢ekirdek
icine gecer (niikleer translokasyon) (4,5). B-katenin, cekirdekte transkripsiyon faktorleri
TCF/LEF (T hiicre spesifik transkripsiyon faktor / lenfoid enhancer baglayici faktor) ile
kompleks olusturarak, aralarinda c-myc ve siklin D’ninde bulundugu bir¢ok hedef genin
transkripsiyonunu olumlu ve olumsuz yonde etkiler.

Yolagin detaylarina baktigimizda; Wnt sinyal iletimi olmadiginda, B-katenin yikim
kompleksi etkindir (4,5). B-katenin; Axin /APC(Adenomatoz polipozis coli)/ Casein kinaz 1’i
iceren protein kompleksinde, GSK3p (Glikojen sentaz kinaz 3f) tarafindan NH;
terminalinden fosforillenir. Fosforilenen B-katenin, ubigqiitinasyon proteozom yolagi ile kisa
stirede yikilir (8).

Drosophila’da Wnt sinyalinin yoklugunda TCF Groucho ile kompleks olusturarak,
Wnt/Wg hedef genleri i¢in baskilayici olarak hareket eder. Bu etki Groucho’nun Histon
Deasetilaz (HDAC) ile iliskisi aracilifiyla olmaktadir. p-katenin niikleusa girince, TCF
baskilayic1 kompleksini, transkripsiyonel aktive edici komplekse dontstiiriir. Aktivasyonun,
TCF/LEF kompleksinden Groucho’nun ayrilmasi ve TCF/LEF’e histon asetilaz CBP/p300°iin
baglanmasi ile gergeklestigi diisiiniilmektedir (7).

Wnt ligandinin, koreseptdér LRP 5 veya 6’ nin (Low-density lipoprotein receptor-related
protein) varliginda Fzd reseptoriine baglanmasiyla Wnt sinyal iletisi tetiklenir ve sinyal hiicre
icine aktarilir (4,9). Boylece, normalde [-katenin’i yikim i¢in hedefleyen Axin-APC
(Adenomatoz polipozis coli)-GSK3p (Glikojen sentaz kinaz 3) kompleksi baskilanir (4,5).
Bu siirecte anahtar rol, Dishevelled (Dvl) proteininin aktive olmasidir. Kazein kinaz 1( Casein
Kinasel-CKI) ve PKCa tarafindan Dishevelled proteinlerinin fosforilasyonu tetiklenir(10).
Fosforillenmis olan Dvl, Axin-APC-GSK3B kompleksini bozarak [B-katenin’in

fosforillenmesini engeller (8). Hipofosforile [B-katenin, sitoplazmada birikir ve hiicre



cekirdegine gecer. Burada TCF /LEF transkripsiyon faktorleri ile kompleks olusturarak hedef

genlerin ekspresyonunu uyarir (8,11) ( Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Canonical Wnt sinyal iletimi (12).

Wnt sinyal iletisi lizerine yapilan ¢aligmalar daha ¢ok P-katenin yolagi (canonical
yolak) tiizerinde yogunlagsmis olmakla beraber, son yillarda Wnt proteinleri ve iliskide
olduklar1 diger proteinlerin, P-katenin yolagindan bagimsiz etkileri de arastirilmaya
baslanmistir. Wnt/B-katenin yolagina ek olarak iki “non-canonical” Wnt sinyal ileti yolagi

tanimlanmuistir.

2.2. NON-CANONICAL WNT SINYAL iLETIi YOLAKLARI:

Non-canonical sinyal ileti yolaklari, omurgalilarda Wnt/kalsiyum ve Wnt/Jnk yolaklari
olarak ikiye ayrilir. Non-canonical Wnt sinyal ileti yolaklar1, B-katenin yolagina oranla daha
az anlasilmistir. Bu yolaklarda Wnt ligandlari, yine Fzd reseptoriine baglanmakta ve Dvl
aktive olmaktadir. Ancak yolagin daha alt noktalarinda bu baglanma GSK3p veya B-katenin
ile iligkilenmemektedir. Hatta bazi tanimlanmis durumlarda, non-canonical yolaklarin Wnt
proteinlerinden bagimsiz Fzd ve Dvl proteinlerini kullanabildikleri gosterilmistir. Bu durum,

Fzd reseptorlerinin Wnt disinda baska ligandlarla da aktive olabildigini géstermektedir (5,13).



B-katenin bagimsiz Wnt yolaklarinin ilk kesfi Xenopus oositlerinde, Wnt 11 ve Wnt
5’in asir1 ekspresyonu sonucunda [-katenin diizeyi etkilenmeden hiicre ic¢i kalsiyum
seviyesindeki artisinin gézlenmesi ile olmustur. Daha sonraki ¢alismalar Wnt ve Fzd’lerin
degisik kombinasyonlarinin kalsiyum/kalmodiilin bagimli kinaz (Ca++/CamKII) ve protein
kinaz C (PKC) yolaklarini aktive ettigini gostermistir (5,13).

Wnt/Jnk yolagr: 1k Drosophila’da tammlanmustir (14,15). Diizlemsel hiicre
kutuplagsmas1 (planar cell polarity (PCP)) yolagi olarak da adlandirilir (5,13). Bu sinyal
yolaginin hiicrede yapisal (morfojenik) kutuplasma ve hareketliligin diizenlenmesinde rol
oynadig1 gosterilmistir. Bu yolakta yine Fzd ve Dvl proteinleri anahtar rol oynarlar ancak
koreseptor LRP proteinleri rol almazlar. Aktive olmus olan Fzd reseptorii DvI’i etkinlestirerek
bir G proteini olan RhoA iizerinden sinyalin kii¢iilk GTPazlar ve JNK’a (C-Jun NH2-terminal

kinaz) aktarimini saglar (16).

Wnt/Ca® yolagi: Bu yolakta da LRP proteinleri yer almaz. Wnt-Fzd eslesmesi
fosfolipaz CB ‘yi (PLCP) etkinlestirir ve hiicre i¢i Ca™* diizeyi artarak PKC aktivasyonuna yol
acar. Aym zamanda Ca™ bagimhi CamKII aktive olur. Bu yolagin hiicre yapismasinin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir (13) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Noncanonical Wnt sinyal ileti yolaklari(17).

Non-canonical Wnt yolaklariyla ilgili genel kabul géren bir goriis, bu yolagin /

yolaklarin etkinlestirdikleri ~siireglerin canonical Wnt/B-katenin yolagina ters etkili



(antagonist) oldugu yoniindedir (5,13).

Hiicrelerin farkli biyolojik 6zelliklerinin diizenlenmesindeki yaygin roliinden dolayi,
Wnt sinyal ileti yolagimin oldukca karmasik olmasi da kagimilmazdir. Wnt sinyal iletiminde
ko-reseptorlerin (LRP5/6) veya salgilanan Wnt antagonistlerin (sFRP’ler -Soluble Frizzled
Related Proteins- ve Dickkopf proteinleri) varligi veya yoklugu, bu yolaga ait molekiiler
diizeneklerin agiklanmasini daha da karmasik bir hale getirmektedir (4,5).

Wnt sinyal iletiminin, neoplazi gelisiminde énemli rol oynadigi bilinmektedir. Insan
kanserlerinde Wnt’in asir1 ekspresyonunun prevelansit heniiz tam olarak bilinmemekle
beraber, hiicre i¢i efektorler ve modiilatorlerdeki mutasyonlar sonucu Wnt sinyal iletiminin
aktivasyonu birgok kanser tiiriinde siklikla izlenmektedir. Ozellikle APC ve B-katenin’deki
mutasyonlar kolon karsinomasinin %80-90’1inda ve yine p-katenin mutasyonlari, melanoma

ve hepatoseliiler karsinomada yaygin olarak gézlenmektedir (18).
2.3. WNT SINYAL ILETiSINDE ROL OYNAYAN BASLICA PROTEINLER:
2.3.1. Wnt proteinleri:

Wnt proteinleri, farkli dokularda ifade olan, salgilanan sinyal molekiillerinin bir
ailesidir. Bugiin insanda bilinen on dokuz Wnt proteini vardir (19). Ortiismeler olmakla
beraber Wnt proteinleri, “canonical” (Wnt 1, Wnt 3, Wnt 3a,Wnt 7a, Wnt 7b, Wnt 8) ve “non-
canonical” (Wnt 5a, Wnt 5b, Wnt 4, Wnt 11) yolak etkinlestiricileri olarak gruplandirilirlar
(4,6). Cesitli Wnt proteinleri hem canonical hemde noncanonical yolagi etkinlestirme
ozelligine sahiptir.

Wnt’lerin ¢ogu, 350 aminoasit uzunlugunda ve yaklasik 40 kDa molekiiler
agirh@indadirlar (3). Tim Wnt’'lerin ortak o6zelligi, sekresyon i¢in sinyal dizisine, yiikli
aminoasit birimlerine ve potansiyel glikolizasyon bolgelerine sahip olmalaridir. Wnt
proteinlerinin lipid modifikasyonlar, islevleri igin gereklidir. Ozellikle Wnt proteinlerinin
palmitillenmeleri, onlar1 hidrofobik hale doniistiirerek membrana yonelmelerini
saglamaktadir. Wnt proteinlerinin palmitillenmeleri, N-bagimlhi glikolizasyonlar1 icin
gereklidir. Boylece Wnt’in hiicreler arasi naklinde, Wnt ile Wnt’e yanit veren hiicrelerin
ylizeyinde bulunan heparan siilfat proteoglikanlariin iliskisini arttirdiklar1 diisiiniilmektedir.
Ayrica Wnt palmitillenmesi i¢in gerekli olan bdlgelerin mutasyonunun, Wnt-Frizzled

etkilesimini azalttig1 6ne siiriilmiistiir (20).



2.3.2. Frizzled proteinleri:

Frizzled proteinleri, Wnt ailesi i¢in reseptdr gorevi goriir. Frizzled reseptorleri, CRD
(cysteine — rich domain ) olarak isimlendirilen uzun amino terminal uca, yedi hidrofobik
transmembran a helikse, li¢ sitoplazmik hiicre i¢i ilmige ve bir protein fosforilasyon bolgesi
iceren C-terminal kuyruguna sahiptir (7). Bugiin memelilerde bilinen on Frizzled proteini
vardir, ancak islevsel farkliliklar ve ligand 6zgiilliikleri heniiz ¢ok iyi bilinmemektedir (6).
Frizzled molekiiliiniin topolojisi, 6zellikle heptahelikal sinyal iletim alani, bu reseptdriin
heterodimerik G proteinleri araciligi ile sinyal iletimini gergeklestirdiklerini gostermektedir
(7). Yapilan genetik ve biyokimyasal analizler, G-proteinlerinin Fzd sinyal iletimine yanitta

aktif olduklarini gostermistir (20).
2.3.3. LRP ( Lipoprotein Receptor Related Protein) 5-6:

Wnt sinyali sadece islevsel Fzd’a degil, ayn1 zamanda LRP 5-6 olarak adlandirilan
transmembran molekiillere de ihtiya¢ duymaktadir (7). LRP5 ve 6 proteinleri, olasi protein
etkilesim alanlarini iceren biiyilik bir hiicre dis1 domaine ve oldukcga kiiciik bir sitoplazmik
pargaya sahip; membrani bir kez gecen proteinlerdir (20,21). Heniiz kanitlanmamuis olsa da,
Wnt molekiiliinin LRP’ye de baglandig1 ve Frizzled ile trimerik kompleks olusturdugu
diisiiniilmektedir (7).

2.3.4. Dishevelled :

Sitoplazmik bir fosfoprotein olan Dishevelled, meyve sinegi ve memeli hiicrelerinde
Axin-APC-GSK3p kompleksinin baskilanmasinda rol oynayan bir proteindir. Meyve
sineginde tek bir Dishevelled geni (Dsh) tanimlanmisken, memelilerde ii¢ farkli Dishevelled
(Dvl) geni tanimlanmigtir. Bu genin, Wnt sinyal ileti yolaginda gerekliligi uzun bir siiredir
bilinmekle beraber, heniiz ne sekilde aktive oldugu net olarak agiklanabilmis degildir. Tiim
organizmalarda Dsh aile iiyeleri li¢ domaine sahiptir; amino terminal-DIX (Dsh ve Axin)
domaini, merkezde PDZ domain (Postsynaptic density-95, Discs-large, Zonula occludens-1),
karboksi terminalinde DEP domain (Dsh, Egl-10, Pleckstrin). Ug farkli domaininin farkli
etkilesimleri sonucunda, canonical ve noncanonical yolakta rol almaktadirlar. Bu tanimlanmisg
lic domaine ek olarak, hem canonical Wnt sinyalini aktive etme yetenegi olan hem de hiicre

ici yayilimimi diizenleyebilen iki yeni domain tanimlanmistir (22). Aktivasyonu igin
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kendisinin de fosforillenmesi gereken Dishevelled, proteazla aktive reseptor (protease-
activated receptor 1- PAR-1) ve kazein kinaz I (Casein kinase I-CKI) tarafindan
fosforillendigine dair veriler olmasina ragmen; ancak bu kinazlarin Wnt sinyal iletisini ne

sekilde Dishevelled proteinine ulastirdigi tam olarak bilinmemektedir (4,5).
2.3.5. GSK3p :

Multifonksiyonel serin treonin kinaz GSK3p, Wnt sinyal iletim yolaginda anahtar bir
proteindir. Kinaz 6zelliginden dolay1 ¢esitli proteinlere baglanarak fosforile etme yetenegine
sahiptir. Wnt/ B-katenin sinyal iletimindeki rolii, farkli islevlerinden sadece birisidir. Bunun
yaninda pek ¢ok onkogenik transkripsiyon faktorii ve proto-onkoproteinin, GSK3p kinaz
substrat1 oldugu varsayilmakta ve inaktivasyonlarinin buna bagimli oldugu diisiiniilmektedir.
Bu goriise gore, GSK3B neoplastik transformasyon ve timor gelisiminde rol oynamaktadir

(23).
2.3.6. Axin:

Axin, ilk olarak Xenopus embriyosunda Wnt sinyal iletim yolaginin inhibitdrii olarak
tanimlanmistir ve APC, B-katenin, GSK3p ve Dsh’a dogrudan baglandig1 gosterilmistir (6).
Axin, B-katenini fosforilleyen GSK3B nin etkinligini arttirmak i¢in iskele protein olarak rol
oynar (19). Axin, ayrica LRP-6’nin sitoplazmik kuyruguna baglanma o6zelligine sahiptir.
Axin’in LRP-6 kuyruguna baglanmasi, LRP-6’nin fosforilasyonu ile gergeklesmekte ve
sinyalin aktivasyonu GSK3p tarafindan diizenlenmektedir. Bu iliski B-katenin’in kaderini
degistirir. Yikilmasin1 saglamak yerine, birikimini saglar (20). Hiperfosforile olan LRP5/6

domaini yiiksek affinite ile Axin’e baglanarak onu yikim kompleksinden ayirir (12).
2.3.7. APC:

APC tiimor supressor gen lriinii, f-katenin yikim kompleksinin bir pargasidir (12). APC
ilk olarak kolon karsinoma gelisiminde tiimor supressor gen olarak tanimlanmigtir. Daha
sonra, P-katenin ve GSK3B’ya dogrudan baglandigi gosterilmistir. GSK3p tarafindan
APC’nin fosforilasyonu, APC’ye B-katenin’in baglanmasini hizlandirir. Béylece B-katenin’in
stabilizasyonunun bozulmasina neden olur. Bu da APC’nin Wnt sinyal iletiminde negatif

diizenleyici olarak rol aldigini gdsterir (9). Insan kanserlerinin birgogu, APC ve Axin
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proteinlerinde meydana gelen mutasyonlar araciligi ile Wnt sinyal ileti yolagimin kontroliiniin

kaybu ile iliskilidir (10).

2.3.8. p-katenin:

B-katenin, hiicrelerarasi adheren baglantilardaki E-kadherin komplekslerinin yapisal bir
elemanidir ve kadherin hiicre adhezyon molekiiliiniin sitoplazmik alanina baglanarak hiicre-
hiicre adhezyonunda gorev alan bir polipeptiddir (12,24,25). Ayn1 zamanda niikleusta
transkripsiyonu aktive etmek i¢in, kromatin yeniden modelleme kompleksine katilir (12).
Bununla birlikte B-katenin, Wnt proteinleri tarafindan baslatilan sinyal iletim yolaginin
merkez oyuncularindandir. B-katenin aktivitesi, onun yerlesimini ve stabilitesini etkileyen ¢ok

sayida protein tarafindan kontrol edilmektedir (9).

B-katenin diizeyi Wnt uyarimi yokken, proteozomal yolak tarafindan yikildigindan
diisiiktiir, ancak Wnt sinyali varliginda proteozomal yikimdan kurtulur ve diizeyi artar
(22,25). B-katenin geninde (CTNNb1) meydana gelen mutasyon, B-katenin yikimi i¢in gerekli
olan serin ve threonin birimlerini etkiler. Bu mutasyon, B-katenin’in amino terminalindeki
dizi ile direk iligkisini saglayan B-TRCP (E; ubikitin ligazin bir bileseni) ile B-katenin’in
etkilesimine bagl fosforilasyonu engeller. B-katenin’deki bu diizenleyici dizi, ¢ogu insan
kanser tiirlerinde mutanttir (6). Pek c¢ok timor hiicre hattinda, onkogenik [-katenin

mutasyonlar1 sitozolde B-katenin’in birikimine neden olur (24).

2.3.9. TCF/LEF:

TCF ve LEF, B-katenin’in yoklugunda transkripsiyonel baskilayicilarla iliskiye giren
ko-transkripsiyon faktorleridir. B-katenin varliginda TCF, LEF’e baglanir ve baskilayicilarin
yerine geger. Transkripsiyonu B-katenin-TCF/LEF tarafindan aktive edilen 75 farkli gen
bulunmaktadir. Bu genlerin bazilart hiicre dongiisiiniin ilerlemesi (c-myc, Cyclin D), bazilar
axis formasyonunun gelisimi (siamois, twin), bazilar1 da dokularin yeniden modellenmesi gibi

islevlerde gorev alirlar (5).
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2.4.WNT SINYAL ILETIMININ ANTAGONISTLERI:
2.4.1. Dickkopf:

Dickkopf proteinleri, salgilanan ve omurgalilarda Dkk1, 2, 3, 4 olmak lizere 4 temel
liyesi bulunan bir ailedir (26). Wnt sinyal iletiminin hiicre dis1 antagonistleri olarak
bilinmektedirler. Dickkopf proteinleri Wnt ile dogrudan iliski kurmazlar, ancak canonical
sinyal iletim yolaginda LRP5/6 koreseptoriiniin etkisini engellerler (14). Dkk 1, 2 ve 4 farkh
affinitelerle LRP5 ve 6’ya baglanir; olusan Dkk /LRP kompleksi, kremen proteini ile
etkileserek yikim i¢in hiicre zarindan hiicre i¢ine alinir. Boylece sinyal iletiminde rol
oynayacak Wnt koreseptdr sayist azalir (27). Bunun yaninda Dkk 2’nin, LRP-6’y1 aktive

ederek B-katenin’in birikimine neden olabilecegi de ileri siiriilmektedir (26).
2.4.2.Wnt Inhibitory Factor (WIF-1):

Ik olarak Xenopus ve Zebrafish’de tanimlanmistir. Wnt sinyal iletiminin antagonistleri
olarak rol oynayan WIF-1, sFRP veya Fzd’in CRD domaini ile herhangi bir homoloji veya
paylagim gostermemektedir. WIF-1, N- terminal sinyal dizisine ve tiirler arasinda korunan bir
birime sahiptir (28). Prostat, meme, akciger ve mesane kanserleri gibi pek cok kanser
cesidinde, WIF1 geninin hipermetilasyonu nedeni ile ekspresyonunun baskilandigi

gozlenmistir (29).
2.4.3. Cerberus:

Cerberus, WIF-1 ve sFRP’ler gibi Wnt antagonistidir. Xenopus’dan elde edilmistir ve
on endoderm de eksprese oldugu bilinmektedir. Cerberus, multivalent biliylime faktorii
antagonistidir ve bas olusumu ile gévde baskilanmasina neden olan {i¢ sinyal iletim yolagini

baskilar (28).
2.4.4. sFRP (Secreted Frizzled Related Protein) :

Ilk olarak Wnt sinyal iletiminin antagonistleri ve apoptozun diizenleyicileri olarak
tanimlanan, yaklasik 30 kDa biiyiikliigiinde, salgilanan glikoproteinlerdir (30). Memelilerde
sFRP (Secreted Frizzled related Protein) ailesi, bes adet salgilanan Frizzled iliskili proteinden
olusur ve islev benzerliklerine gore iki gruba ayrilirlar: SFRP 1, 2 ve 3 bir grupta, sFRP 4 ve 5
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diger grubta yer alir ( 28,31). Wnt sinyalini bir¢ok agidan diizenleyebilme yetenegi olan sFRP
ailesinin farkli tyeleri, farkli ekspresyon paternlerine sahiptirler (32). Memeli hiicre
hatlarinda yapilan ¢alismalar sonucunda farkli sFRP’lerin zit etkinliklere sahip oldugu ve

bunlarin bazilarinin Wnt’lerden bagimsiz islevleri oldugu gosterilmistir (28,33).

sFRP’ler salgilantyor olmakla beraber, hiicre kiiltiirii caligmalar1 onlarin hiicre zarinda
ve/veya hiicre dis1 matrikste bulunabildiklerini gostermistir. Hiicredis1 matriksde sFRP’lerin,
stilfat proteoglikanlar ile etkileserek, sSFRP —Wnt komplekslerini stabilize ettigi gosterilmistir
(28).
sFRP’ler, Fzd ile %30-50 DNA dizi homolojisi gosterirler (28). sFRP’lerin Fzd
proteinlerine zit olarak, hiicre igerisine sinyal gondermek icin gerekli olan sitoplazmik uglar
ve transmembran boélgeleri yoktur (8). sFRP’ler, CRD domaini ve karboksi terminal netrin
domaini (NTR=netrin-like domain ) olmak {izere iki yapisal {inite igerirler. SFRP’lerin N-
terminalindeki CRD domainleri, Fzd’in hiicre dis1 sisteince zengin amino terminal domainine
homoloji gosterir (6-30). COOH domaini de, NTR ile baz1 bolgelerde zayif dizi homolojisi
gosterir (14,28) (Sekil 2.3). Alt1 sistein birimi ve c¢esitli korunmus hidrofobik birimlerin
segment ve ikincil yapilarini iceren bu NTR modiiliiniin, doku metalloproteinaz inhibitér ve
bazi proteinlerde bulundugu; proteaz inhibitor aktivitesinden dolay1r metalloproteazlarin

aktivitesini baskilayabildigi gozlenmistir (28,30).

gre I _cep | [NTR

izzed [ CRD | [NNWNNNN o |

Frizzled FRP
N2 NH2

Sisteince zengin j

‘Sinyal : Sinyal
A e e
32

b Netrin-henzeri

Sisteince zengin

Hidrofilik

COCH

Sekil 2.3. sFRP ve Frizzled’in homoloji gdsteren domainleri (28).

14



sFRP’ler, Fzd’lar gibi CRD domainleri araciligi ile Wnt’lere baglanarak sinyal
iletiminin diizenlenmesinde rol oynarlar (30). sFRP’lerin CRD veya C terminal domaini
aracilign ile Wnt ligantlariyla iliskiye girmesinin, Wnt sinyal iletimini engelledigi One
stiriilmektedir. sFRP1 CRD bolgesinin, hem Fzd, hemde kendisi ile iliskiye girebildigi
gosterilmistir. Boylece sFRP’ler, Fzd ile islevsel olmayan kompleksler olusturarak ya da Wnt
proteinlerinin Fzd proteinlerine baglanmasin1 6nlemek icin onlarla etkileserek, Wnt sinyalini

engelleyebilmektedirler (28) ( Sekil 2.4).

LEPY6 1 Fz

GSK-SL‘. »\ _
. - HONCANONICAL
b-katenin VOLAE
CANOHICAL
YOLAK

Sekil 2.4. sFRP’nin Wnt sinyal iletimindeki rolii (28).

sFRP’lerin diisiik ve yliksek ekspresyonunun c¢esitli hastaliklarda apoptozun hizlanmasi
veya baskilanmasi ile iliskili oldugu gosterilmistir. sFRP’lerin ekspresyonunun yiiksek
olmasi, Wnt sinyal iletimini baskilayarak apoptozu tetikler. Meme ve servikal kanserlerden
alman dokularda, sFRP’lerin ¢ok diisiik eksprese oldugu gozlenmistir. sFRP gen
mutasyonlari, kanserlerde ¢ok az gozlenmekle birlikte son zamanlarda sFRP ekspresyon
kaybi, DNA metilasyonu ile iligskilendirilmistir (34). sFRP gen ailesi siklikla hatali DNA
metilasyonununun hedefidir ve sFRP genlerinin metilasyonu veya ifadesinin baskilanmasi
kolorektal, mesane, prostat, endometrium, akciger, meme, mezotelyoma ve kronik lenfositik
l6semi gibi ¢esitli kanserlerde gosterilmistir. Bu gozlemlere dayanarak, sFRP’lerin tiimor

supressor gen olarak islev gosterdikleri ileri siiriilmektedir(8).
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2.5. sFRP1 GENI: .

sFRP1, sFRP protein ailesinin bilinen bes iiyesinden biridir ve SARP2 (Secreted
apoptosis-related protein-2), FrzA (Frizzled in aorta) olarak da isimlendirilir (2). Insan sFRP1
geni, kanserde heterozigozite kaybinin siklikla oldugu bir bolge olan 8p21°de yerlesiktir (28).
Insan embriyonik fibroblast hiicre hatlarindan elde edilen ortamda, hepatosit biiyiime
faktorleri ile birlikte saflastirilan 36 kDa’luk proteinin kismi dizisi saptanmistir. Dejenere
oligoniikleotid prob ile insan embriyonik akciger fibroblastlarindan yapilan cDNA
kiitliphanesi taranarak, aminoasit (aa.) sekansi elde edilmistir. 314 aa.’lik protein kodlayan
cDNA, Fzd proteinlerinin ligant baglayan domainlerine %30- 40 benzerlik gosteren sisteince
zengin bir domain igermesi nedeniyle FRP (Frizzled Related Protein) olarak adlandirilmstir.
(1).

Insan sFRP1 proteini; 110 aminoasitlik, N- terminal CRD domaini, 90 aminoasitlik
Netrin benzeri heparin baglayan C- terminal bolgesi ve 26 aminoasitlik C- terminali’nden
olusan bir glikoproteindir (35,36). Bes adedi CRD domaininde ve ii¢ adedi Netrin (NTR)
domaininde olmak {iizere toplam sekiz disiilfit bag icerir. NTR domaini, sFRP1’in heparin
baglayan bolgesini icerir ve Wg ile iligkisini saglar (30).

sFRP1 geni, yaklasitk 47 kb uzunlugundadir (37). sFRP1’in genomik haritasini
dogrulamak amaci ile PAC (P1-derived Artificial Chromosome) klonu kullanilarak yapilan
calismada 540/541 ve 618/619 niikleotidlerinde iki intronun varligi ortaya c¢ikmistir
(14).Genin ii¢ ekzonu, uzunluklari 5077 baz cifti (bg) ve 37972 bg olan bu iki intron
tarafindan ayrilir. Gen 4445 niikleotid uzunlugunda bir transkript tiriinii verir. Bu transkript

314 aminoasitlik polipeptidi kodlar (37) (Sekil 2.5).
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341 618

77 E 7
elzonl-intronl intronl*elzonl intronl*elzon3
elzonl*intronl
B G40
ARAGCOCCAMG*GTARGGCTOC CTCCTCOCAC GTGCGCGAGE GCCCOCTCCA TCCCCCGGLC
elzonl*inironl

841

CTTOCTECTE TOTAACTTAC AGTTOCGTTT CTCCCTACTT COTTTCCCAS *GCACAMCGET
intronl*ekzonl
618

AGCGRGTTTE GTAAMGARAGC GTTTCTAGCT GOCTCTGGAM GGTTTGGAM CTCCTGGTCT
elzonI*intronl

BATCCTTTCT CTTACCCTET TTTCTCTTCT TETETCCTHCT CCATCTCTAG * CACTGAGGAT
intronl*elzond

Sekil 2.5. sFRP1’in genomik haritas1 (14).

sFRP1 geninin genomik haritasi, sFRP1 proteininin beklenen domain yapist ile
uyusmaktadir. ilk kodlayan ekzon CRD domainini, iigiincii ekzon ise Netrin domainini igerir
(14). sFRP1, N-terminal CRD domaininde 1-5, 2-4, 3-8, 6-10, 7-9 sisteinleri arasinda distilfit
baglant1 desenlerine sahiptir. Heparin baglayan domainlerinin disiilfit baglantilar1 da 11-14,
12-15, 13-16 sisteinleri arasindadir. SFRP1, Asn'” ve Asn** " de N- baglantili glikolizasyon
bolgesine sahiptir (36) (Sekil 2.6). Fajlarla yapilan c¢alismalarda sFRP1’e baglanmak igin
“DGR”(Aspartik asit, Glisin, Arjinin) peptid dizisinin kor motif olabilecegi ve DGR motifini

iceren proteinlerin, sSFRP1 etkilesimi i¢in yeni adaylar olabilecegi 6ne stiriilmiistiir (30).

Insan sFRP1 proteini

1'---—-5"'_‘%_,10
| 1§
Dk 79

Sekil 2.6. sFRP1’in disiilfit baglarinin yerlesimi ve glikolizasyon bolgesi (36).
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Normal dokularla yapilan c¢alismalarda sFRP1’in, hiicre apikalinde ve periniikleer
sitoplazmada yerlesim gosterdigi gézlenmistir. sSFRP1 salgilandiktan sonra hiicre membrani
ile iliskisine devam edebilmektedir (14,38).

sFRP1, Wnt proteinleri ile etkileserek ve Fzd reseptorlerine baglanarak islevsel olmayan
reseptor komplekslerinin olusumuna neden olur. Bu yolla Wnt sinyal iletimini baskilayabilir
(38). Wnt aile iiyeleri ve Frizzled reseptorleri arasinda baglanma 6zgiilliigii, farkli sinyal ileti
etkilerine neden olmaktadir. Bu siirece sFRP’ler ve Wnt proteinleri arasindaki baglanma
Ozgilliigl de eklenince olay daha da karmasik hale donlismektedir. SFRP1’in; Wntl, Wnt2,
Wnt8, Wnt4 ve Wnt3a ile baglanabildigi bilinmektedir. sSFRP1’in Wntl’e baglanmasi, Wnt
aktivitesine antagonist oldugunun bir gostergesidir (39). Wntl ve Wnt5a’nin biyokimyasal

ozellikleri oldukc¢a benzemesine ragmen sFRP1 (FrzA) Wnt5a ile etkilesime girmez (40).

sFRP/ Wnt baglanmasinda Heparin /HSPG’nin (Endojen heparan siilfat proteoglikan),
oldukga etkili olabilecegi ve Fzd/ Wnt etkilesimini etkileyebilecegi ileri siiriilmiistiir. Heparin
ve HSPG’nin, Drosophila’da sFRP1 ve Wg arasindaki etkilesime yapisal destek vererek bu
baglanmay1 kolaylastirdigi gozlenmistir. Alternatif olarak heparin ve HSPG, ligant veya
reseptor oligomerizasyonunu hizlandirarak; veya onlarin karsilikli affinitelerini arttirarak da

sFRP1 ile Wg’in baglanmasini kolaylastirtyor olabilir (15).

Drosophila’da sFRP1, diisik ve yiiksek affinite ile Wg’ye baglanabilme bolgelerine
sahiptir. Bunlardan yiiksek affinite ile baglanan bolge Wg sinyal iletimini tetiklerken, diisiik
affinite ile baglanan bolgenin Wg sinyal iletimini engelledigi ileri siiriilmiistiir. Her ne kadar
Wg ve omurgali Wnt arasinda yiiksek bir benzerlik olsada, sFRP1 ve Wg arasindaki iligkinin,
sFRP1 ve Wnt arasinda olup olmadigi bilinmemektedir (28).

sFRP1’in endotelyal hiicre gogii, kapiller tiip olusumu, miyofibroblast ve kollajen
yikimi ile MMP-9( Matriks metalloproteaz—9) aktivitesinde azalmay1 saglamak gibi islevleri
bulunmaktadir. sFRP1 eriskinlerde, kapiller ve arterlerin endotelinde; embriyonik yasamda

vaskiilarizasyon isleminin erken evrelerinde yiiksek diizeyde eksprese olmaktadir (41).

2.5.1 sFRPT’in kanserle iliskisi:

sFRP1, Wnt sinyal iletimi antagonisti olarak bilinmektedir (35). sFRP1 proteini

apoptozu kolaylastirabilir veya tlimorlerin invazif 6zelliklerini ve gociinii kontrol edebilir.
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Wnt yolagindaki gesitli hedef genler, tiimér invazyonu ve lenf nodu metastazi ile iligkilidir.
Kromozom 8pl12’de genlerin DNA hipermetilasyonu yolu ile fonksiyonel inaktivasyonu,
erken tiimor gelisiminde gozlenir (38). Ayrica kromozom 8p’nin interstitial delesyonu, prostat
kanseri (8), skuamoz hiicre bas ve boyun kanserleri (42) ve kolorektal karsinoma (43) gibi
farkli kanser tiplerinde gozlenmektedir (14). sFRP1’in, insan tiimorlerinde heterozigozite
kaybinin siklikla oldugu 8p12°de lokalize olmasi ve Wnt sinyal iletiminin antagonisti olarak
islev gostermesi bu genin aday tiimor supressor gen olarak diisliniilmesine neden olmustur

(14,43).

sFRP1’in ekspresyonunun diisiik ya da yiiksek olmasi, B-katenin’in Wnt-bagiml
stabilizasyonunda zit etki gdstermesine neden olmaktadir (41). sSFRP1 ekspresyonu yiiksek
oldugunda Wnt’in etkisini yok ederken, ekspresyonu diisikk oldugunda Wnt’in etkisini
arttirabilecegi one siiriilmiistiir (44). sFRP1 geninin promotor bolgesinin hipermetilasyonu ve
paralelinde gen ekspresyonunun azalisinin, birgok kanser tipi ile iliskili oldugu bulunmustur
(38). sFRP1 ekspresyonunun meme kanseri, yumurtalik kanseri, mesane kanseri,
mezotelyoma, prostat kanseri, servikal kanseri, bobrek karsinomalarinda, kolorektal kanser ve
kiigiik hiicreli akciger kanserinde ve hepatoseliiler karsinomada baskilandig1 bilinmektedir

(45).

Yumurtalik kanserlerinde, gen mutasyonu olmamasina ragmen siklikla izlenen -katenin
protein ekspresyon artis nedeninin, sFRP1 inaktivasyonu oldugu ileri siiriilmiistiir.
Yumurtalik kanser hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada, RMG1 hiicrelerinde, metilasyon ve
ekspresyon arasinda bir etkilesim bulunamamistir. RMG1 hiicrelerinde sFRP1 geni metile
olmamasina ragmen, tamamen eksprese olmamaktadir. Bunun, metile olmayan allelde bir
mutasyon sonucu sFRP1 mRNA’smin ¢abuk yikimindan dolay1 olabilecegi ya da sFRP1
transkripsiyonu i¢in gerekli olan faktorlerin eksikliginden kaynaklanabilecegi diisiintilmiistiir

(46).

Hepatoseliiler karsinoma (HCC)’da sFRP1 promotér metilasyonunun, kolorektal
kanserden daha az, yumurtalik kanserinden daha sik oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte
kronik hepatit enfeksiyonu sonucu gelisen hepatokarsinogenezde, sFRP1 promotor
metilasyonunun rolii olabilecegi one siiriilmektedir (47). sFRP1 islev kaybi, siirekli Wnt

sinyal iletiminin aktivasyonuna yol acgarak epitel hiicrelerinin ¢ogalmasina ve invazif 6zellik
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kazanmasina neden olmaktadir (14).

Meme tiimorlerinde sFRP1 ekspresyonunun baskilanmasinin zayif prognoz ile iliskili
oldugu bildirilmistir. Genin eksprese olmasi tekrar saglandiginda, meme tiimor hiicre
hatlarinda proliferasyonu engelledigi izlenmistir. Meme tiimor hiicrelerinde sFRP1’in p-
ERK1/2 diizeyini diisiirmesi, Wnt aracilikli ERBB transaktivasyonunun ERK1/2 sinyalin
olusumunda 6nemli bir role sahip oldugunu gosterir (10). Bu nedenle sFRP1, yeni bir meme
tiimdr belirteci i¢in iyi bir aday olabilir. Hem duktal hem de medullar karsinomada goriilen
lenfoplasmositik stromanin, sFRP1-pozitif tiimorlerde gozlenmesi, sSFRP1 ekspresyonunun
immiin reaksiyonlar ile dogrudan veya dolayli olarak iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.
sFRP1 ekspresyon kaybinin, hormonal reseptorlerin varlii ve timor progresyonu ile iliskili;
fakat meme tlimoriiniin patolojik evreleri ile iliskili olmadig: ileri siirtilmiistiir (2). Genellikle
sFRP1 mRNA diizeyinin diisiik olmasi, lenf nodu metastazi ve mortalite artis1 ile
iligkilendirilirken, kolorektal tiimdrlerde sSFRP1 ekspresyon diizeyi ve lenf nodu metastazinin
gelisimi ya da diger klinik ve patolojik 6zellikler arasinda anlamli bir iligki bulunamamustir
(14).

sFRP1 geninin ekspresyonunun artigiyla sitoplazmadaki B-katenin diizeyinin azalisi,
osteogenezisin azalist ve apoptozun artig1 iliskilidir (48,49). Ancak sFRPI1 tarafindan
apoptozun diizenlenmesi halen tartisma konusudur. Gerg¢ekte sFRP1 farkli konsantrasyonlarda
farklr etkileri olan iki yonlii modiilatorlerdir. sSFRP1’in apoptozisteki etkisi, pS3, caspase-3,
caspase-9, BIK( BCL2-interacting killer) gibi ¢esitli apoptoz iliskili genlerin diizenlenmesi ile
iligkilidir. sFRP1’in, p53, Bax ve kaspazlar’m diizenlenmesi aracilifi ile fibroblastlarin
apoptoz diizeyini diisiirdiigii ileri siiriilmiistiir. Ornegin sFRP1 tarafindan BCL2
ekspresyonunun tetiklenmesi, p53 bagimli mitokondrial apoptotik yolagi inhibe etmektedir
(32). sFRP1 tarafindan apoptozun diizenlenmesi, hiicresel hedefler dogrultusunda degisiklik
gostermektedir; MCF7 meme hiicre hattinda apoptozu tetiklerken, diseti fibroblastlarinda
engelledigi bildirilmistir (50). sFRP1’in devamli eksprese olmasi, periodontal ligamentlerde
ve dermal fibroblastlarda apoptozun engellenmesine katki saglamaktadir (51). Buna ek olarak,
yogun Ostrojenik kosullar altinda yiiksek sFRP1 ekspresyonunun, uterin leyomiyolarinin
gelisimine katki sagladig ileri siiriilmektedir (32,52). Literatiirdeki verilerden de anlasildigi
tizere, sSFRP1’in apoptoz siirecindeki rolii heniiz tam olarak tanimlanabilmis degildir.

Yukaridaki verilerden de anlasildigi gibi; sFRP1, Wnt sinyal iletiminin

diizenlenmesinde ¢ok Onemli fonsiyonu bulunan bir gendir. Bugiin Wnt sinyal iletimi,

20



kanserin de dahil oldugu bircok hastalikla iliskilendirilmistir. Wnt sinyal iletiminin hiicre
icindeki efektorleri veya modiilatorleri nedeniyle siirekli aktivasyonunun, belirli kanserlerde
yiiksek siklikta gdzlendigi bildirilmistir. Ozellikle, APC’de ve B-katenin’de meydana gelen
mutasyonlarin kolon kanserlerinin %80-90’1nda gozlendigi ve [B-katenin mutasyonlarinin
melanoma ve hepatoseliiler karsinomada yaygin oldugu gozlenmistir (18).

Bugiin farkli solid tiimorlerde Wnt sinyal iletiminin etkinlesmesiyle ilgili bir¢ok yayin
bulunmaktadir. Bununla birlikte, 16semilerle Wnt sinyal iletiminin iligkisini anlatan yayin
sayillarinda da artis gozlenmektedir. Wnt sinyal iletiminin hematopoetik sistemde kok
hiicrelerin kaderini belirlemede rol aldiklari;; hem hematopoetik kok hiicrelerin kendi
devamliliklarin1  saglamalarinda, hem de onkogenezi diizenlemede etkili olduklar

gosterilmistir (53).

2.6. LOSEMILER:

Losemiler, beyaz kan hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucunda olusan kanserlerdir.
Kanser kemik iliginde baslar, daha sonra kana, lenf nodlarina, dalaga, karacigere, santral sinir
sistemine, testislere ve diger organlara yayilir. Losemiler; Akut lenfositik 16semi, Kronik
lenfositik 16semi, Akut miyeloid 16semi ve Kronik miyeloid 16semi olmak iizere dort sinifa
ayrilir. Genel olarak, akut l6semiler ¢ocuklarda ortaya g¢ikarken, kronik losemiler siklikla

yetigkinlerde gézlenmektedir.

Losemilerin dogasi solid tiimorlerden farklidir. Erigskin organizmada hematopoetik
sistem, kendi stirekliligini saglama yetenegine sahip hematopoetik kok hiicre (HKH)
topluluklarindan koken alan ve genellikle kisa yasam dmriine sahip hiicrelerden olusmaktadir.
Wnt proteinleri ve/veya Wnt sinyal iletimi yolagiin aktivatorleri tarafindan hematopoetik
onciillerin ve kok hiicrelerin uyarilmasi, onlarin genislemesine neden olmaktadir (19,54).
Hatali Wnt sinyal iletiminin, hem miyeloid hem de lenfoid kdkenli 16semilerde gozlendigi
belirtilmistir (42,55) Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar, embriyonik gelisimde gorev alan

Wnt sinyal iletimi yolaginin KML siirecinde etkili olabilecegini gostermistir.
2.7. KRONIiK MIYELOID LOSEMI (KML):

Kronik Miyeloid Losemi (KML), farklilagmanin tiim asamalarinda miyeloid seri
hiicrelerinin artisi ile karakterize olmus klonal hematopoetik k&k hiicre hastaligidir. 11k olarak

19.ylizyilda tanimlanmigtir. Sonraki yiizyillarda yapilan aragtirmalar hastaligin klinigine ve
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morfolojik 6zelliklerine hedeflenmistir. KML, bati iilkelerinde yilda 1/100.000 oraninda,
cogunlukla yetigkinlerde izlenen bir hastaliktir. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik
gbozlenmektedir. Yasin artist ile hastaligin goriilme sikligi artmaktadir. KML tanisinin
konulmasinda, periferik kan yaymasi ve kemik iligi incelemesi ile paralel olarak karyotip
analizi ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir (56).

Hastalik, ti¢ farkli klinik evreye ayrilmistir. Hastalik kronik faz olarak nitelendirilen

ilk faz ile baslar, daha sonra ikinci ve liglincii faz olan akselere faz ve /veya blastik krize
dogru ilerler (56). Tedavi uygulanmazsa, progresyon (ilerleme) kacinilmazdir (57,58).
Asagida detayli olarak anlatilacak olan kimerik BCR-ABL geni, KML’deki primer genetik
kusur olarak kabul edilmis olsa da, diger ek mutasyonlar ve epigenetik modifikasyonlar
hastaligin blastik krize dogru ilerleyisi i¢in gereklidir (59). Blastik fazda hastalarin, 2/3’1i akut
miyeloblastik 16semi, 1/3°1 de akut lenfoblastik 16semi klinigi gosterir (57).
Bircok 16semi, spesifik kromozomal translokasyonlar ile iliskilidir. Bu kromozomal
translokasyonlar, transforme hiicre populasyonunun genislemesini tetikler ve /veya
farklilagsmay1 engeller. Bu translokasyonlar genellikle onkogenik fiizyon iiriinii ile sonuglanir.
KML, baslangi¢ transformasyonunun hematopoetik kok hiicrede olusmasi agisindan ilgingtir
(60). Nowell ve Hungerford, 1960 yilinda, KML hastalarinda G-grubu kromozom
anormalligini tanmimlamislar ve kesfedildigi sehrin onuruna Philedelphia kromozomu (Ph)
adin1 vermiglerdir. KML’de malign transformasyon, t(9;22)(q34;q11) translokasyonu sonucu
Philadelphia kromozomunun olusumu ile ger¢eklesmektedir (42,61). Philadelphia
kromozomu, KML hastalarinin sitogenetik olarak %95’inde pozitiftir. Kalan %5’lik grup ise,
molekiiler olarak BCR-ABL kimerik onkogenini tasirlar. BCR-ABL, kromozom 9’un uzun
kolunda bulunan ABL (Abelsan murine leukemia virus) proto-onkogeninin ortadan kirilarak
kromozom 22’deki BCR (breakpoint cluster region) genine bitisik resiprokal translokasyonu
ile olugmaktadir (59). Bu genetik degisiklik, BCR-ABL kimerik proteinin olusumuna neden
olmaktadir. BCR-ABL kimerik geni iki farkli tip BCR-ABL mRNA’sin1 transkribe
edebilmektedir (b3a2 ve b2a2 transkriptleri) (62). BCR-ABL fiizyon {iriinii, 210.000 Da
molekiiler agirlikta kimerik protein olarak eksprese olur (63) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. KML’de Philadelphia kromozomu ve BCR-ABL’in domain yapisinin sematik
gosterimi(63,64).

BCR-ABL fiizyon proteini, ABL’in SH, domaininin BCR’1n N terminaline baglanmasi
ile olusur. BCR, c¢esitli enzimatik islevleri olan bir multidomain proteindir ve serin-treonin
kinaz olarak iglev goriir. Olusan BCR-ABL filizyon proteininde, normal ABL proteininin
amino ucu yerine, BCR’1n amino ucuna ait diziler bulunur. Proteine BCR dizilerinin
eklenmesi, bir tirozin kinaz olan ABL’in kontrolsiiz aktivitesine neden olarak hiicre
transformasyonuna yol acar (63). BCR-ABL kinaz, hiicre boliinmesi ve diger islevlerde etkili
olan ¢ok sayida hiicre i¢i proteini fosforilleyerek programlanmis hiicre 6liimiinii engeller, bu
hiicrelerin tutunma G6zelliklerinde degisiklige neden olur. K&k ve progenitér hiicre
cogalmasini ve KML’nin gelisimini tetikler (56,65).

KML tedavisinde baslangigta hastaligin biyolojik seyrini degistirmeyen hiicre azaltici
sitotoksik tedaviler (baslica hidroksiiire ve bisiilfan) kullanilmistir. Sonraki dénemde
sitogenetik remisyon saglamak icin, biyolojik yanit diizenleyici ilaclar (interferon ve
interferon/ARA-C kombinasyonu) kullanilmistir (66). Tedaviye yanit kriterleri klinik,
hematolojik ve sitogenetik diizeyde degerlendirilir. Klinik tam yanit, KML’nin neden oldugu
semptom ve bulgularin kaybolmasi, hematolojik tam yanit (HTY) dolasimda I6kosit sayisinin
<10x10*/mm’, trombosit sayisinmn <450x10*/mm? olmasi, miyeloid dnciil hiicre olmamasi ve

dalagin palpe edilmemesidir. Sitogenetik yanit ise, konvansiyonel sitogenetik yontem ile Ph
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kromozomu % 0 ise tam , % 1-34 kismi ve % 35-65 ise minor sitogenetik yanit olarak
degerlendirilir. Tam ve kismi yanit birlikte major sitogenetik yanit olarak adlandirilir.
Kazanilmis direng, elde edilen hematolojik, sitogenetik veya molekiiler yanitin kaybolmasidir
(64).

Son zamanlarda tedavide yaygin olarak kullanilan Imatinib Mesilat (IM) (Glivec,
Gleevec, STI -571; Novartis, Basel, Switzerland), 06zellikle kronik fazda hematolojik,
sitogenetik hatta molekiiler remisyon (BCR-ABL fiizyon transkriptinin kaybolmasi)
saglayabilmektedir. IM, bir 2-fenilaminopirimidin bilesigidir. Ozgiil terapatik bir ajan olan
IM, BCR-ABL’in enzimatik aktivitesini inhibe etmek i¢in tasarlanmistir. IM, ABL kinaza
ATP’nin baglanmasin1 bloklayarak BCR-ABL eksprese eden hematopoetik hiicrelerin
biiyiime ve gelisimini engeller ve bu hiicrelerde apoptozisi tetikler (67). Interferona direncli
KML hastalarinda Imatinib ile yapilan Faz II ¢aligmalarinda % 95 tam hematolojik remisyon,

% 65 major sitogenetik yanit, % 48 tam sitogenetik yanit elde edilmistir (66).
2.7.1. KML’de hiicrelerin kendi devamhliklarini saglayabilme yetenekleri:

Her giin insan viicudunda, HKH’lerden olusan yeni kan hiicreleri iiretilmektedir. Cogu
olgun kan hiicresi kisa yasam siiresine sahiptir. Bu nedenle HKH’ler, bu siireci devam
ettirirler. Kok hiicrelerin en dnemli 6zelligi, boliindiiklerinde biri farklilasabilen biri de kok
hiicre olarak kalan iki yavru hiicre olusturmalaridir. Kan hiicreleri, kemik iligindeki
pluripotent kok hiicresinden gelisirler. Pluripotent eriskin kok hiicreleri, koken aldiklar1 doku
ya da ilgili dokulara farklilagsma ozelligi gosterirler. Farklilasmis hiicrelerin onciilleri,
olgunlagsma siirecinde birka¢ kez boliiniirler. Fakat farklilasmanin son asamasinda hiicre
cogalmast durur. Kok hiicreler kendi populasyonlarini yenileyebildiklerinden, farklilagmis
hiicrelerin liretimi i¢in de bir kaynak olmaktadirlar (68).

Normal kok hiicrelerin kendi kendini yenileme 6zellikleri kanser hiicreleri ile paralellik
gostermektedir. Normal hematopoezde sinyal iletim yolaklari, kendini yenileme 6zelligini
kontrol ederler. Hiicrelerin transformasyonunda bu yolaklarin bozulmasi onlara kontrolsiiz
cogalma ve bazen de kok hiicreler gibi kendi kendini yenileme o6zelligi kazandirir.
Hematopoetik sistemde kok hiicreler, smirli onciiller ve farklilasmis hiicrelerin hepsi
transforme olabilirler. Miyeloid 16kemojenezde hiicre 6liimiiniin engellenmesi 6nemli bir
olaydir. Neoplastik proliferasyon igin hiicrelerde mutasyonlar birikir. Kok hiicrelerde

mutasyonlarin birikimi, kok hiicrelerden gelisen ilk Onciillerin neoplastik proliferasyonuna
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neden olmaktadir (53) (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. Losemi transformasyonu ve hematopoetik kok hiicre gelisimi boyunca kendi

kendini yenileme 6zelliginin karsilastiriimasi (53).

Normal hematopoetik kok hiicreler ve losemi hiicrelerinin alt gruplarinin ortak
ozelligi, kendi kendini yenileme yetenekleridir. Dikkat ¢eken goriis, blast krizdeki KML
hastalarindan veya tedaviye diren¢ gosteren hastalardan elde edilen graniilosit makrofaj
onciillerinin (GMP) normalde bodyle bir yetenekleri olmamasina ragmen, kendi kendini
yenileme yetenegi gosterdigidir (69). Buna gére KML’de kendi kendini yenileyen {i¢ hiicre
populasyonu mevcuttur: normal kok hiicreler, transforme kok hiicreleri ve GMP hiicreleri. Bu
durumda kendini yenileme yetenegi kazanmis olan GMP, 16semik kok hiicre olarak
degerlendirilmektedir (Sekil 2.9).

KML’de GMP populasyonunun kendi kendini yenileme kapasitesine sahip olmasinin,
hastaligin ilerleyisiyle l16semi kok hiicrelerinin belirli 6zellikler kazanmasindan kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, KML’de tiim fazlarda hastalik ilerleyisi ile birlikte
miyeloid oOnciil gruplarin genislemesi s6z konusu iken, ilging bir sekilde HSC
kompartmanlariin  biiylikliigli  aymidir.  Blast  krizde ise, graniilosit makrofaj

kompartmanlarinin biiytikliigi artar (58).
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Sekil 2.9. Normal hematopoez, kronik faz ve blast faz KML arasinda kok hiicre gelisiminin
kiyaslanmasi(58).

Kronik faz KML’de GMP hiicre populasyonunun genisleme gdosterdigi, fakat Ph(+)
kok hiicre kompartmanlariin biiytikliigiiniin ayn1 kaldig1 belirtilmistir (70). GMP 6nciil hiicre
populasyonunda BCR-ABL tarafindan sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonu, bu
kompartmanlarin genislemesini etkiler. Kronik faz KML’de B-katenin aktivitesi HKH’ler ile
siurlt iken, blastik krizde B-katenin aktivitesi GMP populasyonunda da gézlenmistir. Blastik
krizde, B-katenin aktivasyonuna bagli olarak bir ikinci mutasyon, GMP kompartmanlarinda
kendi kendini yenileme 06zelligi kazandirir. Bu ikinci mutasyon, HKH kompartmanlarinda
veya GMP onciil populasyonunda meydana gelebilir. Kronik faz KML’den farkli olarak
BCR-ABL, GMP kompartmanina kendi kendini yenileme 6zelligi kazandirir. Ek olarak BCR-
ABL transkriptleri, onciil hiicrelere gore kok hiicrelerde daha fazladir, fakat bu patern
hastaligin blastik krize ilerlemesi ile tersine donebilir (58). Hastaligin ilerleyisi boyunca
BCR-ABL transkriptlerinin diizeyi hematopoetik kok hiicrelerde sabit kalirken, graniilosit
makrofaj onciillerde BCR-ABL ekspresyonunun arttig1 gézlenmektedir (69). Boylece blastik
kriz KML’de, BCR-ABL kinaz aktivitesi ve GMP’lerin kendi kendini yenileme 6zelliginin

iliskili oldugu saptanmistir.
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2.7.2. KML ve Wnt sinyal iletiminin iliskisi:

Hematolojik malignansilerde, Wnt sinyalinin kontroliiniin bozulmas1 (deregiilasyonu)
ilk olarak KML’de tanimlanmistir (69). Cesitli yayinlarda KML’de canonical sinyal iletim
yolaginin aktivasyonu ve -katenin birikiminin gosterilmesi, hastaligin patogenezinde yolagin
bozuldugunu gosteren kantlardir (31,42,55,69,71,72). Wnt genlerindeki ekspresyon
degisiklikleri, KML’de hastaligin ilerleyisi ile iliskilidir (53,61). Buna ek olarak normal BCR
proteininin, Wnt sinyal ileti yolagin1 baskilayan bir negatif diizenleyici oldugu gosterilmis,
Philadelphia translokasyonu sonucunda olusan kimerik BCR-ABL gen iirliniiniin bu
aktiviteye sahip olmadigi, aksine dominant-negatif etkiyle canonical Wnt/B-katenin yolagini
etkinlestirdigi ortaya konulmustur (31).

B-katenin’in kan hiicrelerinde niikleer yerlesimi, hematopoetik kok hiicreler icin
sinirlidir ve B-katenin, kok hiicrelerde kendi kendini yenileme yetenegini diizenlemektedir
(42,73). BCR-ABL (+) KML hiicrelerinin kendi kendini yenileme 6zelligi, aktif serin /treonin
(S/T)-fosforile olmayan p-katenin tarafindan korunur. KML hiicrelerinde BCR-ABL
seviyesi, onun tirozin/serin/treonin fosforilasyonunu etkileyerek, [-katenin protein
stabilizasyonunun diizeyini kontrol edebilir. BCR-ABL fiziksel olarak, B-katenin ile etkilesir.
BCR/ABL’in onkogenik tirozin kinaz aktivitesi, tirozin 86(Y86) ve 654(Y654) rezidiilerinden
B-katenin fosforillenmesi i¢in gereklidir (71).

Blast krizdeki hastada graniilosit makrofaj onciillerinin kendi kendini yenileyen
populasyonu, KML’de yeni tedavi yaklasimlari i¢in hedef olabilir. Hem normal kok hiicreler,
hemde graniilosit makrofaj onciilleri kendilerini yenilemek i¢in bu mekanizmay1 kullansa da
tedavi igin B-katenin yolagi hedef olabilir (70). KML tedavisinde, Imatinib tarafindan p-
katenin’in  fosforilasyonunun engellenmesi, KML hiicrelerinde =~ APC/Axin/GSK3p
kompleksine B-katenin’in baglanma egilimini arttirir ve yikilimimi hizlandirir. Boylece f3-
katenin/TCF iliskili transkripsiyon azalir (71). Bununla birlikte Axin’in asir1 ekspresyonu,
16semik blastlarin kendi kendini yenileme potansiyelini azaltarak, B-katenin yikiminin artisina
neden olur (53,71).

KML’nin patogenezinde Wnt-sinyal iletimine ait bozukluklarimin etkili oldugu
goriisiinii destekleyen onemli veriler bulunmaktadir; Wnt sinyal ileti yolagi, hematopoetik
kok hiicrelerin kendi devamliliklarini saglamada énemli rollere sahiptir. B-katenin birikimi ile
canonical yolak KML’de aktive olur. Normal BCR proteini, Wnt sinyal ileti yolaginda
diizenleyicidir (31,42,55,69,71,72). Wnt sinyalinin blastik kriz boyunca aktif olup, hastaligin
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diger asamalarinda inaktif olmasinin nedeni heniiz bilinmemektedir. Bunun nedeni B-katenin,
Axin, APC ve diger Wnt sinyal iletimi komponentlerinde olusan mutasyonlar olabilir (55).
Bir diger olasilik ise, sSFRP’ler gibi Wnt antagonistleri olabilir.

sFRP genlerinin epigenetik sessizlesmesinin, canonical Wnt sinyal ileti yolaginda
siirekli aktivasyona neden oldugu bilinmektedir.  Genin promotor bdolgesindeki CpG
adalarinin metilasyonu, pek ¢ok kanser ¢esidi ve losemide sFRP genlerinin ifadelerinin
baskilanmasimna neden olur (74,75). Son zamanlarda akut ve kronik lenfoid Idsemilerde
yapilan c¢aligmalar, malign hematopoezde Wnt sinyal iletiminin rolii hakkinda bilgi
vermektedir. Akut miyeloid l6semi, kronik lenfositik 16semi, kronik miyeloid 16semi ve
multiple miyeloma’nin patogenezinde Wnt sinyal iletimi aktivasyonunun rolii olmasina
ragmen, Wnt sinyal iletimi genlerinde bu yolagin anormal regiilasyonuna neden olabilecek
herhangi bir mutasyon saptanmamustir (76). Bu nedenle sFRP gibi Wnt antagonistlerinin
promotor hipermetilasyonu nedeni ile sessizleserek Wnt sinyal iletimini aktif halde tutmasi,
l6seminin gelisimi agisindan 6nemlidir. Yapilan ¢alismalarda ALL’de sFRP1’in metilasyon
oraninin  %51(77), KLL’de ise % 100 oldugu saptanmistir(74). Ancak, heniiz literatiirde
KML’de, sFRP1 genindeki epigenetik degisiklikleri saptamaya yonelik bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle yiliksek lisans tez projemizde, KML hastalarinda sFRPI

geninin promotdr bolgesindeki epigenetik degisiklikler incelenmistir.

2.8. EPIGENETIK DUZENLENMELER:

Epigenetik, DNA dizisinden bagimsiz olarak gen ifadesinde meydana gelen kalitsal
degisiklikler olarak tanimlanir. Epigenetigin kanser biyolojisinde, viral enfeksiyonlarda,
mobil elemanlarin aktivasyonunda, somatik gen tedavisinde, gelisimsel anormalilerde ve X
inaktivasyonunda onemli rol oynadigi bilinmektedir (75).

Gen ifadesi temel olarak iki mekanizmayla diizenlenmektedir. Bu mekanizmalar;
transkripsiyonu aktive eden ve baskilayan proteinlerin aktivitelerinin diizenlenmesi ve DNA
ile kromatinde meydana gelen modifikasyonlardir (epigenetik kontrol).

Epigenetik mekanizmalar; histon modifikasyonlari, RNA ile indiiklenen sessizlesme
(RNA-induced silencing) ve DNA metilasyonu olmak {izere {i¢ ana baslikta toplanmaktadir
(78). Bu mekanizmalarin birlikte ¢alismasi sonucu gen ifadesinde kalitsal degisiklikler
meydana gelmektedir. Mekanizmalarin herhangi birindeki hata, genlerin ifadesinin asir

artmasina veya baskilanmasina neden olarak epigenetik hastaliklara yol agmaktadir.
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Histon modifikasyonlari: Kromatin yap1 ve islevini degistirdigi icin epigenetik
diizenleyiciler olarak bilinmektedir. Modifikasyonlar, histonlarin elektrostatik yiikiinii
etkileyerek kromatin yapisint degistirmektedir ve histon-DNA, histon-histon iligkisini
etkileyerek, DNA’nin paketlenmesi, replikasyonu, tamiri ve gen ifadesinin kontrolii gibi
bir¢ok biyolojik olayr kontrol edebilmektedir (62). Belli bashi histon modifikasyonlari;
asetillenme, deasetillenme, metilasyon ve fosforillenmedir.

Histonlarin asetillenmesi: Histon H3 ve H4, 9. lizinden histon asetil transferazlar

(HAT) tarafindan asetillenirler. Histonlardaki lizinler, yogun “+” yiikli aminoasitlerdir.
Asetillenmis histonlarin “+” yiikii azalir ve histonlarin DNA ile olan iligkileri zayiflar. Gevsek
paketlenme olur ve kromatin acilir, transkripsiyon aktif hale geger.

Histonlarin deasetillenmesi: Histon deasetilazlar (HDAC) asetil gruplarini uzaklastirir.

Histonlardaki “+” yiikiin artmasina neden olurlar. Bu da “—* yiiklii DNA ile “+” yiikli
histonlarin iligkisini arttirir. Histonlar sikica paketlenir ve transkripsiyon faktorlerinin

DNA’ya ulagsmasi engellenir.

Histonlarin metillenmesi: Histonlarin metilasyonu, N terminal kuyrukta bulunan lizin ve
arjinin birimlerinin histon metil transferaz (HMT) enzimi tarafindan metillenmesi ile
gergeklesir (79).

Histonlarin fosforillenmesi: Histonlar, mitoz esnasinda ve sinyal iletiminde kinazlar

aracilig1 ile serin rezidiilerinden fosforillenirler.

RNA ile indiiklenen sessizlesme (RNA-induced silencing): Bazi 6zel RNA’larin,
histon modifikasyonlarmin ve DNA metilasyonunun baslamasi i¢in tetikleyici oldugu ileri
stiriilmiistiir. Heterokromatin bodlgenin olusumuna katki saglayarak kalitsal olarak
sessizlestirilmesine neden oldugu diisiiniilmektedir. Son yillarda, kodlamayan RNA (non-
coding RNA) adi verilen bazi kiigiik RNA molekiillerinin epigenetik siiregte rol aldiklari
gosterilmistir.  Ornegin; RNA interferans olarak bilinen, posttranskripsiyonel ve
posttranslasyonel sessizlestirilmelerde gorevli olan miRNA (micro RNA), siRNA (small-
interfering RNA) ve X kromozom inaktivasyonundan sorumlu olan XIST RNA bu siire¢ i¢in

orneklerdir (62).

DNA metilasyonu: Gen sessizlesmesinin arastirilmasinda siklikla calisilan diger bir

epigenetik mekanizmadir. Direk olarak DNA ile iliskilidir.
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2.8.1. DNA Metilasyonu:

DNA metilasyonu, DNA’y1 dogrudan etkileyen epigenetik bir mekanizmadir.
DNA’nin CpG bolgelerindeki sitozin halkasinin 5.pozisyonundaki karbonuna, metil grubunun
eklenmesiyle, 5-metil sitozin olarak sonuclanan kovalent kimyasal bir modifikasyondur
(75,80). S-Adenozil metiyonin (SAM) ‘den metil grubunun sitozine aktarimi, DNA
metiltransferazlar (DNMT) tarafindan katalizlenir (80) (Sekil 2.10) .

NH, NH,
H CH,

S S-metil sitozin
Biwzin

N AN

SAM SAH

Sekil 2.10. Sitozinin 5-metil sitozine doniisiimii (81) .

DNA metilasyonu, embriyogenez ve genomik baskilanma, yaslanma, X kromozomunun
transkripsiyonel inaktivasyonu, kanser gibi biyolojik siire¢lerde onemlidir (82,83). Normal
hiicrelerde DNA metilasyonu, siklikla LINE (long interspersed repetitive elements), SINE
(short interspersed repetitive elements) ve satellit DNA’lar1 igeren tekrarlayan genomik
bolgelerde meydana gelir (84). Hareketli elemanlar ve diger tekrarlanan DNA dizileri
hipermetile oldugundan, hareketli elemanlarin transpozisyonu engellenir. Boylece tekrarlanan
diziler arasinda rekombinasyon meydana gelmez. Kromozomun kararli halde kalmasi saglanir
(80).

Metilasyon, CpG dintiikleotidlerindeki sitozin birimlerinde meydana gelir. Cogu gen
promotérii  CpG  dintlikleoditler —agisindan  zengindir (85). Promotorlerde CpG
diniikleotidlerinin yogunlastig1 bolgeler, CpG adalar olarak tanimlanir. CpG adalar1 0,5 ile 5
kb uzunlugundadir ve genellikle 100 kb’de bir gozlenirler. Bu bolgeler metile olmayan, GC
zengin, CpG’nin GpC’ye oranmin en az 0,6 oldugu bélgelerdir. Insanlarda tiim genlerin

neredeyse yarist CpG adalarina sahiptir (75). CpG adalan ile iligkili olmayan CpG
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diniiklotidleri yogun bir bicimde metile iken, promotorlardaki CpG adalar1 metilasyondan
korunurlar (82,85).

Metile sitozinler; DNMT’lerle, metil CpG baglayan proteinlerle (MBD), histon
deasetilazlarla, transkripsiyon baskilayan proteinlerle ve ge¢ replike olan kromatin yapisi ile
iligkilidir (80,84). DNA metilasyonunun gen ifadesini baskilama siirecini, transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasii engelleyerek veya metile DNA’ya baglanan protein kompleksleri
sayesinde kromatin yapisim1  degistirerek  gerceklestirdigi  diisiiniilmektedir  (75).
Transkripsiyonel sessizlesmede, aktif kromatin 6nce “de nova” metilasyona ugrar. Ardindan
metile olmus DNA’ya, metile DNA dizisini taniyip baglanma 6zelligi olan MeCP2 proteinleri
baglanir. Bu proteinler, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasii engeller ve deasetilaz
aktivitesine sahip diger enzimler i¢in tanima bolgesi olustururlar. Ardindan korepressor
Sin3A baglanir ve histon deasetilaz kompleksleri bu siirece dahil olur. Histon H3 ve H4
tizerinde lizinler, deasetile olurlar. Histon kor yapisi ve DNA arasinda siki bir paketlenme
gerceklesir, transkripsiyon baskilanir ve gen sessizlesir. Inaktif kromatin ise, DNA
replikasyonu sonrasinda, DNA metil transferazlarin siirece eklenmesi ile metilasyon deseni
korunur ve inaktif kromatin olarak kalir. Dolayisiyla DNA metilasyonu ve histon

modifikasyonlar1 birbiri ile ortiisen olaylardir (79) (Sekil 2.11).

H
Sin3a mcs\
- ) ‘ Gen -

Sekil 2.11. Metilasyonun transkripsiyonu etkileme mekanizmasi (86).

MeCP2
MeCP2
MeCP2

DNA metilasyonunun, kanser siirecine onemli katki sagladigi gozlenmistir. Timor

hiicrelerinde hipometilasyon, genomun tekrarlayan boélgelerinden metilasyonun kaybina ve
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genlerin yeniden aktivasyonuna neden olur. Genomik metilasyonun kaybi, kanserde sik ve
erken gozlenen bir olaydir. Bu kayip pek cok tiimor cesidinde metastatik potansiyel ve
hastaligin siddeti ile iliskilidir (84,87). Promotdr bdlgelerinde hatali sitozin birimlerinin
hipermetilasyonu ise, tiimdr supressor genlerin transkripsiyonel sessizlesmesine, gen
ekspresyonunda degisiklige ve DNA tamir genlerinin inaktivasyonuna neden olmaktadir (75,
82, 88). Bu iki ozellikte tiimdr hiicresinin gelisimi i¢in biiylik bir avantaj kazandirmaktadir.

Kanserde, DNA hipermetilasyonuna ugrayan sayisiz gen bildirilmistir. Bu genler, hiicre
dongiisiinii diizenleyen genler (p16INK4a, p15INK4a, Rb, pI4ARF), DNA tamir mekanizmasi
ile iliskili olan genler (BRCAI, MGMT), apoptoz genleri (DAPK, TMSI), ila¢ direnci,
detoksifikasyon, farklilasma, anjiyogenez ve metastazla ilgili genlerdir (75).

DNA metilasyonunun bir¢ok gen iizerinde etkili olmasi nedeni ile memeli hiicrelerinde
CpG adalarinin  metilasyon desenlerinin tanimlanmasi, normal ve patojenik gen
ekspresyonlar1 agisindan onemlidir (83). Bu amagla siirekli gelismekte olan molekiiler
biyoloji teknikleri, biitiin genomdaki ve ozellikle tek genlerdeki metilasyon desenlerinin

analizine olanak saglamaktadir (89).

2.8.2. Metilasyon saptama yontemleri:

Gilinlimiizde DNA metilasyon analizi i¢in kullanilan ¢ok sayida yontem bulunmaktadir.

Bu yoOntemler, hibridizasyon (Southern blot, mikroarray), metilasyon duyarli restriksiyon

enzimlerle kesme, bisiilfit genomik DNA dizi analizi ve nicel-nitel PCR teknikleri temeline
dayanmaktadir.

DNA metilasyonunu ¢aligmak i¢in altin standart, bisiilfit muamelesi tarafindan

sitozinin urasile donilisiim modifikasyonu ve bunu takiben dizideki degisikliklerin PCR ve

DNA dizi analizi ile saptanmasidir (90).

2.8.2.1. Bisiilfit modifikasyonu:

Bisiilfit modifikasyonu, genomda bulunan tiim metile ve metile olmayan CpG
adalarin1 saptamak icin kullanilir. Sodyum bistilfit, tek iplik DNA’da lokalize olan sitozini
deamine eder (89). Bu reaksiyonda DNA, Once denatiirasyon ile tek zincirli forma geger.
Ardindan sirasiyla; sitozinin bisiilfit reaksiyonu ile sitozin siilfonata, hidrolitik deaminasyon
ile urasil siilfonata ve alkali desiilfonasyon ile urasile doniisiimii gerceklesir (Sekil 2.12).

Baylece tiim sitozinler urasile doniisiir, ancak “metile sitozin”, sitozin olarak kalir (90)
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Sekil 2.12. Bisiilfit modifikasyonu (91).

Bisiilfit modifikasyon isleminde dikkat edilmesi gereken Onemli noktalar
bulunmaktadir. Ornegin, reaksiyonun alkalin ortama donmesi, sodyum bisiilfitin
degredasyonuna neden olmaktadir. Ayrica bisiilfit ile inkiibasyon siiresi uzun tutulursa, piirin
bazlarinin %60’1nda ve DNA molekiiliindeki fosfodiester baglarda hasarlar olusur, primidin

bazlar1 yikilir (89).

Bisiilfit kimyasal modifikasyondan sonra metile olan ve olmayan DNA’nin analizi i¢in
farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar kalitatif (Metilasyon 6zgiil PCR vs.) ve kantitatif

( Bistilfit genomik sekanslama, COBRA vs.) metilasyon analiz yontemleridir.
2.8.2.2. Metilasyon Ozgiil PCR (MS-PCR)

Metilasyona 6zgiil PCR, ilk olarak Herman et al. (1996°’da) tarafindan tanimlanmis bir
tekniktir. Metilasyon i¢in 6zgiil ve duyarli bir yontemdir. Metilasyon 6zgiil PCR’da, kalip
olarak kullanilacak DNA, bisiilfit muamelesi ile modifiye edilir. Bdylece metile olmayan

sitozin urasile doniisiir. Her DNA 6rnegi i¢in iki PCR reaksiyonu yapilir ( Sekil 2.13).
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Metilasyon Ozgul PCR

Metilazyon MMetile olrayan
fzgil primer seti dzgil primer seti

| |

= , =
@ -~ Kalip: Bistlfit muamele ~ @
edilimiz DA
p. vy
~
PCE.

FCR rininin agaroz jelde
analizi

Sekil 2.13. Metilasyon Ozgiil PCR.

Bisiilfit modifiye DNA’da, metile olmayan DNA’dan metile DNA’y1 ayirmak i¢in iki
farkli metilasyon 6zgiil primer seti kullanilir (92). Metile primer, metilasyondan dolayr CG

icerirken, metile olmayan primer aynt DNA bélgesine yerlesmekle beraber TG igerir (80)(

Sekil 2.14).

m m In
5’ TGCAGCCTCICGGAGTCAGTGCLGCGLG| 37 Orjinal DNA dizisi

5’ TGUAGUUTUEGGAGTUAGTCURFGEGEG| 3/  Bisiilfit modifikasyonu sonrasi

5' TGTAGTTTTCGGAGTTAGTGTLGCGL 3/ Metile dizi 6zgiil primer

5'TGTAGTTTTIGGAGTTAGTGTTGTGT 3’ Metile olmayan dizi 6zgiil primer

Sekil 2.14. Metilasyon Ozgiil primer dizayni.

Metilasyon 0zgiil PCR’da primerlerin se¢imi Onemlidir. Hem metilenmis, hem de

metile olmayan DNA dizisine 6zgilil primer c¢iftleri tasarlanmalidir. Primerler sik sitozin
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iceren bolgelerden se¢ilmelidir. Metile ile metile olmayan alleli ayirmak igin, primerin 3’
ucunda en az bir CpG bolgesi olmalidir. Metile ve metile olmayan diziye 6zgiil primer ¢ifti,
ayn1 CpG bolgesini igermelidir (83). PCR iiriinleri denatiire olmayan poliakrilamid jel ya da
agaroz jelde elektroforez ile ayrilir ve etidyum bromid ile boyanarak degerlendirilir. Uygun
molekiiler agirlikta bantlar, metile olan ve olmayan allellerin veya her iki allelin 6rnekteki
varligin1 gosterir. Ideal PCR f{iriin uzunlugu 200 bg olarak kabul edilir (83,92).

MS-PCR ile ka¢ adet CpG oldugu saptanamaz, ancak bolgenin metilasyon varligi
hakkinda bilgi verir. Bununla birlikte basit, az zaman isteyen ve az miktar DNA’dan sonug
elde edilebilen bir yontemdir. Ikinci olarak ¢ok az maliyet gerektirir ve cok fazla sayida
Ornegin analizine olanak saglar (92). Bu nedenle sik kullanilan bir metilasyon analiz

yontemidir.
2.8.2.3.Bisiilfit PCR:

Bisiilfit PCR, bistilfit modifikasyonu sonrasinda ilgilenilen bolgedeki her CpG’nin
metilasyon durumu ile ilgili bilgi verir. Metilasyon durumu incelenmek istenen DNA
bolgesini kapsayacak primerler, modifiye edilmis DNA’daki degisiklikler g6z oniine alinarak
tasarlanir (92). MS-PCR’dan farkli olarak sadece bir ¢ift primer ile reaksiyon kurulur.
Kullanilan primerlerde CpG dizisi bulunmaz ve CpG bolgelerini sinirlandirir (83).

Bisiilfit PCR sonrasinda elde elden iiriin, iki farkli sekilde analiz edilebilir. Bunlardan
ilki, restriksiyon enzimler kullanilarak elde edilen PCR iiriiniindeki kesim sonrasi analizidir.
Bu yontemde CGCG dizisini taniyan BstUI gibi bir enzim kullanilarak bu dizilerdeki
degisime (metilasyon var ise dizi korunur, metilasyon yok ise TGTG’ ye doniisiir ve kesim
bolgesi kaybolur) bagli desen elektroforez sonrasi incelenir. Bu teknik COBRA (Combined
Bisulfite Restriction Analysis) olarak adlandirilir. Daha duyarli sonug veren diger yontem ise
elde edilen bisiilfit PCR {irliniiniin ¢ift yonlii DNA dizi analizidir. Elde edilen analiz sonucu,

referans DNA dizisi ile kiyaslanarak metilasyon analizi kantitatif olarak gergeklestiririr.
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3. GEREC VE YONTEMLER

BCR-ABL kimerik gen iirlinii agisindan pozitif olan Kronik Miyeloid Losemi
hastalarinda, sFRP1 geninin promotor bolgesindeki epigenetik ve genetik degisiklikleri

incelemek amaciyla yapilan calismalarin akis semasi asagida verilmistir:

Hasta ve normal kemik iligi 6rnekleri,

K562, SKBR3, MDA-MB231, HEK-293 hiicre hatlar

l |

Genomik DNA Izolasyonu Total RNA Izolasyonu

\ 4

cDNA eldesi

A 4

Epigenetik analiz v

\ 4

Genetik analiz

Gen ifadesinin
analizi

A 4 A 4 A 4

Bisiilfit DNA SSCP DNA Dizi
Modifikasyonu Analizi Analizi
A A
Metilasyon Bistilfit
ozgiil PCR
PCR
v
DNA Dizi
Analizi
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3.1. CALISMA MATERYALI

1)

2)

3)

4)

Tez projemizde materyal olarak;

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali rutin laboratuvarina, KML o6n tanisiyla
gonderilen ve molekiiler analiz sonrasinda BCR/ABL kimerik gen {iriinii agisindan pozitif
olan hastalarin kemik iligi 6rnekleri kullanilmistir. Gelen kemik iligi 6rnekleri, dncelikli
olarak hastanin istek nedenlerinin analizi i¢in kullanilmistir. Kalan kemik iligi 6rnekleri,
hastalarin onay1 alinarak ¢alismamiz igin kullanilmistir (Dokuz Eyliil Universitesi, T1p
Fakiiltesi, Klinik ve Laboratuar Arastirmalar1 Etik Kurulu, 22.12.2005- 5554 sayili izin) .
Konvansiyonel ve gercek zamanli RT-PCR yontemi ile BCR-ABL (p210) fiizyon
iirlinlintin varlig1 gosterilen, 48 adet KML hastasi secilmistir. Hastalarin yas ortalamasi 45
(12-79 yas), cinsiyet oranlart ise, 1.0-1.2 (erkek-kadin)’ dir.

Normal bireylerin kemik iligi, sFRP1 geninin promotdr bdlgesinin metilasyon ve
ekspresyon diizeyini belirlemek ve hastalar ile kiyaslamak i¢in kullanilmistir. Normal
kemik ilikleri, Goglis Kalp Damar Cerrahisi’nin ameliyatlar1 sirasinda elde edilmistir.

Hastaya hicbir ek miidahale gerektirmeyen islemle, a¢ik kalp ameliyatlar1 sirasinda gogiis
kafesinin agilmasi ile ortaya ¢ikan kemik iligi kullanilmistir. 6’s1 erkek 4’1 bayan olan
normal kemik iligi dondrlerinin, yas ortalamasi 56’dir (4-82 yas). Toplam 10 adet normal
kemik iligi, hastalarin onaylar1 ile Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Ilag ve Klinik
Arastirmalar Kurumu Etik Komitesinin 06 Nisan 2006 tarih ve 73/2006 sayili izni ile
alinmistir.

Promotdr bolgeye ait genetik analiz sirasinda kontrol grubu olarak, kan hastaligi olmayan
30 adet normal birey genomik DNA’s1 kullanilmistir. Bu DNA’lar Dr. Cigdem Eresen
Yazicioglu’ndan saglanmistir.

Genetik ve epigenetik ¢alismalar i¢in kontrol hiicre hatti olarak K562, SKBR3, MDA-
MB231 ve HEK-293 hiicre hatlar1 kullanilmistir.

e K562 hiicre hatti, insan kronik miyeloid l6semi hiicre hattidir. Terminal blast
kriz doneminde, KML hastasi olan 53 yasindaki bir kadinin plevral
efiizyonundan elde edilmistir (93).

e MDA-MB231 hiicre hatti, meme adenokarsinom hiicre hattidir. sFRP1 geni

promotdr bolgesi i¢in metilasyon pozitif kontrol olarak kullanilmistir(43).
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e SKBR3 hiicre hatti, bir kadinin plevral eflizyonundan elde edilen insan meme
adenokarsinom hiicre hattidir. SFRP1 geni promotdr bdlgesi i¢in metilasyon
pozitif kontrol olarak kullanilmistir (99).

e HEK-293 hiicre hatti, insan embriyonik bobrek hiicre hattidir ve sFRP1 geni

promotor bolgesi icin metilasyon negatif kontrol olarak kullanilmistir.
3.2. SITOGENETIK ANALIZ:

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali rutin laboratuvarina, KML 6n tanisiyla
gonderilen hasta Orneginden konvansiyonel sitogenetik analizleri yapilmistir. Kromozom
analizi tim hastalar i¢in direk (6rnek alindiginda) ve 24 saat kiiltiir sonrasinda
gerceklestirilmistir. Harvest islemi, metafaz kromozomunun G bantlama yontemi ile
boyanmasi ve karyotip analizi referans 94’de ( Rooney DE, Czepulkowski BH. Human

Cytogenetics) tanimlanmis olan yontem ile yapilmistir.
3.3. HUCRE KULTURU

K562, SKBR3, MDA-MB231, HEK-293 hiicre hatlarinin kiiltiir kosullar1 agagida
aciklandigr sekilde yapilmustir:

Gereg ve soliisyonlar:

1) inverted faz kontrast 151k mikroskobu (Nikon-Diaphot 200)

2) Pipetor (Greiner Labortechnik 000424NS- 9)

3) 1, 2, 5 ve 10 mI’lik steril pipetler (LP Italiana spa sterile plastic pipette)

4) 25, 75,125 cm” lik hiicre kiiltiiriine 6zel filtreli flasklar (Greiner Bio-one, Kat No:690175)
5) CO ; inkiibatorii (Heraeus )

6) DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) besi ortami (BiochromAG, Kat No: FG
0415)

7) RPMI 1640 besi ortami (BiochromAG, Kat No: FG 1385)

8) FBS (Fotal Bovin Serum) (Biochrom AG, Kat No:S0115)

9) L-Glutamin (Biochrom AG, Kat.No:K0281)

10) Penisilin /Streptomisin (Biochrom AG, Kat.No:A 2210)

11) Steril ¢caligsma kabini (Holten Laminair, HBB2448 )
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Yontem:

1) Kiiltiirde siispanse olarak iireyen K562 hiicreleri, 2mM konsantrasyonda L-glutamin,
lpg/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve %10 oraninda FBS iceren RPMI 1640
icerisinde tretildi. K562 hiicreleri, siispanse olarak tiredikleri i¢in 1 ml’deki hiicre sayis1 1.5 x
10° “da sabitlenerek 2-3 giinde 1/3 oraninda pasajlar1 yapildi.

2) HEK-293 hiicreleri, 2mM konsantrasyonda L-glutamin, lpug/ml konsantrasyonda
penisilin/streptomisin ve %15 oraninda FBS igeren DMEM igerisinde tek tabaka olarak
tretildi.

3) Kiiltiirde ylizeye tutunarak tek tabaka halinde ircyen MDA-MB231 ve SKBR3 hiicreleri,
2mM konsantrasyonda L-glutamin, 1pg/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve %10
oraninda FBS igeren DMEM/F12 (1:1) igerisinde tiretildi. MDA-MB231 ve SKBR3 hiicreleri,
ylizeye tutunarak tek tabaka halde iiredikleri i¢in kiiltiir flasklarinin ylizeyini % 70 oraninda
kapladik¢a pasajlandi. Hiicre pasajlamalarinda, hiicreleri kaldirmak i¢in Tripsin /EDTA
(%0.05 / %0.02) soliisyonu kullanildu.

4) Tim islemler, steril caligma kabini igerisinde gergeklestirildi. Hiicrelerin inkiibasyonu,

37°C’de % 5 CO; “li etiivde yapildi.
3.4. GENOMIK DNA iZOLASYONU

Genomik DNA izolasyonu, hasta ile normal kemik iligi Orneklerinden ve hiicre
hatlarindan “DNeasy Tissue Isolation kit” (Qiagen #69508) kullanilarak yapilmistir. Yontem

tiretici firmanin belirttigi sekilde uygulanmistir.
Gereg ve Soliisyonlar:

1) Standart masa iistii mikrosantrifiij (Eppendorf centrifuge,5417 R)

2) 1.5 mI’lik DNase ve RNase igermeyen mikrosantrifiij tiipleri

3) Fosfat tuz tamponu (PBS) (pH 7.2, 50mM potasyum fosfat;150 mM NaCl) (Biochrom AG,
Kat No:L1825)

4) Etil alkol (%96-100)(Merck, K35815971 610)

5) Su banyosu (Pharmacia Biotech, Multi temp III)

6) Karistiric1 (VELP scientifica)

7) ” DNeasy Tissue Isolation” kit (Qiagen #69508)
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Kit igerigi:

o Filtre tiipleri

e 2 ml’lik toplama tiipleri
e AL Lizis Tamponu

e AWI Yikama Tamponu
e AW2 YikamaTamponu
e AE Eliisyon Tamponu

e Proteinase K

Yontem:

Calisma tamponlarinin hazirlanmasi:

Calismada kullanilacak tamponlar, {iretici firma talimatlar1 dogrultusunda hazirlandu.
Kullanmaya baslamadan énce AW1 yikama tamponuna 25 ml, AW2 yikama tamponuna 30

ml saf etil alkol eklendi.

Genomik DNA izolasyonu:

1))

» Materyal olarak kemik iligi kullanildiginda, izole edilecek olan DNA i¢in;
a- 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine 150 pl kemik iligi eklendi.
b- Kemik iliginin iizerine, PBS eklenerek hacim 220 ul’ye tamamlandi.

= Materyal olarak hiicre hatlar1 kullanildiginda, izole edilecek olan DNA igin;
a- Maksimum 5x10 © adet hiicre igeren kiiltiir, 300 g’de 5 dakika santrifiij edilerek
coktirtldi.
b- Hiicrelerin {izerine 200 pl PBS eklenerek hiicre ¢okeltisi siispanse edildi.

Bu asamadan sonraki basamaklar her iki baslangi¢c materyali i¢in ortaktir.

2) Birinci basamakta hazirlanan 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinin igerisine 20 pul Proteinaz
K (20mg/ml) eklendi.
3) Uzerine 200 pl AL lizis tamponu eklendi. Karistiric1 kullanilarak, tiip igeriginin (hiicreler,
proteinaz K ve lizis tamponu) iyice karistirilmasi saglandi.

4) Bu karisim su banyosunda 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
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5) Uzerine 200 pl saf etil alkol eklendi. Karistirici ile homojenize edildi.

6) Filtre kolonu, 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilerek, besinci basamaktaki karigim filtre
tiipiiniin icerisine eklendi. 6000 x g’ de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii, filtre
tiipiinden alta gecen sivi ile birlikte atildu.

7) Filtre kolonu, yeni bir 2 ml ’lik toplama tiipiine yerlestirildi. 500 ul AW1 yikama tamponu
eklendi. 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Filtre tiipiinden alta gecen karisim atildi.

8) 500ul AW2 yikama tamponu eklendi. 20000 x g’de 3 dakika santrifiij edildi. Toplama
tiipii, filtre tiiplinden alta gegen karisim ile birlikte atildu.

9) Filtre kolonu, yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.

10) Filtre kolonu membram iizerine 200 pl AE eliisyon tamponu eklendi. Oda sicakliginda
ldakika inkiibe edildi. Ardindan 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

11) Filtrasyon kolonunda membrana baglanmis olan DNA, 1.5 ml’lik yeni mikrosantrifiij

tiipiine aktarildu.

DNA miktar tayini:

Izole edilen genomik DNA’dan 1/15 oraminda diliisyon hazirlanarak,
spektrofotometrede (Pharmacia Biotech Ultraspec 2000) 260 ve 280 nm.’de absorbanslari
ol¢iildii. Asagidaki formiil kullanilarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA konsantrasyonu = A, x Diliisyon Faktori x S0pg/ml
A 260/ A 230 hesaplanarak DNA’nin saflik derecesinin 1.8- 2.0 arasinda olup olmadigi

kontrol edildi.

3.5. sFRP1 GENININ PROMOTOR BOLGESINDEKI GENETIK
DEGISIKLIKLERIN SAPTANMASI:

Hastalar, normal kemik iligi 6rnekleri ve K562, SKBR3, MDA-MB231, HEK-293
hiicre hatlarindan elde edilen genomik DNA’lar, sFRP1 geninin promotor bolgesindeki olasi
genetik degisikliklerin saptanmasinda kullanildi.

Bu amacla;
1) SSCP ( Single Strand Conformational Polymorphism ) analizi,
2) DNA Dizi Analizi yapildi. sFRP1 geni (NCBI, Ref Seq: NC 000008.9) icin olas1
promotor bolgesi “Promotor 2.0” (100) programu ile saptanmistir. Bu bolgeye 6zgiil

primerlerin dizayni i¢in “Oligos v.9.4” programindan yararlanilmistir.
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3.5.1. SSCP Analizi:

3.5.1.1. SSCP Amach Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

Gereg ve Soliisyonlar:

1) Mikrosantrifiij (Eppendorf Mini Spin )

2) Thermal Cycler (Eppendorf mastercycler personal )

3) 0.2 mI’lik tiip

4) Otomatik pipet seti

5) Diziye 6zgiil primer

6) DNA polimeraz (Roche Fast Start Taq DNA Polymerase, Kat n0:12032902001)
7) ANTP mix. (Promega,U1511)

Yontem:

1) 0.2 ml’ lik tiip icerisinde Tablo 3.1°de verilen reaksiyon karisimlari hazirlandi. PCR igin
primer dizileri Tablo 3.2.’de verilmistir.

2) PCR tiipleri “PCR Thermal cycler” cihazina konuldu ve Tablo 3.3” deki PCR programi
kullanildi.
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Tablo 3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu igerigi:

KiMYASAL EKLENEN SON
MIKTAR KONSANTRASYON
dH,0 10.6 pl
10XPCR tamponu (500mM Tris/HCI, 100mM | 2.5 pl 1X
KCl, 50mM (NH,),SO;, 20mM MgCl, )
MgCl, soliisyonu (25mM) 2.5 ul 2.5mM
5’1leri Primer 1l 0.4 pmol
3’lleri Primer 1l 0.4 pmol
dNTP mix (dATP,dGTP,dCTP,dTTP) 1l 200 uM (Herbirinden)
Fast Start Taq DNA Polimeraz 0.4 ul 2U
DNA 1wl 500 ng
GC zengin soliisyon 5X kons. Sul 1X
Total hacim 25ul
Tablo 3.2. SSCP analizi i¢in kullanilan PCR primerleri:
Primer Dizi Ref Sekans Konumu PCR iiriin
biiyiikligii
SFRP1 SSCPS | 5"GGAGGTCCCTGGAAGTTTGC 3’ NC000008.9 | -88,-69 | 205 bg
sFRP1 SSCP U | 5> GAAGCTCACGTAGTCGTACTCGC 3’ +117,+ 95
Tablo 3.3. SSCP ig¢in 1s1 profili:
Denatiirasyon 95°C 5 Dakika 1 dongti
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 55°C 30 saniye 32 dongii
Uzama 72 °C 30 saniye
Son uzama 72 °C 5 Dakika 1 dongii
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3.5.1.2. Agaroz Jel Elektroforezi:

Ornekler, %2’lik agaroz jelde elektroforeze edilerek biiyiikliik ve 6zgiil olmayan
amplifikasyonlar agisindan degerlendirildi. %2 ‘lik agaroz jel, 2 gram agarozun 100 ml 0,5 X
TBE’de ¢oziilmesiyle hazirlandi. Cozlilme islemi 1sitilarak gergeklestirildi. Coziinen agarozun
sicakliginin diismesi icin kisa siire oda sicakliginda beklendikten sonra, son konsantrasyonu
0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromid eklendi. Hazirlanan jel, jel dokiim aparatina
dokiilerek, kuyularin olugmasi i¢in tarak yerlestirildi. Jelin soguyarak, jellesme siirecinin
tamamlanmasi i¢in 30 dakika oda sicakliginda beklendi. Donan jel’den tarak dikkatli bi¢imde
cikarilarak yiiklemenin yapilacagi kuyular elde edildi. Hazirlanan jel igerisinde 0,5XTBE
bulunduran elektroforez tankina yerlestirildi.

Elektroforeze edilecek drnekler, 6X jel yiikleme tamponu ile karistirilarak birbirlerine
sizma olmayacak bi¢cimde kuyulara yiiklendi. 10V/ecm gerilim uygulanarak Orneklerin
elektroforeze olmasi saglandi. Orneklerin biiyiikliiklerinin saptanmasi igin jelde drnekler ile es
zamanli olarak molekiiler agirlik belirleyici de (Mass Ruler DNA Ladder Low Range MBI
Fermentas # SM0383) yiiriitiildii. Elektroforez sonuglar1 “Vilber Lourmat INFINITY Bio-1D

“ sistemi ile goriintiilendi.
3.5.1.3. Denatiire olmayan %8’lik poliakrilamid jel hazirlanmasi:

Gereg ve Soliisyonlar:

1) Ure (SIGMA U-5378)

2) Akrilamid /Bisakrilamid soliisyonu (%40, 49:1)( Applichem A3757,0250)
3) Amonyum Persiilfat ¢ozeltisi (APS)(Applichem, A2941,0100)

4) TEMED (SIGMA, T-7024)

5) 0.5X TBE (Tris-borik asit-EDTA)(Applichem, 5X TBE Buffer, 6U000177)
6) 1mm’lik Spacer

7) Vertikal elektroforez camlari

8) 0.45 mikron por ¢apl filtre (CORNING, 431220)

9) Syber” Green Il (AMRESCO, K143)
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Yontem:
Jelin icerigi:

100 ml. hacimde %8 lik jel :

1) 5gr Ure

2) 20 ml Akrilamid /Bisakrilamid soliisyonu (%40, 49:1)
3) 420 pl % 10’ luk Amonyum Persiilfat ¢ozeltisi (APS)
4) 70 ul TEMED

5) 0.5X TBE ile 100 mI’ye tamamlandi.

Jelin Hazirlanisi:

1) Jeli dokecegimiz camlar bol su ile temizlendi.

2) Camlarn i¢ yiizeyleri % 70’lik etil alkol ile bir kez, izopropanol ile ii¢ kez silindi.

3) Iki cam arasina kalinlig1 Imm olan “Spacer” (aralayic1) yerlestirilerek kiskaclar ile
iki cam birbirine tutturuldu.

4) Akrilamid /Bisakrilamid soliisyonu ve iire, 0.5X TBE ile 40 ml.’ye tamamlandi.
Karstiricida hafif isitilarak ¢oziilmesi saglandi.

5) Cozelti, 0.45 mikron por capli filtreden gecirildi.

6) Jel dokiilmeden 6nce 210 ul Amonyum Persiilfat ve 35 ul TEMED eklendi.

7) 50 mI’lik enjektor araciligi ile iki cam arasina hava kabarcig1 olmayacak sekilde
dokiildii ve kuyucuklari olusturan tarak yerlestirildi.

8) 60 dakika polimerlesmesi i¢in oda sicakliginda beklendi.

Orneklerin yiiklenmesi:

1) Ornek olarak, SSCP PCR’1 sonrasi elde edilen PCR iiriinleri kullanildi.

2) Tarak jele hasar vermeden ¢ikarildi ve kuyular enjektor yardimiyla 0.5 X TBE ile yikandi.
3) Camlar vertikal elektroforez tankina yerlestirildi. Ust ve alt rezervuarlara 0.5 X TBE
dokiildii.

4) Ornekler yiiklenmeden &nce, jele 1 saat 6n yiiriitme islemi uygulandi.

5) Orneklere 1:1(v/v) oraninda %98’lik (w.v) formamidli yiikleme tamponu (10mM
EDTA,1mg/ml Xylene Cyanol,Img/ml Bromophenol blue) eklendi ve karistm 95 °C’de 10
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dakika inkiibe edilerek DNA’larin denatiire olmasi saglandi. Ardindan hemen buz iizerine
alind1.

6) Kuyular, 6rnekler yiikklenmeden dnce, ¢oken iirenin uzaklastirilmasi i¢in tekrar yikandi.

7) Denatiire edilmis 6rneklerden 6 pl jele ytiklendi.

8) Elektroforez sistemi soguk odaya yerlestirildikten sonra, jel 25W’da 2 saat yiiriitiildii.

9) Elektroforez tamamlandiktan sonra aralayicilar cikarilarak jelin camlardan ayrilmasi
saglandi.

10) Syber Green II ile boyandi.( 200 ml su icerisine 40 pl Syber Green eklenerek kullanildi.)

Jelin gorintiillenmesi:

Jel Vilber Lourtmat Infinity- 1000/26 MX goriintiileme sistemi ile goriintiilendi.

3.5.2. DNA Dizi Analizi:

3.5.2.1. DNA Dizi Analizi icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

Gereg ve Soliisyonlar:

1) Standart masaiistii mikrosantrifiij

2) Thermal Cycler

4) 0,2 mI’lik eppendorf tiip

5) Otomatik pipet seti

6) Diziye 6zgiil PCR primerleri

7) Taq DNA polimeraz (Roche Fast Start Taq DNA Polymerase, Kat n0:12032902001)
8) ANTP mix. (Promega,U1511)

Yontem:

1) 0.2 ml’ lik tiip igerisinde Tablo 3.4’de verilen reaksiyon karigimlart hazirlandi. PCR igin
primer dizileri Tablo 3.5.’de verilmistir.

2) PCR tiipleri “PCR Thermal Cycler” cihazina konuldu ve Tablo 3.6’ daki PCR programi
kullanildi.

46



Tablo 3.4. Polimeraz zincir reaksiyonu igerigi:

KIMYASAL EKLENEN | SON
MIKTAR KONSANTRASYON
dH,O 10.6 pl
10XPCR tamponu (500mM Tris/HCI, | 2.5 pl 1X
100mM  KCI, 50mM (NHy)2SOq,
20mM MgCl,)
MgCl,; soliisyonu (25mM) 2.5 ul 2.5 mM
5” ileri Primer 1yl 0.4 pmol
3’ Geri Primer 1 ul 0.4 pmol
dNTP mix (dATP,dGTP,dCTP,dTTP) 1 ul 200uM (Her birinden)
Fast Start Taq DNA Polimeraz 0.4 ul 2U
DNA 1wl 500 ng
GC zengin sollisyon 5X kons. Sul 1X
Total hacim 25 ul

Tablo 3.5. DNA Dizi Analizi i¢in kullanilan PCR primerleri:

Primer Dizi Ref Gen Konumu PCRiiriin
biiyiikliigii
sFRP-1 Seq S 5’GTGACGGACGTGGTAACGAGTG3’ | NC 000008.9 | -403,-382 646 be

sFRP-1 Seq U 5’CAGGTTGGGCAGCACCATCTTC3’

42434222
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Tablo 3.6. DNA Dizi Analizi i¢in 1s1 profili:

Denatiirasyon 95°C 5 Dakika 1 dongii
Denatiirasyon 95 °C 40 saniye
Baglanma 61°C 40 saniye

35 dongii
Uzama 72 °C 40 saniye
Son uzama 72 °C 5 Dakika 1 dongii

3.5.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi:

3.5.1.2. bolimiinde anlatildig1r sekilde hazirlanmis olan agaroz jelde, ornekler

yriitiilerek bliyiikliik ve 6zgiil olmayan amplifikasyonlar ac¢isindan kontrol edildi.
3.5.2.3. DNA dizilerinin analiz edilmesi:

DNA dizisindeki degisiklikleri test etmek i¢in, PCR primerleri ile sinirlandirdigimiz
DNA bolgesinin dizi analizi, Gliney Kore “Macrogen” firmasinda hizmet alimi olarak
yaptirildi. Ornekler PCR igin dizayn ettigimiz primerler kullandirilarak iki yénlii olarak

okutturuldu. Elde edilen sonuglar, Chromas (Ver.1.41) programi kullanilarak analiz edildi.

3.6 sFRP1 GENININ PROMOTOR BOLGESINDEKiI EPIGENETIK
DEGISIKLIKLERIN SAPTANMASI:

sFRP1 geni promotor bolgesini genetik degisiklikler acisindan arastirdiktan sonra,
ayn1 bolgedeki olasi epigenetik degisikliklerin varligini da analiz ettik. Bu amacla, hasta,
normal birey orneklerinden ve hiicre hatlarindan elde edilen genomik DNA kullanildi. Bu
siirecteki temel nokta, genomik DNA’nin metilasyon analizini yapabilmemize olanak
taniyacak bi¢cimde modifiye edilmesidir. Modifikasyon islemi sonrasinda hedef bolgenin

metilasyon analizi agagidaki semada gosterildigi bicimde gergeklestirildi.
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Genomik DNA

l

Bistilfit
modifikasyonu
Bisiilfit PCR
Metilasyon
l Ozgiil PCR
DNA Dizi Analizi

sFRP1 geni (NCBI, Ref Seq: NC 000008.9) icin olas1 promotdr bolgesi “Promotor
2.0” programi ile saptanmistir. Bu bolgeye 6zgiil primerlerin dizayni i¢in “Oligos v.9.4”

programindan yararlanilmastir.
3.6.1.Bisiilfit DNA Modifikasyonu:

Izole edilen DNA’lar epigenetik calismalar igin, “Active Motif Methyl Detector
Bisiilfit Modifikasyon Kiti” aracilig1 ile modifiye edildi.

Gereg ve Soliisyonlar:

1) Standart masa iistii mikrosantrifiij

2) Active motif Methyl Detector Bistilfit Modifikasyon Kiti
3) 0,2 ve 1,5 ml ’lik mikrosantrifiij tiipleri

4) Vortex

5) Standart masaiistii mikrosantrifiij

6) Thermal Cycler

7) 0,2 ml’lik tiip
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8) Otomatik pipet seti

Kit icerigi:

1) Doniisiim soliisyonu

2) Denatiirasyon soliisyonu
3) Hydroquinone

4) Tampon A

5) Tampon B

6) DNA baglama tamponu
7) DNA yikama tamponu
8) DNA eliisyon tamponu
9) DNA piirifikasyon tamponu
10) P16 kontrol primerleri
11) 10X PCR tamponu

Yontem:

1. Asama:

1) Doéniisiim sollisyonu ve Hydroquinone iiretici firmanin belirttigi sekilde hazirlandi.

Doniisiim soliisyonu:

Dontisiim soliisyonunu hazirlamak i¢in, liyofilize haldeki doniisiim soliisyonu tiipliniin
igerisine ;

—700 ul dH,O

—350 pl Soliisyon A

—175 pl Denatiirasyon ajani eklendi.10 dakika oda sicakliginda belli araliklara vortekslendi.

Hydroquinone:

On doniisiim reaksiyonu i¢in, bir tiip liyofilize Hydroquinone tiipiiniin igerisine 100 ul dH,O
eklenerek soliisyon hazirlandi.

2) Modifiye edilecek olan DNA 6rnekleri 500 ng olacak sekilde diliie edildi.

3) PCR tiipii igerisine Tablo 3.7’ deki ajanlar eklenerek her 6rnek i¢in doniisiim reaksiyonu

karisimi hazirlandi.
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Tablo 3.7. Doniisiim reaksiyonu igerigi:

KiMYASAL 1 REAKSIYON iCiN
DNA 13 pl (Toplam 500 ng )
dH,O -

Hydroquinone 7wl
Doniistim soliisyonu 120 wl
Total hacim 140 pl

4) Reaksiyon karigimini igeren tiip “Thermal cycler a yerlestirildi. Tablo 3.8’de belirtilen

reaksiyon profili uygulandi:

Tablo 3.8. Doniislim icin 1s1 profili:

Baslangi¢ sicakligi 94 °C 3 Dakika
Doniisiim i¢in 50°C 9 Saat
Soguma 4°c

5) Reaksiyon sonrasinda tiip ¢ikarildi ve DNA 6rnegi + 4 °C ‘de karanlik ortamda saklandi.

2. Asama:

Desiilfonasyon ve DNA piirifikasyonu:

1) Tablo 3.9’da verildigi bigimde destilfonasyon soliisyonu hazirlandi.
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Tablo 3.9. Desiilfonasyon soliisyonu igerigi:

KiMYASAL 1 REAKSIYON ICIN
Soliisyon B 22 ul
dH,0 88 ul
% 100 izopropanol 110 pl

2) Her doniisiim reaksiyonu i¢in, 1,5 ml tiip icerisine 500 pl DNA baglama soliisyonu ve
birinci asamada elde edilen doniisiim reaksiyonu karisimi eklendi ve vortekslendi.

3) DNA piirifikasyon kolonu toplama tiipiine yerlestirildi.

4) Karigim kolona eklendi ve 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Toplama tiipiine gecen
stv1 atildi.

5) Kolona 200 pl DNA yikama soliisyonu eklendi ve 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.
6) 200 pl desiilfonasyon soliisyonu eklendi. Oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi.

7) 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Toplama tiipiine gegen siv1 atild1.

8) 200 pl DNA yikama soliisyonu eklendi ve 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.
Toplama tiipiine gegen sivi1 atildi. Kolon ¢ikarildi ve yeni 1,5 mI’lik tiipe yerlestirildi.

9) 50 ul DNA eliisyon soliisyonu eklendi. 3 dakika oda sicakliginda 10.000 rpm’de 30 saniye
santrifiij edildi. Boylece modifiye edilmis olan DNA, kalip olarak metilasyon 6zgiil PCR icin
kullanilacak bi¢cimde elde edilmis oldu.

3.Asama .

Kit icerigindeki pozitif kontrol olan P16 primerleri kullanilarak doéniisiim

reaksiyonunun gerceklesip ger¢eklesmedigi kontrol edildi.
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3.6.2. Metilasyon Ozgiil Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MS-PCR)
3.6.2.1. Metilasyon Ozgiil PCR’1n hazirlams:

Gereg ve Soliisyonlar:

1) Mikrosantrifiij

2) Thermal Cycler

3) DNA polimeraz

4) 0,2 mI’lik ependorf tiip
5) Otomatik pipet seti

6) Diziye 6zgiil primer

7) ANTP mix
Yontem:

1) 0.2 ml ’lik tiip icerisinde Tablo 3.10’°da verilen reaksiyon karisimi hazirlandi.

2) Metile ve metile olmayan PCR primerleri kullanilarak ayn1 DNA kaliplarindan iki ayr1
PCR reaksiyon kuruldu. PCR igin primer dizileri Tablo 3.11.’de verilmistir.

3) PCR tiipleri “Thermal cycler ” cihazina konuldu ve Tablo 3.12°deki PCR programi
kullanildi.
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Tablo 3.10. Metilasyon 6zgiil PCR reaksiyon igerigi:

KIMYASAL EKLENEN | SON

MIKTAR KONSANTRASYON
dH,O 8.6 ul
10XPCR tamponu 2.5ul 1X

(500mM  Tris/HCI, 100mM KClI,
50mM (NH4)2$O4’ 20mM Mng )

MgCl,; soliisyonu (25mM) 2.5 ul 2.5 mM
5’ ileri Primer 1wl 0.4 pmol
3’geri Primer 1wl 0.4 pmol
dNTP mix (dATP,dGTP,dCTP,dTTP) 1 ul 200 uM
Fast Start Taq DNA Polimeraz 0.4 pl 2U
Doniistiiriilmiis DNA 4 ul 500 ng
GC zengin sollisyon 5X kons. Sul 1X
Total hacim 25 ul

Tablo 3.11. Metile, metile olmayan PCR i¢in kullanilan PCR primerleri (26):

Primer Dizi Konumu | PCRiiriin
biiyiikliigii

sFRP-1 Met S 5’TGTAGTTTTCGGAGTTAGTGTCGCGC3’ -300, -275 | 126 bg

sFRP-1 Met U 5’CCTACGATCGAAAACGACGCGAACG3’ -161,-185

sFRP-1 Unmet S 5’GTTTTGTAGTTTTTGGAGTTAGTGTTGTGT3’ -304, -275 | 126 bg

SFRP-1 Unmet U | 5>CTCAACCTACAATCAAAAACAACACAAACA3 | -156,-185




Tablo 3.12. Metilasyon Ozgiil PCR (Metile, metile olmayan ) reaksiyon 1s1 profili:

Denatiirasyon 95°C 5 Dakika 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 45 saniye

Baglanma 59°C 45 saniye

Uzama 72°C 45 saniye 35 dongu
Son uzama 72 °C 5 Dakika 1 dongii

3.6.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi:

Ornekler, %4’liik nusieve agaroz jelde elektroforeze edildi. %4 ‘liik nusieve agaroz
jel, 2 gram nusieve agaroz ve 2 gram agarozun 100 ml 0,5 X TBE’de ¢6zlilmesiyle hazirlandi.
Coziilme islemi 1sitilarak gergeklestirildi. Cozlinen agarozun sicakliginin diismesi icin kisa
stire oda sicakliginda beklendikten sonra, son konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde
etidyum bromid eklendi. Hazirlanan jel, jel dokiim aparatina dokiilerek, kuyularin olusmasi
icin tarak yerlestirildi. Jelin soguyarak, jellesme siirecinin tamamlanmasi i¢in 30 dakika oda
sicakliginda beklendi. Donan jel’den tarak dikkatli bicimde ¢ikarilarak yiiklemenin yapilacagi
kuyular elde edildi. Hazirlanan jel igerisinde 0,5X TBE bulunduran elektroforez tankina
yerlestirildi.

Elektroforeze edilecek 6rnekler 6X jel yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra, ayni
ornege ait metile ve metile olmayan primerler kullanilarak elde edilen PCR {iriinleri yan yana
olacak sekilde kuyulara yiiklendi. 10 V/em gerilim uygulanarak Orneklerin elektroforeze
olmas1 saglandi. Orneklerin biiyiikliiklerinin saptanmasi i¢in jelde ornekler ile es zamanl
olarak molekiiler agirlik belirleyici de (Mass Ruler DNA Ladder Low Range MBI Fermentas
# SMO0383) yiiriitiildi. Elektroforez sonuglar1 “Vilber Lourmat INFINITY Bio-1D “ sistemi

ile goriintiilendi.

3.6.3. Bisiilfit Polimeraz Zincir Reaksiyonu:
3.6.3.1.Bisiilfit PCR’1n hazirlanisi:

Gereg ve Soliisyonlar:

1) Mikrosantrifiij
2) Thermal Cycler
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3) DNA polimeraz

4) 0.2 ml’lik ependorf tiip
5) Otomatik pipet seti

6) Diziye 6zgiil primer

7) ANTP mix

Yontem:

1) 0,2 ml ’lik tlip icerisinde Tablo 3.13°de verilen reaksiyon karisimi hazirlandi. PCR ig¢in
primer dizileri Tablo 3.14.’de verilmistir.

2) PCR tiipleri “PCR Thermal Cycler” cihazina konuldu ve Tablo 3.15’deki PCR programi
kullanildi.

Tablo 3.13. Bistilfit PCR reaksiyon igerigi:

KIMYASAL EKLENEN | SON
MIKTAR KONSANTRASYON
dH,O 8.6 ul
10XPCR tamponu (500mM Tris/HCI, | 2.5 pl 1X
100mM KCI, 50mM (NHy)2SOq,
20mM MgCl,)
MgCl, soliisyonu (25mM) 2.5 ul 2.5 mM
5’ ileri Primer 1wl 0.4 pmol
3’ geri Primer 1wl 0.4 pmol
dNTP mix (dATP,dGTP,dCTP,dTTP) | 1 pl 200 uM (Herbirinden)
Fast Start Tag DNA Polimeraz 0.4 nl 2U
Modifiye edilmis DNA 4 ul 500 ng
GC zengin soliisyon 5X kons. Sul 1X
Total hacim 25 ul
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Tablo 3.14. Bisiilfit PCR i¢in kullanilan PCR primerleri (26):

Primer Dizi Konumu PCR iiriin
bityiikliigii
sFRP-1Bis S | S’TGGTTTTGTTTTTTAAGGGGTGTTGAGT3’ | -490,-463 429 bg

sFRP-1Bis U | 5"TCCTACCACAAACTTCCAAAAACCTCC 3’ | -63,-88

Tablo 3.15. Bisiilfit PCR reaksiyon 1s1 profili:

Denatiirasyon 95°C 5 Dakika 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 45 saniye

Baglanma 60 °C 45 saniye 35 dongii
Uzama 72 °C 45 saniye

Son uzama 72 °C 5 Dakika 1 dongii

3.6.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi:

3.5.1.2. boliimiinde anlatildig1 sekilde hazirlanmis olan agaroz jelde Ornekler

yiiriitiilerek biiytikliik ve 6zgiil olmayan amplifikasyonlar acisindan kontrol edildi.

3.6.4. DNA Dizi Analizi:

DNA dizi analizi i¢in, bisiilfit primerler kullanilarak PCR ile c¢ogaltilan DNA
Bolgeleri, Giiney Kore “Macrogen” firmasma analiz i¢in gonderildi. Bu islem “Hizmet

Alim1” seklinde yapildi.

3.6.5. K562 hiicrelerinin demetile edici ajan ile muamelesi sonrasi metilasyon

diizeyindeki degisikliklerin saptanmasi:

K562 hiicrelerine, demetile edici ajan olan 5-aza-2-deoxycytidine (DAC) (Sigma-
SIA3656) verilerek metilasyon diizeyinde degisiklik olusturulmaya calisildi. Olusan
degisiklige bagl olarak sFRP1 ekspresyonu analiz edildi.

K562 hiicreleri, 5x10° hiicre/ kuyu olacak sekilde iiretildi. Hiicreler 24. saatte
ortamlar1 degistirilerek, DNA metilasyonunu bloklamak i¢in 1uM and 5 uM olacak sekilde iki
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farkl1 konsantrasyonda DAC ile muamele edildi. 48 saatlik inkiibasyondan sonra hiicreler
PBS ile yikandi. Bu hiicrelerden genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra, bisiilfit
modifikasyonlar1 gerceklestirildi. Hem metilasyon 6zgiil PCR hem de bisiilfit PCR yontemi

ile metilasyon durumlar1 saptandu.

3.7. SFRP1 GEN iFADESININ ANALIiZi

3.7.1. Total RNA izolasyonu:

Total RNA izolasyonu, hasta ile normal kemik iligi 6rneklerinden ve hiicre hatlarindan
“QIAamp RNeasy Blood mini kit “ kullanilarak yapilmistir. Yontem iiretici firmanin belirttigi
sekilde uygulanmustir.

Gereg ve Soliisyonlar:

1) Standart masaiistii mikrosantrifiij

2) 1.5 ml ’lik mikrosantrifiij tiipleri

3) 15 ml ’lik tiipler

4) PBS (pH 7.2, 50mM potasyum fosfat; 150 mM NaCl)
5) Etil alkol (%96-100)

6) Etil alkol (%70)

7) 14.5 M B-merkaptoethanol

8) Su banyosu

9) Vortex

10) DNase I enzimi (Qiagen # 79254)

11) “QIAamp RNeasy Blood mini kit ““ (Qiagen # 52304)

Kit icerigi:

e 2 ml’lik toplama tiipleri

e 1.5 mI’lik toplama tiipleri
e EL lizis tamponu

e RLT lizis tamponu

e RWI yikama tamponu
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e RPE yikama tamponu
¢  QIAmp dondiirme kolonu
e QIAshredder dondiirme kolonu

e RNase free su

Yontem:

Calisma tamponlarinin hazirlanmasi:

Calismada kullanilacak tamponlar, iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda hazirlandi.
RPE tamponunun igerisine 44 ml %96-100 etil alkol eklendi. RLT tamponunun igerisine, her

1 ml RLT tamponu i¢in 10ul olacak sekilde B-merkaptoethanol eklendi.

Total RNA izolasyonu:
1)

* Materyal olarak kemik iligi kullanildiginda, izole edilecek olan RNA i¢in;
a-600 pl kemik iligi ile 3ml EL tamponu (1/5 oraninda ) karigtirildi.
b-Buz iizerinde 10-15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince iki defa vortekslendi.
c-400 g’de 10 dakika + 4 °C’de santrifiij edildi ve slipernatan kismi tamamen uzaklagtirildi.
d-Pelletin {izerine 1200 pl (baslangictaki kemik iligi miktarinin 2 kat1) EL eritrosit lizis
soliisyonu eklendi. Vorteslenerek hiicreler tekrar ¢oziildii.
e-400g’de10 dakika + 4 °C’de santrifiij edildi ve iist faz tamamen uzaklagtirildu.

=  Materyal olarak hiicre hatlar1 kullanildiginda, izole edilecek olan RNA i¢in;
a-Maksimum 1x107 hiicre igeren kiiltiir, 5 dakika 300 g’de santrifiij edildi.
b- Pellet, 200 ul PBS’de tekrar ¢oziildii.
c-5 dakika 300 g’de santrifiij edildi. Ust faz tamamen uzaklastirildi.

Bu asamadan sonraki basamaklar her iki materyal i¢in ortaktir.

2) Birinci basamakta hazirlanan ve icerisinde hiicre ¢okeltisi bulunan 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tliplerinin igerisine 600 ul RLT lizis soliisyonu eklendi, vortekslendi ve lizat
hazirlandi.

3) 2 ml ’lik toplama tiipiine “QIA shredder” dondiirme kolonu yerlestirildi ve lizat tiipe
aktarildr. Iki dakika maksimum devirde santrifiij edildi. Kolon ¢ikarildi ve homojenize lizat

saklandi.
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4) Lizatin iizerine 1 :1 oraninda %70 etil alkol eklendi ve pipetleyerek homojenize edildi.

5) Bu karisim yeni bir “QIAamp” dondiirme kolonuna aktarildi.

6) 15 saniye 8000 g’de santrifiij edildi. Toplama tiipii, alta gegen karisim ile birlikte atildu.

7) Kolon yeni bir 2 ml ’lik toplama tiipline aktarildi.350 pl RW1 yikama tamponu eklenerek
15 saniye 8000 g’de santrifiij edildi. Toplama tiipii alta gecen karisim ile birlikte atildu.

8) 10 ul DNase I stok soliisyonu (1500 unit), 70 ul RDD tamponuna eklendi. Tiip alt {ist
edilerek karigmasi saglandi.

9) DNase I inkiibasyon karisimi (80 pl) direk kolonun iizerine eklendi ve 15 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi.

10) 350 pl RW1 yikama tamponu eklenerek 15 saniye 8000 g’de santrifiij edildi. Alta
gecenkarigim atildi.

11) 500 pl RPE yikama tamponu eklenerek 15 saniye 8000 g’de santrifiij edildi. Alta gecen
karigim atildu.

12) 500 pl RPE yikama tamponu eklenerek 3 dakika 20000 g’de santrifiij edildi. Toplama
tiipii alta gecen karisim ile birlikte atildi.

13) Kolon 2 mI’lik yeni toplama tiipiine yerlestirilerek 1dakika maksimum hizda g¢evrildi.

14) Kolon 1.5 ml’lik yeni ependorfa yerlestirildi ve firma tarafindan saglanan 30 pul RNase
icermeyen su eklendi. 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

RNA miktar tayini:

Izole edilen total RNA’larin, spektrofotometrede (Pharmacia Biotech, Ultraspec
2000) 260 ve 280 nm’de absorbsiyonlar1 ol¢iildii. Asagida belirtilen formiil kullanilarak RNA
konsantrasyonu hesaplandi:
RNA konsantrasyonu:Aje x Diliisyon Faktorii x 40pg/ml
A 260/ A 280 hesaplanarak RNA’nin saflik derecesinin 1.8-2.0 arasinda olup olmadigi kontrol

edildi.
3.7.2. Komplementer DNA (cDNA) eldesi:

Izole edilen total RNA’lardan 2ug cDNA sentezinde kalip olarak kullanildi. cDNA
sentezinde Reverse Transkripsiyon kiti (Invitrogen Superscript First Strand Synthesis Kkit,
Invitrogen #11904-018 ) kullamldi. Uretici firmanin belirttigi protokol, 50 ul cDNA elde
edilecek sekilde modifiye edildi.
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Gereg ve Soliisyonlar:

1) Standart masaiistii mikrosantrifiij
2) Thermal Cycler

3) 0.2 mI’lik ependorf tiip

4) Otomatik pipet seti

5) Invitrogen Superscript First Strand Synthesis kit, Invitrogen #11904-018

Kit icerigi:

1) Siperscript II RT
2) 10mM dNTP mix

3) Oligo dT

4) DEPC ‘li su

5) 10X RT tamponu

6) 25 mM MgCl,

7) 0,1 M DTT

8) RNaseOUT (Rekombinant Riboniikleaz inhibitdr)

Yontem:

1) 0.2 ml ’lik tiip igerisinde Tablo 3.16°da verilen birinci reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 3.16. cDNA sentezi Karigim I reaksiyon igerigi:

KiMYASAL EKLENEN SON
MIiKTAR KONSANTRASYON
Total RNA 7.5 ul 2 ug
10mM dNTP mix 2 ul 0.4 mM
Oligo dT (0.5 pg/ul) 1wl 0.01 pg
DEPC ‘li su 9.5ul
Total hacim 20 pl
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2) 65 °C’de 5 dakika inkiibe edildi ve hemen buz iizerine alindi. En az bir dakika buz iizerinde

bekletildi. Tablo 3.17°de verilen ikinci reaksiyon karigimi hazirlandi.

Tablo 3.17. cDNA sentezi Karigim II reaksiyon igerigi:

KiMYASAL EKLENEN SON
MIKTAR KONSANTRASYON
10X RT tamponu Sul 1X
25 mM MgCl, 10 pl 5mM
0.1 M DTT 5l 0.01M
RNaseOUT (40unit/ pl) 1wl 0.8 unit
DEPC “li su 9 pl
Total hacim 30wl

4) 42 °C’de 2 dakika inkiibe edildi.

5) 1 pl Siiperscript II Reverse Transkriptaz eklendi.
6) 42 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.

7) 70 °C‘de 15 dakika ile reaksiyon sonlandirildi.
8) 1 ul RNAse H eklendi.

9) 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.

10) Elde edilen cDNA -20 °C’de sakland.

3.7.3. Gercek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR):

Elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak onciil primerler araciligr ile PCR
reaksiyonu kuruldu. sFRP1, NCBI NM 003012 referans dizisi kullanilarak “Oligos v 9.4 “
programi yardimi ile primerler dizayn edildi. Kontrol olarak da p-Aktin genine 06zgiil
primerler kullanildi. Gergek zamanli PCR, Light Cycler ® 2.0 (Roche Diagnostics) cihazi ve
Light Cycler Fast Start DNA Master "% SYBR Green 1 (Roche Diagnostics) kiti
kullanilarak yapildi.
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Yontem:

1) 0,2 ml ’lik tiip igerisinde Tablo 3.18’de verilen reaksiyon karigimi hazirlandi. PCR igin

primer dizileri Tablo 3.19 ve 3.20°de verilmistir.
2) PCR tiipleri “PCR Light Cycler ® 2.0 (Roche Diagnostics)” cihazina konuldu ve Tablo
3.21°deki PCR programi kullanildi.

Tablo 3.18. RT-PCR reaksiyon igerigi:

KIMYASAL EKLENEN SON
MIKTAR KONSANTRASYON

SYBR Green reaksiyon karigimi 2 ul

5’ ileri Primer 1l 0.5 pmol

3’ geri Primer Il 0.5 pmol

cDNA Sul

dH,O Sul

Total 20 ul

Tablo 3.19. sFRP1 ekspresyon analizi i¢in kullanilan PCR primerleri:

Primer Dizi Ref Gen Konumu | PCR iiriin
biiyiikliigii

sFRP1 Exp S 5’CAAGAAGAAGAAGCCCCTGA3’ | NM 003012 | 983,1002 | 123 bg

sFRP1 Exp U 5’AAGTGGTGGCTGAGGTTGTC3’ 1086, 1105

Tablo 3.20. B-aktin ekspresyonu analizi i¢in kullanilan PCR primerleri:

Primer Dizi Ref Gen Konumu | PCR iiriin
biiyiikligii

Bactin S 5’CAAGAAGAAGAAGCCCCTGA3> | NM 003012 | 983,1002 | 205 bg

Bactin U 5’AAGTGGTGGCTGAGGTTGTC 3’ 1086, 1105
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Tablo 3.21. RT-PCR igin 1s1 profili:

Denatiirasyon 95 °C 10 Dakika 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 10 saniye
Baglanma 59°C 5 saniye

40 dongii
Uzama 72 °C 10 saniye
Son uzama 72 °C 5 Dakika 1 dongii

4) Flouresan 6l¢timii, Light Cycler Software 4.0.0.23 (Roche Diagnostic) tarafindan yapildi.

5) Ornekler %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek biiyiiklik ve 6zgiil olmayan

amplifikasyonlar agisindan kontrol edildi.

3.7.4. Agaroz Jel Elektroforezi

3.5.1.2. bolimiinde anlatildigi sekilde hazirlanmis olan agaroz jelde Ornekler

ylriitiilerek bliyiikliik ve 6zgiil olmayan amplifikasyonlar ac¢isindan kontrol edildi.
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4. BULGULAR

sFRP1 geninin promotdr bolgesindeki genetik ve epigenetik degisikliklerin analizi
icin, SSCP, DNA dizi analizi ve metilasyon analizleri (metilasyon 6zgiil PCR, bisiilfit DNA
dizi analizi) gerceklestirildi. Kullanilan her yontem i¢in inceledigimiz DNA bdlgesi primerleri

ile sSFRP1 geninin promotdr bdlgesine ait ¢akisma noktalar1 Sekil 4.1° de verilmistir.

1 SSCP PRIMER

1 SEKANS PRIMER
1 BiSULFiT PRiMER
=————-——o MET ve UNMET PRiMER
sFRP1 PROMOTOR BOL GEST | sFRP1 GEN BOLGESI

ATG

Sekil 4.1. sFRP1 geni promotor bolgesi ile genetik ve epigenetik degisikliklerin analizi i¢in

kullanilan primerlerin ¢akisma noktalari.

4.1. DNA iZOLASYONU

Kontrol hiicre hatlari, hasta ve normal kemik iligi 6rneklerinden genomik DNA izole
edildikten sonra, 260/280 nanometrede spektrofotometrede degerlendirmeleri yapildi,
orneklerin 260/280 nm.’de optik dansite orami yaklasik 1.8 bulundu. Genomik DNA

orneklerinin agaroz jel elektroforezi sonrasinda, biitlinliiklerini koruduklar1 saptandi (Sekil
4.2).

Marker 100

Or. 11
Or. 16

Or. 1
Or. R

T —

_—

T U T
1031 bg —» '
-

Sekil 4.2. DNA o6rneklerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii.(Marker; Mass Ruler DNA
Ladder Low Range, Fermentas SM0383tiir.)
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4.2. sFRP1 GENININ PROMOTOR BOLGESINDEKI GENETIK
DEGISIKLIKLERIN SAPTANMASI

4.2.1. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizm Analizi (Single Strand Conformation

Polymorphism-SSCP) analizi:

SSCP analizi, denatiire edici olmayan sartlar altinda tek zincir DNA molekiiliindeki bir
veya ¢oklu niikleotid degisikliklerini saptayan bir yontemdir. Poliakrilamid jel elektroforezi
sonrasinda, niikleotid degisimlerinin elektroforetik hareketi degistirmesi ile normale gore olan
farkliliklar saptanmaktadir.

sFRP1 promotor bdlgesinde olas1 genetik degisiklikleri saptamak amact ile yapmis
oldugumuz SSCP analizinde; hastalar, normal kemik iligi 6rnekleri ve K562, SKBR3, MDA-
MB231, HEK-293 hiicre hatlarindan elde edilen genomik DNA kalip olarak kullanilarak PCR

reaksiyonu kuruldu. PCR fiiriinleri, denatiire olmayan %8’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilerek

degerlendirildi.

4.2.1.1. PCR reaksiyonu:

sFRP1 promotdor bolgesinin ¢ogaltilmast amaci ile “sFRPI- SSCP* primer cifti
kullanilarak PCR reaksiyonu kuruldu. Reaksiyon sonrasinda elde edilen PCR iiriinleri,
amplifikasyon varlig1 ve biiyiikliik agisindan kontrol i¢in %2°lik agaroz jelde ytirtitiildii

( Sekil 4.3).

Or. 24
Or. 43
Or. 38
Or. 37
Or. 16
Or.17
Or. 33
Or. 35
Or. 54
Or. 53
Or. 23

Or. 1

l l Marker 100 b¢

300 bg —>» :
200bc — e e aees R B R e aes S e

Sekil 4.3. PCR iirlinlerinin %?2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. PCR {irlinlerinin biiytikligi 205
b¢’dir.(Marker; Mass Ruler DNA Ladder Low Range, Fermentas SM0383tiir.)
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4.2.1.2. SSCP poliakrilamid jel elektroforezi :

Her tek iplikli DNA molekiilii, birincil yapiyr olusturan bazlarin dizilim 6zelligi
nedeniyle 6zgiil bir konformasyona sahiptir. Birbiri ile ayni uzunlukta ve baz dizisi agisindan
benzer olan iki DNA ipligi, tek =zincirli hale getirildiginde tek bazdan kaynaklanan
konformasyon farkliligi ortaya c¢ikmaktadir. Bu fark DNA dizi analizi 06zelliginde
poliakrilamid jel ile belirlenebilir. SSCP degerlendirmesi, farkli konformasyonlarin jelde
farkli bant desenleri vermesi temeline dayanir.

4.2.1.1.bolimiinde elde edilmis olan PCR iiriinleri denatiire edilip, denatiire olmayan
%8’lik poliakrilamid jelde yiiriitiildi (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Hastalara ait ornekler, normal
bireylerden elde edilen orneklere gore degerlendirildi. Elektroforez sonrasi gozlenen bant
desenlerindeki degisiklikler yorumlandi. 24 KML hastasinda ve HEK-293 ve SKBR hiicre
hatlarinda normalden farkli bant deseni gézlendi. SSCP analizi sonuglarinin, DNA dizi analizi

sonugclari ile kiyaslandiginda paralellik gosterdigi saptandi. Elde edilen SSCP analiz sonuglari,

DNA dizi analizi sonugclari ile birlikte Tablo 4.1 ‘de verilmistir.

- N
2 g
7z Z

N.Ki. 3
N.Ki. 4

N.3

OR.3

OR. 8

OR. 11

OR. 12

OR. 13

OR. 14

OR. 16

OR. 20

OR. 21

OR. 2

OR. 4

SKBR
MDA-MB231
HEK-293

Sekil 4.4. Denatiire olmayan %8’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilen PCR {iriinlerinin

goruntusu.
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OR. 24
OR. 26
- OR.27
- OR.28
OR. 33
OR. 37
 OR.38
- OR.40
OR. 43
OR. 17

- NS5

a e
aN N
¢ &
o O

Sekil 4.5. Denatiire olmayan %8’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilen PCR {iriinlerinin
goruntusu.
4.2.2. DNA Dizi Analizi:

sFRP1 promotdr bdlgesinde olast genetik degisiklikleri saptamak amaci ile hastalar,
normal kemik iligi 6rnekleri ve K562, SKBR3, MDA-MB231, HEK-293 hiicre hatlarindan
elde edilen genomik DNA kalip olarak kullanildi. Analiz edilecek bolge, 6zgiil PCR
primerleri ile ¢ogaltildi ve PCR firiinlerinden DNA dizi analizi gergeklestirildi. DNA dizi

analizi, “Macrogen firmasinda hizmet alimi olarak gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar,

“Chromas (Ver.1.41)” programi kullanilarak analiz edildi.

4.2.2.1. DNA analizi amaci ile yapilan PCR reaksiyonu:

PCR isleminde “sFRP1-Sequence” primerleri kullanilmistir. PCR {iriinlerinin %2

agaroz jel elektroforezi sonrasi goriintiisti Sekil 4.6” da verilmigtir.
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Marker 100 b¢

OR. 16
OR. 17
OR. 21
OR. 22
OR. 24
OR. 27
OR. 28
OR. 30
OR. 40
OR. 43

(54
=
=
S
e
o)
R’
St
=
=
700 bg —>!—— T a— e— N — — — — -.-
o v _—
- -—
Sekil 4.6. DNA dizi analizi PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. PCR
tiriinlerinin biiytikliigii 646 bg¢’dir.(Marker; Mass Ruler DNA Ladder Low Range, Fermentas

SM0383tiir.
4.2.2.2. DNA Dizi Analizi Sonuclar:

DNA Dizi analizi sonucunda hastalar incelendiginde, herhangi bir mutasyona
rastlanmadi. Ancak 48 hasta bireyin 24’iinde iki yonlii DNA dizi analizinde 38, 39, 40.
niikleotidlerde delesyon (CAG) oldugu gozlendi. Delesyon saptanan hastalarin iiciliniin

homozigot, digerlerinin ise heterozigot oldugu saptandi.

30 adet normal birey incelendiginde, 15 kiside CAG delesyonu bulundugu, bunlardan
sadece bir bireyin homozigot delesyona sahip oldugu saptandi. Normal kemik iligi
orneklerinde herhangi bir degisiklik saptanmadi. Sekil 4.7°de normal, heterozigot ve

homozigot bireylerin ileri ve geri yondeki sekanslarina 6rnek verilmistir.
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A3 Tleri sekans:

Normal Heterozigot Homwrigot

GG CAGC C CT G C G CACC L&) o G C CT G
C CCT C

B) Gerlselans:

C A GG G CTGCC C oA GG G CA G ¢ G C C

Sekil 4.7. sFRP1 promotor bolgesinin DNA dizi analizinde gozlenen ii¢ niikleotidlik delesyon
polimorfizmi. Heterozigot, homozigot ve wild type orneklerde ileri (A) ve geri (B) yondeki
DNA dizi analizi sonuglari.

DNA Dizi analizi sonucunda, delesyon saptanan hasta bireylerin ¢ift yonlii analiz

goriintiileri agagidaki sekillerde verilmistir:

CAG delete

l

cceccCceCG GGG CCCTE GEELCGETEGECL

Sekil 4.8.1. 3 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gdzlenen homozigot delesyon.
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CTG delete

l

i G CAECEGECCOCCLCACGGEETDCLCDCOCOGE LG G

Sekil 4.8.2. 3 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen homozigot delesyon.

CAG delete

l

coce¢cctccGCcG6 G666 C ACTNNTEGEGETGE NTGEC

Sekil 4.9.1. 8 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gdzlenen heterozigot delesyon.

CTG delete

l

4L 6 CLC GC CCALGE EF G C TGO N CN G 0 G G

Sekil 4.9.2. 8 numarali1 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot delesyon.
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CAG delete

l

cocgccocc&scCc G GEGEGECALECTENTGGETHNNTGEC

M/ Pl 1}

Sekil 4.10.1. 11 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

€t 6 CarcC6GCCCALGE G GC TGO ETCEGLE TG G

Sekil 4.10.2. 11 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada goézlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

cctcecCcCcCGcCG &G0 ALCTNCTGEGETHNDNTGC

i

Sekil 4.11.1. 12 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.
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CTG delete

l

G C 4 6 CXCGCCCALGGGE L TGELOGELONG LG G

Sekil 4.11.2. 12 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

ccesec o6 6 GG CALCTGE NTCGEGETHNN TG

Sekil 4.12.1. 13 numarali O6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

F C a6 CrLCGCCCOAG &GO TGECOGEOEGECLC GG

Sekil 4.12.2. 13 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.
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CAG delete

l

ccesecCc G CG6EGEGECLECTNNTEG & TDNN TGCLE

Sekil 4.13.1. 14 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

 C 4 G CLC 6 C CCLG GG LT TGECOCGECLOGE & LG G

Sekil 4.13.2. 14 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

c ¢ ¢ C CG CG GG G C CC TG G & C G TG C

Sekil 4.14.1. 16 numarali 6rnege ait iler1 yondeki sekanslamada gozlenen homozigot

delesyon.
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CTG delete

l

ccacCiaCGCCCAEGE GG CCCCECLCGE G

LA e b -

N

Sekil 4.14.2. 16 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen homozigot

delesyon.

CAG delete

l

ccesccC6&CGG6EGEC ALHLCTNHE D TGEGETGENTEGECL

UL,

Sekil 4.15.1. 20 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

GC &6 CAarCCGCCCALGE G GO TGELOGECGE G C GG

Sekil 4.15.2. 20 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gézlenen heterozigot

delesyon.
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CAG delete

l

ccoecCccGtC G &G G0 ALC TNN TG G THNDN TG C

Sekil 4.16.1. 21 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gdzlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

G ¢4 & CarCG CCCLGE GG C TGECGE LD NG CLCGE G

Sekil 4.16.2. 21 numaral1 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gdzlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

cctceccec 66 660 A2CTHNTEGETENTEGECL

Sekil 4.17.1. 22 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.
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CTG delete

l

&G CLCGECCCLEGG®EGE C TGELNCON G LCOGE G

Sekil 4.17.2. 22 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

c cesecCcCco6GCGEGEGEC LC THNCLCTOGE G THENN TG C

Sekil 4.18.1. 23 numarali O6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

c 4 ¢ CLC & CCCLGEGEE CTGLECNTILDNTGT LG &

Sekil 4.18.2. 23 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.
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CAG delete

l

ccecCccCce C6G 66 GCCALCTHNNTGE GG TGN TEGEC

Sekil 4.19.1. 24 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

¢ C L 6 CHLOC G COCCLGGGEGE C TOGLOCNTLCN G LG G

Sekil 4.19.2. 24 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada goézlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

cceCCG6CG6EF GG C ACTHNDN TG GG TGN TGEC

Sekil 4.20.1. 26 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.
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CTG delete

l

t C A& GGCLALC G CCTCLALAG GG L TGLEC N LCUHNGT LCT G G

It

Sekil 4.20.2. 26 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

c ¢ cC COGCOGEG G GEC LCOC TNNTCG G TCG N T 6 C

Sekil 4.21.1. 27 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

- A6 CLCCGCCCALCGEGEEC TGELOGECOCN G LOGE G

Sekil 4.21.2. 27 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada go6zlenen heterozigot

delesyon.
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CAG delete

l

c ¢c6&6ccCcoeGe C6GG G C AC THN N TG 6 TGN TG C

Sekil 4.22.1. 28 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

G C & ¢ C & C G C C C & G &6 G C TG C N C N G C G G

Sekil 4.22.2. 28 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

tceccCecCc6e 66 6CLECTHNNTGEGE TENTGELCTE

Sekil 4.23.1. 33 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon..
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CTG delete

l

¢ &G CLCGCOCCOCCOLALEGE GG CLC TGELOCGELONGE LG G

Sekil 4.23.2. 33 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

c ¢t CG6CG6GCG6CG C AC THNNTG G TN NTGC

.

Sekil 4.24.1. 35 numarali O6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

¢ C & ¢ C &»C 6 C CCALG G 6 C TGCLCG C N G C G G

/

Sekil 4.24.2. 35 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

I L Y AN oS | W s

delesyon.
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CAG delete

l

ccec o6 CG6 666G C A&CTHLCTGEGETEGENDTEGEC

Sekil 4.25.1. 37 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

FC &G Ca&C GCCCEG GGG C TGEOND CNECLD GG

Sekil 4.25.2. 37 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

c ¢ & ¢ 6 C GGG C COCTGE & 6 C G TG C

Sekil 4.26.1. 38 numarali 6rnege ait iler1 yondeki sekanslamada gozlenen homozigot

delesyon.
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CTG delete

l

G C & ¢ C & C  C C C AL G G 6 C C C C G C G G

Sekil 4.26.2. 38 numarali Ornege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen homozigot

delesyon.

CAG delete

l

c & C COGCCG GGG C AL C TNN TG GG TGE N TCG C

L

Sekil 4.27.1. 40 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

 C LG C&ALC &C CCLE GG C TGELON COCN G CG G

Sekil 4.27.2. 40 numarali 6rnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.
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CAG delete

cctce&ecCccCce GG 66 GFC ALECTHNCTGEGTGENTGEC

e

Sekil 4.28.1. 43 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

c C4&GCHCGCOCCOCCLEGEGEGEC TGO N CN G LG G

Sekil 4.28.2. 43 numarali Grnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

tctec e FFEC ACTHNCTGE G TGE NTGEC

Wl

Sekil 4.29.1. 48 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

84



CTG delete

l

¢z C & 6 C & C G C C C&L G G G C T OGC N C N G C G G

R LN & SN o T . s

Sekil 4.29.2. 48 numarali Ornege ait geri yondeki sekanslamada goézlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

c te& CTCG CG GG GO A& CTHW C TG 6 THNN TG C

Sekil 4.30.1. 52 numarali O6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

¢t sy G6CscC ¢ CCCL G GECGEC TGELOCGELO NG LG G

j

Sekil 4.30.2. 52 numarali Ornege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.
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CAG delete

l

c ¢ ¢ ¢ C e C G G 6 6 C &L C TN C T GG G T G N T G C

Sekil 4.31.1. 53 numarali 6rnege ait ileri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CTG delete

l

5 C & &6 C & C G C C CA&4L G 6 6 C TG C G C W G C G G

Sekil 4.31.2. 53 numarali Grnege ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot

delesyon.

CAG delete

l

¢z C & 6 C L C G C CCR G GGGC TGTLCOG CHN G C G G

Sekil 4.32. HEK hiicre hattina ait geri yondeki sekanslamada gozlenen heterozigot delesyon.
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CAG delete

l

¢ ¢ L &6 C &L C G CCCLGG &6 CCCCCG C G G

Sekil 4.33. SKBR hiicre hattina ait geri yondeki sekanslamada gozlenen homozigot delesyon.

Saptanan bu {i¢ niikleotidlik delesyonun,13. ve 14. kodonu etkiledigi ve bu kodonlarin
ardarda gelen iki alanin rezidiisiinii kodladig1 yapilan bilgisayar analizleri ile saptandi. Bu

delesyon sonucu meydana gelen yeni kodon Sekil 4.34.‘de gosterildigi gibi yine alanin “dir.

M G 1 G R S E G G R R G A AL
CGGAGGCAGCCCCGACGTCGCGGAGAACAGGGCGCAGAGCCGGCATGGGCATCGGGCGCAGCGAGGGGGGCCGCCGCGGGGE A -CCCTGG

2
M G I G R S E G G R R G A AL
24
M G 1 GR S EGGIRIRGAAL
221
M G I G R S E G G R R G A AL
22 1 ————.
M G 1 G R S E G G R R G A L
22 1 —_——.
M G I G R S E G G R R G A L
2 ————.
M G I G R S E G G R R G A L

37 38 39 40 41 42 nucleotide

GCA GCC

Ala l Ala
GCC

Ala

Sekil 4.34. NCBI, “Sequece Viewer’da sFRP1 geninin verilen DNA dizisinde “CAG” delesyonunun

yerlesim bolgesi ve delesyondan sonra olusan kodonun sematik goriintiisii.
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sFRP1 geninin promotdr bolgesindeki genetik degisiklikleri saptamak i¢in yapilmis olan

DNA dizi analizi ve SSCP analizi sonuglar1 Tablo 4.1° de bir arada verilmistir.

Tablo 4.1. DNA dizi analizi ve SSCP analizi sonuglari.

HASTA NO DNA DiZi ANALIZI SSCP ANALIZI

OR.1 Normal Yapilmadi

OR.2 Normal Normal

OR.3 CAG homozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR 4 Normal Normal

OR.5 Normal Yapilmadi

OR.6 Normal Yapilmadi

OR.7 Normal Yapilmadi

OR.8 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.9 Normal Yapilmadi

OR.10 Normal Yapilmadi

OR.11 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.12 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.13 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.14 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.15 Normal Yapilmadi

OR.16 CAG homozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.17 Normal Normalden farkli bant paterni
OR.18 Normal Yapilmadi

OR.19 Normal Yapilmadi

OR.20 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.21 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.22 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.23 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.24 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.25 Normal Yapilmadi

OR.26 CAG heterozigot kay1p Normalden farkli bant paterni
OR.27 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.28 CAG heterozigot kay1p Normalden farkli bant paterni
OR.29 Normal Yapilmadi

OR.30 Normal Yapilmadi

OR.31 Normal Yapilmadi

OR.33 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.34 Normal Yapilmadi

OR.35 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.36 Normal Yapilmadi

OR.37 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.38 CAG homozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.39 Normal Yapilmadi
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OR.40 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR .41 Normal Yapilmadi
OR .42 Normal Yapilmadi
OR .43 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.44 (N.Ki.1) Normal Normal
OR.45 (N.Ki.2) Normal Normal
OR.46 (N.Ki.3) Normal Bant gozlenmedi
OR.47 (N.Ki.4) Normal Normal
OR.48 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR .49 Normal Yapilmadi
OR.51 Normal Yapilmadi
OR.52 CAG heterozigot kay1p Yapilmadi
OR.53 CAG heterozigot kayip Normalden farkli bant paterni
OR.54 Normal Yapilmadi
OR.55 (N.Ki.5) Normal Yapilmadi
OR.56 (N.Ki.6) Normal Yapilmadi
OR.57 (N.Ki.7) Normal Yapilmadi
OR.58 (N.Ki.8) Normal Yapilmadi
OR.59 (N.Ki.9) Normal Yapilmadi
OR.60 (N.Ki.10) Normal Yapilmadi
HEK?293 CAG heterozigot kay1ip Normalden farkli bant paterni
SKBR CAG homozigot kayip Normalden farkli bant paterni
MDA-MB231 Normal Normal
N1 Normal Yapilmadi
N2 CAG heterozigot kayip Yapilmadi
N3 Normal Normal
N4 Normal Yapilmadi
N5 Normal Normal
N6 CAG heterozigot kayip Yapilmadi
N7 CAG homozigot kayip Yapilmadi
N8 CAG heterozigot kayip Yapilmad:
N9 Normal Yapilmadi
N10 CAG heterozigot kayip Yapilmadi
N11 CAG heterozigot kayip Yapilmadi
N12 Normal Yapilmadi
N13 CAG heterozigot kayip Yapilmadi
N14 Normal Yapilmadi
N15 CAG heterozigot kay1p Yapilmad:
N16 CAG heterozigot kay1ip Yapilmadi
N17 Normal Yapilmadi
N18 Normal Yapilmadi
N19 Normal Yapilmadi
N20 CAG heterozigot kayip Yapilmad:
N21 CAG heterozigot kayip Yapilmadi
N22 Normal Yapilmadi
N23 CAG heterozigot kayip Yapilmadi
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N24 Normal Yapilmadi
N25 CAG heterozigot kayip Yapilmadi
N26 Normal Yapilmadi
N27 Normal Yapilmadi
N28 Normal Yapilmadi
N29 CAG heterozigot kayip Yapilmadi
N30 CAG heterozigot kay1p Yapilmad:

4.3. sSFRP1 GENININ PROMOTOR BOLGESINDEKI EPIGENETIK

DEGIiSIKLIKLERIN SAPTANMASI

4.3.1. Metilasyon Ozgiil PCR (MS-PCR)

Metilasyon 6zgiil PCR yontemi kullanilarak, 48 adet kronik faz KML hastasinin ve 10
adet normal bireyin kemik iliginde, sSFRP1 geninin promotor bolgesindeki metilasyon durumu
saptand1. Pozitif kontrol olarak, metile oldugunu bildigimiz SKBR, MDA-MB231 hiicre hatti,
negatif kontrol olarak da HEK-293 hiicre hatti kullanildi. sFRP1 promotér bdlgesi
incelendiginde, bir KML hastasinin metile, 41 hastanin ise metile olmayan, 6 hastanin da
hemimetile oldugu goézlendi.10 normal kemik iligi 6rneginin 9’unun metile olmayan ve bir
normal kemik iligi 6rneginin hemimetile oldugu saptanda.

MS-PCR iiriinlerinin %4’liikk Nusieve agaroz jel goriintiileri asagidaki sekillerde

verilmigtir.
2 -
= o =
= . g S
5 % 2 = 3
ﬁ — o\l W [\l er. <t e _ <:f f
= 4 4 4 4 o & ¥ = s
s - C C C C C = z = >
200bg —p wee -
- -— — o — — —— — — —
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Sekil 4.35. Hastalarin ve kontrollerin metilasyon 6zgiil PCR sonras1 %4’liikk Nusieve agaroz

jeldeki goriintiisti. 18 numarali 6rnek metile, 22 numarali 6rnek hemimetile, 5, 2, 3, 4
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numarali 6rnekler metile olmayan. HEK-293 negatif kontrol(metile olmayan), MDA-MB231
pozitif kontrol(metile). (M, metile U,metile olmayan; NKI normal kemik iligi). (Marker;
Mass Ruler DNA Ladder Low Range, Fermentas SM0383tiir.)

Marker 100 be
OR. 22

OR. 18

OR. 19

OR. 13

OR. 15

SKBR
MDA-MB231
HEK 293
Marker 100 b¢

200bg

MUMUMUMUMUMUMUMU

Sekil 4.36. Hastalarin ve kontrollerin metilasyon 6zgiil PCR sonras1 %4’liikk Nusieve agaroz
jeldeki goriintlisti. 18 numarali 6rnek metile, 22, 19, 13, 15 numarali 6rnekler hemimetile.
SKBR, MDA-MB231 pozitif kontrol. HEK-293 negatif kontrol.(Marker; Mass Ruler DNA
Ladder Low Range, Fermentas SM0383tiir.)

OR. 20
OR. 13

OR. 46

OR. 47
MDA-MB 231
HEK 293

Marker 100 b¢

|

200 be
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Sekil 4.37. Hastalarin ve kontrollerin metilasyon 6zgiil PCR sonras1 %4’liikk Nusieve agaroz

jeldeki goriintiisii. 47 ve 13 numarali 6rnek hemimetile, 20 ve 46 numarali 6rnekler metile
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olmayan. HEK-293 negatif kontrol, MDA-MB231 pozitif kontrol.(Marker; Mass Ruler DNA
Ladder Low Range, Fermentas SM0383tiir.)

Marker 100 b¢
Marker 100 b¢

OR. 36
OR. 37
OR. 38
OR. 39
OR. 41
OR. 20
OR.7

200bg

MuMUMUMUMU MU MU

Sekil 4.38. Hastalarin ve kontrollerin metilasyon 6zgiil PCR sonras1 %4’liikk Nusieve agaroz
jeldeki goriintiisii. 36, 37, 38, 39, 41, 20 ve 7 numarali 6rnekler metile olmayan. (Marker;
Mass Ruler DNA Ladder Low Range, Fermentas SM0383tiir.)

Marker 100 b¢

Marker 100 be
OR. 11
OR. 29
OR. 42
OR. 43
OR. 21
OR. 25
OR.27

200bg

MuiMU MUMUMUMU MU

Sekil 4.39. Hastalarin ve kontrollerin metilasyon 6zgiil PCR sonras1 %4’liik Nusieve agaroz
jeldeki goriintiisii. 11, 29, 42, 43 ve 21 numarali 6rnekler metile olmayan, 25 ve 27 numarali

ornekler hemimetile. (Marker; Mass Ruler DNA Ladder Low Range, Fermentas SM0383tiir.)
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sFRP1 geninin promotor bolgesindeki epigenetik degisiklikleri saptamak i¢in KML
hastalari, normal kemik iligi ve hiicre hatlarinda yapilmis olan metilasyon 06zgiill PCR

sonuclar1 Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Metilasyon 6zgiil PCR sonuglari:

HASTA NO: METILASYON DURUMU
OR.1 Metile olmayan
OR.2 Metile olmayan
OR.3 Metile olmayan
OR.4 Metile olmayan
OR.5 Metile olmayan
OR.6 Metile olmayan
OR.7 Metile olmayan
OR.8 Metile olmayan
OR.9 Metile olmayan
OR.10 Metile olmayan
OR.11 Metile olmayan
OR.12 Metile olmayan
OR.13 Hemimetile
OR.14 Metile olmayan
OR.15 Hemimetile
OR.16 Metile olmayan
OR.17 Metile olmayan
OR.18 Metile

OR.19 Hemimetile
OR.20 Metile olmayan
OR.21 Metile olmayan
OR.22 Hemimetile
OR.23 Metile olmayan
OR.24 Metile olmayan
OR.25 Hemimetile
OR.26 Metile olmayan
OR.27 Hemimetile
OR.28 Metile olmayan
OR.29 Metile olmayan
OR.30 Metile olmayan
OR.31 Metile olmayan
OR.33 Metile olmayan
OR.34 Metile olmayan
OR.35 Metile olmayan
OR.36 Metile olmayan
OR.37 Metile olmayan
OR.38 Metile olmayan
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OR.39 Metile olmayan
OR.40 Metile olmayan
OR.41 Metile olmayan
OR.42 Metile olmayan
OR.43 Metile olmayan

OR.44 (N.Ki.1)

Metile olmayan

OR.45 (N.Ki.2)

Metile olmayan

OR.46 (N.Ki.3)

Metile olmayan

OR.47 (N.Ki.4)

Hemimetile

OR.48

Metile olmayan

OR.49 Metile olmayan
OR.51 Metile olmayan
OR.52 Metile olmayan
OR.53 Metile olmayan
OR.54 Metile olmayan

OR.55 (N.Ki.5)

Metile olmayan

OR.56 (N.Ki.6)

Metile olmayan

OR.57 (N.Ki.7)

Metile olmayan

OR.58 (N.Ki.8)

Metile olmayan

OR.59 (N.Ki.9) Metile olmayan
OR.60 (N.Ki.10) Metile olmayan
HEK-293 Metile olmayan
SKBR Metile
MDA-MB231 Metile

K562 Metile

K562 DAC 1yM Hemimetile
K562 DAC 5uM Hemimetile
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4.3.2. Bisiilfit PCR:

MethPrimer” software kullanilarak, bisiilfit primerleri ile sinirlandirdigimiz sFRP1

promotdr bolgesinde 57 adet CpG adast oldugu tespit edildi (Sekil 4.40).

gl
121

121
121

121
241

241
301

301
261

el
471

471

TGETTTTGTITT T TAAGGGGTGTT GAGCCGCGTCTGET TCTAGTALARAC CEAACCCZCTC:
AR LIz = oo+ [+
TEETTTTGTITT T TAA GGG TGTT GAGTCECCTTTGET TTTAGTALAT CCAATTCETTC
CLAGRFAGGCCATTGECTCC CCCECCCETGAC CRACET GETALCCAGT GCCECTCZCCCC
NN AR S S LA RSN AN RS AR R A N L e
CLAGGFAGGCCATTGETTTTCCOGTCGETGAC GRACET GETALCCAGTGEGETTCETTTE
COCGRFAGCTGAT TR TR o GEGECEGETCCCAGRGCTC GEGEC G TAGGAGCCCCGLGE
AR R S S NN I S A NN 5 A N NN L L
CTCGRFAGTTGAT TGET TG G GEGECCET TTCCAGEGTTC GETCGTAGGAGTTTCGCGT
ACTCCAGCCCTGCAGCCTCC CRAGTCAGTGCC GO GCECCCGCCECCCOGoGCCTTCCTIZE
RS = (==t I A O I I - IR I I 6 o o 6 5 s & el o il o o6 o S [ e
ATTTTAGTTTTGTAGTTITC CRAGTTAGTGTCCCGCETTCETCETTTCGCGTTTITTTITGT
TCECCECACCTECGERAGCC GEEFC GLACCCAGCCCGCAGC GCCGCCTCCCCGCCCGEGE
(15 b o6 e e I o o I o 0 I e I O el o5 e BN I o ol f e (R Sl o L e
TCGTCETATTT T CGGGAG T GGG C G TATTTAGTTCGTAGCGTCGTTTTITTCGTTCGEGT
CGCCTCCGACC GLAGGCCEAGGGL CGCCACT GECCCEGGEEACCEGGCAGCAGCTTGE GG
b M S T RN S AR R R RN A R NN L
CETTTTCCATC CTAGGT CRAGGET CETTATTGET CCGGGEEAT CEGETAGTAGTTTGE G5
CCGCGRAGCCGGGCAACGETGERFACTGCGCCTTTTGTCCCCGRAGGTCCC TGRALGTT T
b 5k kI % I O A o I T O O O R U o - O O R
TG CFAGT CoGETAA C CTTGEEFAT TGO CTTTTTTGT TTTCGRAGGT TTT TCEALGTTT
GOGGCAGGA

GCCGETAGGA

Sekil 4.40. “Meth Primer” programi kullanilarak Bisiilfit PCR i¢in dizayn edilen primerlerin

siirladig1 bolgede tespit edilen CpG adalarinin yerlesimi. Bisiilfit primerler koyu gri, CpG

adalar1 acik gri olarak gdsterilmistir.

MS-PCR ile metile ve hemimetile oldugunu saptadigimiz hastalarda metilasyonun hangi

CpG adalarinda yogunlastigini belirlemek amaci ile bistilfit PCR sonrasi 6rnekler DNA dizi

analizi ile degerlendirildi. Bisiilfit PCR f{iriinlerinin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.41°de

verilmistir.
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OR. 15
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OR. 27
K562

OR. 42

Sekil 4.41. Bisiilfit PCR iirtinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisi. PCR iiriinlerinin
uzunlugu 429 bg¢’dir.(Marker; Mass Ruler DNA Ladder Low Range, Fermentas SM0383’tiir.)

Bisiilfit PCR’lar1 yapilan ornekler, “Macrogen (Korea)” firmasina gonderilerek DNA
dizi analizleri yaptirildi. Genomik DNA’daki bisiilfit modifikasyonu sonrasinda, DNA dizi
analizinde metile olan CpG adalar1 CG, metile olmayan CpG adalar1 ise TG seklinde dizileme
sonucu verir. Bu sekilde, metile ve hemimetile hastalardaki promotdr bolgesinin metile ve
metile olmayan CpG adalarinin sayis1 belirlendi.

MS-PCR tarafindan sFRP1 promotdr bolgesinin metile oldugunu saptadigimiz hastanin,
bisiilfit PCR ile elde ettigimiz PCR iirlinlinli sekanslattigimizda, 57 adet metile CpG bolgesi
tespit edildi. 6 hemimetile hastada 15 ile 47 arasinda degisen metile CpG bolgesi saptandi.
Rastgele secilmis olan iki adet metile olmayan hastada ise, 6 ve 15 CpG bdélgesinin metile
oldugu gozlendi. Onceden metile olmadigini saptadigimiz hastalarin bisiilfit sekansi ile
bakildiginda ¢ok diisiik diizeyde metilasyon saptandi. Bu farkliligin nedeni, MS-PCR ile
sinirlandirilan alan digindaki CpG’lerin varligidir. Referans sekans (NCBI Nucleotide
database accession no. NM 003012) ile karsilastirildiginda 13 no’lu 6rnekte {i¢ adet, 27 ve 25
no’lu orneklerde bir adet, 42 no’lu 6rnekte ii¢c adet ve 39 no’lu drnekte iki adet yeni olusan
CpG saptand1. 13, 25 ve 27 numarali 6érneklerde bir adet, 42 no’lu 6rnekte dort adet ve 39
no’lu 6rnekte ii¢ adet kaybolan CpG saptandi.

DNA dizi analizi sonucunda elde edilen CpG bélgeleri ile ilgili metilasyon verileri

Tablo 4.3 ’de verilmistir.

96



Tablo 4.3. Metile, hemimetile

adalarimin metilasyon durumu.

ve rasgele

secilmis iki metile olmayan hastadaki CpG

Hasta no: | Met durumu Metile Metile Yeni Kaybolan
CpG olmayan olusan CpG
sayisi CpG sayist | CpG sayist | sayisi

OR.18 MET 57 - - -

OR.13 H-MET 32 24 3 1

OR.22 H-MET 27 30 - -

OR.19 H-MET Hizmet aldigimiz firma sonug elde edemedi

OR.15 H-MET

OR.27 H-MET 22 34 1 1

OR.25 H-MET 15 41 1 1

OR.42 MET olmayan | 6 47 3 4

OR.39 MET olmayan | 16 38 2 3

4.3.3. K562 hiicrelerine demetile edici ajan DAC verilerek metilasyon diizeyindeki

degisikliklerin saptanmasi:

K562 hiicre hatt1, eritroid blast krizdeki KML hastasindan elde edilen bir hiicre hatt1

oldugu icin bu hiicre hatt1 da, sSFRP1 promotdr metilasyonu yoniinden analiz edildi. Yapilan

analiz sonrasinda K562 nin metile oldugu saptandi. K562 hiicre hatt1 ayn1 zamanda 1 pM ve

5 uM demetile edici ajan DAC ile muamele edildi. Muamele edilmeyen kontrol K562

hiicrelerine kiyasla metilasyon diizeylerinde fark olup olmadig1 saptandi. 1 uM ve 5 uM DAC

ile muamele edildiginde K562 hiicrelerinin, hemimetile duruma gectigi gozlendi (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. 1uM ve 5uM DAC ile muamele edilen ve kontrol K562 hiicrelerinin metilasyon
0zgil PCR sonrast %4’liik Nusieve agaroz jeldeki goriintlisii. Muamele edilmeyen K562
metile, 1uM ve SuM DAC ile muamele edilen K562’ler hemimetile. (Marker; Mass Ruler
DNA Ladder Low Range, Fermentas SM0383tiir.)

Bisiilfit sekanslama sonucu, K562 hiicre hattinda 57 CpG bdlgesinin 53 tanesinin
metile oldugu, 1uM DAC ile muamele edilen K562 hiicrelerinde 47 CpG, 5SuM DAC ile
muamele edilen K562 hiicrelerinde ise 35 CpG ‘nin metile oldugu goézlendi. Tablo 4.4.’de

1’den 57’ye kadar her CpG ‘nin metilasyon durumu verilmistir.

(T3]

Tablo 4.4. 57 adet CpG ‘nin metilasyon durumu.( isareti kaybolan CpG adalarini,”“M “

metile,”U” metile olmayan oldugunu gostermektedir.)

MET MET H-MET HMET | MET H-MET H-MET H-MET H-MET UNMET UNMET

CpG | Kontrol | K562 | K562 K562 | OR.18 | OR.13 | OR.27 | OR22 | OR.25 | OR39 | OR42
1 pM |5 pM
DAC DAC

1 M U - - M - M M - U U

2 M M - U M M - U M U U

3 M M M - M M M U M U U

4 M M M - M M U U M M -

5 M M M - M M M U M U U

6 M M M M M M U U U M U

7 M M M - M U U M M M U

8 M U U - M M U U U U U




10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

33
34

35

36
37

38
39
40
41

42

43

44
45

46

47

48
49

50
51

52
53

54
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55 M M U M U U U U U
56 M M M M M U U U U M U
57 M - M U M M M - U
yeni |- 1 - 1 - 3 1 - 1 2 3
CpG

4.4.GEN IFADESININ ANALIZi:

Normal ve hasta kemik iligi O6rnekleri ve K562 hiicre hatlarinin RNA’larindan ters
transkriptaz ile sentezlenen cDNA oOrnekleri gen ifadesinin analizi i¢in kalip olarak kullanildi.
Normal kemik iligi hiicrelerinde sFRP1 geninin mRNA ekspresyon diizeyini saptamak icin
yapilan reaksiyonlarda, B-aktin geni i¢ kontrol ve referans gen olarak kullanildi. Tiim 6rnekler
biiyiikliik ve 6zgiil olmayan amplifikasyonlar agisindan kontrol ig¢in %2’lik agaroz jelde
yuritildi (Sekil 4.43). Goreceli kantifikasyonun analiz agsamasinda “Light Cycler Software

version 4.0.0.23” kullanild1 ve kalibrator olarak normal kemik iligi kullanildi.

: : :
= = =
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Sekil 4.43. Gen ifadesinin analizi i¢in yapilan PCR f{irlinlerinin %2’lik agaroz jeldeki

goruntusu.

Normal kemik iliginde eksprese olan sFRP1 geninin, KML hastalarindaki
ekspresyonlar1 incelendi. Metile olmayan, hemimetile ve metile olan hastalarda goreceli
ekspresyon diizeyi normal kemik iligi ile kiyaslandi. Hem normal kontrollerde hemde metile
olmayan hastalarda ekspresyon diizeyleri arasinda ¢ok 6nemli bir farklilik saptanmadi. Metile
olmayan hastalar ve normal kontroller ile kiyaslandiginda, hemimetile hastalarda ekspresyon
diizeyinde 10 kat azalma oldugu gozlendi ve metile olan hastada sFRP1 ekspresyon diizeyi

yok denecek kadar diisiiktii (Sekil 4.44 ).
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Sekil 4.44. Normal kontroller ile kiyaslandiginda metile, hemimetile ve metile olmayan
hastalardaki sFRP1 ekspresyonun diizeyleri. Normal kemik iliginde gergeklestirilen relatif
kantifikasyon reaksiyonundan sonra mRNA ekspresyonunun “arbitrary degeri (1)” olarak

saptandi.

K562’de RT-PCR sonucunda mRNA ekspresyon diizeyinin ¢ok diisiik oldugu gozlendi.
Promotér metilasyonunun, sFRP1’in ekspresyonunun baskilanmasina neden olup olmadigin
belirlemek i¢in demetilasyon ajan1 kullanarak, K562 hiicrelerinde sFRP1 ekspresyonuna
bakildi. IuM ve 5uM DAC ile muamele edilen ve muamele edilmeyen kontrol K562
hiicrelerinden elde edilen total RNA kullanarak, semikantitatif RT-PCR yapildi. Goreli
kantitasyon i¢in B-aktin geni i¢ kontrol olarak ve referans gen olarak kullanildi. DAC ile
muamele edilmis K562 hiicrelerinde ekspresyonun doz bagimli artis1 gozlenirken, kontrolde
cok diisiik diizeyde sFRP1 ekspresyonunun saptanmasi, promotér metilasyonunun genin

diizenlenmesinin bozulmasinda etkin oldugunu gosterdi (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. Kontrol (muamele edilmeyen K562) ve 1uM ve 5 uM DAC ile muamele edilmis
K562 hiicreleri. Muamele edilmemis K562 hiicrelerinde gerceklestirilen relatif kantifikasyon

reaksiyonundan sonra mRNA ekspresyonunun “arbitrary degeri (1)” olarak alindi.

4.5. PHILADELPHIA KROMOZOMU VE HASTALIK PROGRESYONU iLE SFRP1
METILASYONUNUN iLiSKiSi

Yapilan epigenetik analizler sonucunda kronik faz KML’de, sFRP1 promotor
metilasyonunun yogun olmadigi saptandi. Ancak sFRP1 promotér bolgesinin metilasyon
durumu ve sitogenetik remisyonu arasinda dikkat ¢ekici bir iligki oldugu gézlemlendi. sFRP1
promotor bdlgesi icin metile olmadigi saptanan 41 hastanin bir yillik imatinib tedavisinden
sonra tam veya major sitogenetik remisyon kazanmis olduklar1 belirlendi. 6 hemimetile
hastanin 5’inde (%83) ayni zaman siirecinde (%50 -%100 Ph +) kismi remisyon gézlendi
veya hi¢ remisyon gozlenmedi. Bir metile hastada, 6nemli derecede ekspresyon azalisi ve
ikinci Ph kromozomunu iceren ek anormaliler ile birlikte sitogenetik progresyon gozlendi.
Sadece bir hasta AML fenotipi ile blast krize ilerlemektedir (Tablo 4.5). Boylece sFRP1
metilasyonu, her ne kadar nadir olsa da, tedaviye sitogenetik direng ve hastalik progresyonu

ile iliskilidir.
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Tablo 4.5. sFRP1 promotoriinde metile hastalarin sitogenetik verileri (Veriler Kemik iligi

sitogenetik analiz sorumlusunun izni ile kullanilmistir):

Metilasyon | Diagnosis esnasinda | 1 y1l takipten sonra hastalarin kemik
Durumu hastalarin kemik iligi | iligi sitogenetik sonucu
sitogenetik sonucu

Hemimetile | 46,XX,t(9;22)(q34;q11)[7] 46,XX[25]/ 46,XX,t(9;22)(q34;q11)[ 1]

Hemimetile | 46,XY,t(9;22)(q34;q11)[15] 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[22]

Hemimetile | 46,XX,t(9;22)(q34;q11)[50] 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[20]

Hemimetile | 46,XX,t(9;22)(q34;q11)[10] 46,XX[16]/ 46,XX,t(9;22)(q34:;q11)[9]

Hemimetile | 46,XX,t(9;22)(q34;q11)[25] 46,XX [11]/46,XX, 1(9;22)(q34;q11)[6]

Hemimetile | 46,XY,t(9;22)(q34;q11)[15] 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[20]

Metile 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[10] 46,XX,1(9;22)(q34;q11),+13,
+der(22)t(9;22)(q34;q11),+mar[8]/
46,XX,t(9;22)(q34;q11)[2]
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5. TARTISMA

Wnt sinyal iletimi, bir¢ok dokuda hiicre kaderinin belirlenmesi, yasami, ¢ogalmasi ve
hareketliliginde onemli rolleri bulunan bir sinyal iletim yolagi olarak bilinmektedir(42).
Yapilan calismalar ile Wnt sinyal iletiminin, sadece gelisimi degil ayni zamanda eriskin
homeostazisini de kontrol ettigi gosterilmistir.

Wnt sinyal iletimi, canonical ve noncanonical olmak iizere ikiye ayrilir. Canonical
yolak, B-katenin yikiliminin engellenmesinden sorumludur. Wnt-Frizzled reseptor birlesimi,
B-katenin’in stabilizasyonu ve niikleusa gecisi ile sonuglanir. Niikleusta -katenin’in birikimi,
c-myc ve cyclin D1 gibi hedef genlerin transkripsiyonlarina neden olmaktadir(95).

Wnt sinyal iletiminde meydana gelen bozukluklar, basta kanser olmak {izere pek c¢ok
hastalikla iliskilidir (42). Solid tiimor ve l6semi gelisiminin, B-katenin stabilizasyonu ile
iligkili oldugunu gdsteren ¢ok sayida veri bulunmaktadir. Loseminin dogasi solid tlimorlerden
farklidir. Eriskin organizmanin hematopoetik sistemi, hematopoetik kok hiicrelerin (HKH)
kiiciik populasyonlarindan farklilasarak yenilenen ve genelde kisa yasam siiresine sahip
hiicrelerden olusur. Pek cok Idsemi, onkogenik filizyon iiriinleri ile sonuglanan 06zgiil
kromozomal translokasyonlarla iliskilidir. Giderek artan veriler, Wnt sinyal iletiminin normal
hematopoetik sistem hiicrelerinin kendi kendini yenileme o0zelliklerinde 6nemli bir rolii
bulundugunu gostermektedir. Hematopoetik kok hiicre ve oOnciillerinde bu sinyal iletim
yolagindaki bozukluklarin, 16semiye neden olabilecegi belirtilmistir (95,73).

Ozellikle son zamanlarda hatali Wnt sinyal iletiminin, hem lenfoid hemde miyeloid
l6semilerde etkili oldugunu gosteren yayinlar bulunmaktadir. Losemiler akut ve kronik olmak
tizere smiflandirilabilirler. Loseminin  bu her iki tipinde de gelisen hiicrelerin
diizenlenmesinde Wnt sinyal iletiminin etkili oldugu gézlenmistir (96).

Kronik miyeloid 16semi, pluripotent kok hiicrelerin neoplastik transformasyonundan
kaynaklanan klonal miyeloproliferatif bir hastaliktir. Klinik olarak graniilositlerin asir1 iretimi
ile karakterizedir. Kronik faz ile baslayan, miyeloproliferatif ve terminal blast krize ilerleyen
lic fazdan olugmaktadir. Philedealphia kromozomu der(22)t(9;22)(q34;q11), KML’ nin
belirleyicisidir. Bu translokasyon, kromozom 9’un uzun kolundaki ABL protoonkogeninin,
22. kromozomdaki BCR genine fiizyonu ile sonuglanir. Kimerik BCR-ABL geni KML’deki
baslica genetik bozukluktur. Fakat diger ek mutasyonlarin ve/veya epigenetik

modifikasyonlarin birikimi hastaligin progresyonunun blast krize ilerleyisi icin gereklidir

(59).
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Kontrolsiizlesmis Wnt sinyal iletiminin, hematolojik malignansilerdeki rolii ilk olarak
KML’de tanimlanmistir (69). B-katenin’in birikimi ve KML’de canonical yolagin aktivasyonu
ile ilgili ¢alismalar, hastaligin patogenezinde bu yolagin bozulmasinin 6nemli bir rolii
oldugunu diistindiirmektedir (42,55,69). B-katenin’in niikleer birikimi, HKH’lerde sinirhdir.
Blastik krizde olan veya tedaviye direng gosteren KML hastalarindan elde edilen graniilosit
makrofaj onciilleri de, ilging bir sekilde normalde bdyle bir kapasiteleri olmamalarina ragmen,
kendi kendini yenileme 6zelligine sahiptirler (42,73). Ek olarak, invitro ¢aligmalarda Axin’in
asir1  ekspresyonu tarafindan B-katenin’in baskilanmasi, 16semi hiicrelerinin “replate”
kapasitelerini diigiiriir. Bu da kronik miyeloid 16semi 6nciillerinin, gelisim ve kendi kendini
yenileyebilme o6zellikleri acisindan Wnt sinyal iletimi ile baglantili oldugunu ortaya
koymaktadir (96).

Hastaligin progresyonuyla, graniilosit makrofaj oOnciilleri f-katenin yolaginin
aktivasyonu sonucu, kendi kendini yenileme 6zelligi kazanir. Sonug olarak farkli biyolojik
Ozelliklere sahip iki Ph (+) 16semik kok hiicre havuzu olusur (31).

Bunlara ek olarak normal BCR proteininin, Wnt sinyal iletiminin negatif diizenleyicisi
olarak islev gosterdigi rapor edilmistir (31). Ayrica BCR-ABL onkogeninin, f-katenin’i
spesifik tirozin rezidiilerinden fosforilleyerek stabilize ettigi ve normal proteine gore ters
aktivite gosterdigi saptanmistir (71). Tiim bu veriler hastalik patogenezinde Wnt sinyal ileti
bozukluklarinin 6nemli bir yer tuttugunu gostermektedir.

sFRP ailesi, Wnt sinyal iletiminin negatif diizenleyicileri olarak tanimlanmislardir.
sFRP’ler yapisal olarak Frizzled ile benzerlik gostermektedirler. Frizzled proteinindeki CRD
domainine benzer domainleri aracilig1 ile Wnt proteinlerine baglanarak, ligant bagimli Wnt
sinyal iletimini engelledikleri bilinmektedir (96,97).

sFRP’ler gibi Wnt sinyal iletiminin antagonistlerinin baskilanmasi, Wnt sinyal
iletiminin  stirekli aktivasyonuna neden olmaktadir. Wnt sinyal iletiminin stirekli
aktivasyonunun kanser siirecinde ¢ok onemli rolleri oldugu bilindigine gore, belki de sFRP
genlerinin sessizlesmesi bu aktivasyona ve dolayisiyla kanser gelisimine neden olan etkili bir
mekanizma olabilir. sFRP ailesinden sFRP1 geninin, epigenetik sessizlesmesi araciligi ile
canonical Wnt sinyal iletiminin siirekli aktivasyonuna neden oldugu bircok yayinda
gosterilmistir. Bircok kanser ve losemide, 6zellikle tiimor baskilayici genlerin promotor

bolgesindeki metilasyon, gen sessizlesmesi i¢in bilinen bir mekanizmadir. sFRP genlerinin
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ekspresyonlarinin baskilanmasiin agiklanmasinda bu mekanizmaninda rol oynayabilecegi
ileri siirtilmiistiir (74,98).

Calismamizda, kronik miyeloid I6semi hastalarinda sFRP1 geninin promotor
bolgesinde, genin transkripsiyonel sessizlesmesine neden olabilecek olast genetik ve
epigenetik degisikliklerin var olup olmadigi arastirildi. sFRP1 geninde olasi genetik
degisikliklerin saptanmasina yonelik literatiirde yaymnlanmis ¢ok az calisma bulunmaktadir.
Bu caligmalar; 2004 yilinda Germaine M.Caldwell ve arkadaslar1 tarafindan kolorektal
kanserde ve Maria Garcia-Hoyos ve arkadaglar1 tarafindan retinal distrofi’de yapilmustir.
Caldwell ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada, sFRP1 geninde iki ayr1 noktada tek baz igeren
delesyon (26delG ve 67delG) ve stop kodonda da bir baz degisikligi (G450A) oldugunu
saptamiglardir. Delesyonlarin 1.ekzonda yerlesim gosterdigini ve bunun CRD domaini
icerisinde olusmasi nedeniyle, Wnt aktivasyonunda etkili olabilecegini ileri siirmiislerdir.
Ikinci ve iiglincii ekzonda ise herhangi mutasyona rastlamamuslardir. Yine ayni calismada
1.ekzonda sFRP1 allelinde niikleotid 37°den sonra protein dizisinde ekstra alanin’in varligina
neden olan {i¢ bazlik bir eklenme bulmuslardir. 153 bireyde bu eklenmenin varligini
arastirmiglardir; 51 kolorektal kanser hastasinin 18’inin (%35), 102 kolorektal kanseri
olmayan bireyin 32’sinin (%31) polimorfizm olarak tanimladiklari bu degisikligi tasidigini
ileri siirmiiglerdir (14).

Hoyos ve arkadaglarinin ¢aligmasinda ise, kalic1 iki genetik degisiklik saptanmis ve iki
farkli SNP (Single nucleotide polymorphism) (c.1352G>A ve IVS2+60 C>T) ile karakterize
edilmigtir. Bunlarin her ikisinin de genin kodlanmayan bolgesinde lokalize oldugunu
belirtmislerdir. Birincisinin ikinci intronda, ikincisinin ise ii¢lincii ekzonun kodlanmayan
bolgesinde yer aldig1 gosterilmistir. sSFRP1 proteininin ilk alfa heliksinde bulunan ve birinci
ekzonda ardisik iki kodondaki (13 ve 14) iki alanini etkileyen 6nemli bir delesyon
(357delAGC) bulundugunu saptamiglardir. Toplam 325 bireyde yapilan g¢alismada bu
degisikligin normal populasyonun %30’unda, retinal distrofi hastalarinin ise % 33’linde
saptandig belirtilmistir. Fakat delesyondan sonra olusan yeni kodonunda alanin aminoasidini
kodladig1, bu nedenle yapisal veya fonksiyonel degisiklik olusturmadigi one siiriilmiistiir.
Yapilan ¢aligmalar, bu ii¢ degisikligin patojenik etkisinin olmadigini ve herhangi bir 6nemli

fonksiyona sahip olmadiklarini géstermistir (37).
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Projemizde; KML hastalarinda sFRP1 promotér bolgesinde trankripsiyonu
etkileyebilecek olan herhangi bir mutasyonun varligini saptamak amaci ile iki yonlii genomik
DNA dizi analizi yaptirildi. 48 KML hastasinda herhangi bir mutasyona rastlanilmadi. Ancak
48 hastanin 24’iinde, daha 6nceki mutasyon ¢alismalarinda belirtilen polimorfizm gozlendi.
Bu ¢ niikleotidlik delesyon agisindan ii¢ hastanin homozigot oldugu, digerlerinin ise
heterozigot oldugu saptandi. Calisma grubumuzun %50’sinin bu tii¢lii niikleotid delesyonunu
tagidig1 gozlendi. Yapilan iki yonlii dizi analizi sonucunda bu degisikligin, -transkripsiyonun
baslama bolgesi 1 kabul edildiginde- 38, 39, 40. niikleotidlerde (CAG) gerceve delesyonuna
neden oldugu gozlendi. Bu ii¢ niikleotidlik delesyon, ardarda gelen alanin rezidiilerini
kodlayan, kodon 13 ve 14’ii etkilemektedir. Delesyon sonrasinda olusan kodon, yine alanin
aminoasidini kodlamaktadir. KML hastalarindan ve normal bireylerden elde ettigimiz DNA
dizi analizi sonuglari, Germaine M.Caldwell ve Maria Garcia-Hoyos’un sonuglarindan
mutasyonlarin yerlesimi ve normal, hasta populasyonlarinda gozlenme oranlari agisindan
farklilik gostermektedir. Mutasyon yerlesimindeki farkliligin, diger gruplarin tek yonlii DNA
dizi analizi yaptirmalarindan kaynaklandigimi diisiinmekteyiz. Bunun nedeni; tek yonlii dizi
analizi sonrasinda elde edilen verilerin diger iki gruptakine benzer olmasidir. Ancak iki yonlii
DNA dizi analizi ile net bir bicimde mutasyonlarin yerlesimi belirlenmektedir. Bizim
verilerimiz ile daha onceden belirtilen veriler arasinda farkliliklar olmasina ragmen, bu
polimorfizmin farkli populasyonlarda yiiksek siklikta korundugu her ii¢ calismada da
gosterilmistir.

sFRP1 geninin promotdr bolgesinin hipermetilasyonu ve paralelinde gen ekspresyonu
azalismin, farkli I6semi tipleri ile iliskili oldugu belirtilmistir. Wnt sinyal iletimi
bozuklugunun Akut miyeloid 16semi, akut lenfositik 16semi, kronik lenfositik 16semi ve
kronik miyeloid 16semide gozlendigi belirtilmistir (74,76). Ancak su ana kadar KML’de
sFRP1 geninin hipermetilasyonu iizerine yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu nedenle KML hastalarinda, sFRP1’in promotor bolgesi hipermetilasyonu araciliiyla
sessizleserek siirekli Wnt sinyal iletiminin aktivasyonuna neden olmasinin, hastaligin
patogenezinde etkili olabilecegi diislintildii. Bu amagla; 48 kronik faz KML hastasinda ve 10
normal bireye ait kemik iliginde, MS-PCR ile sFRP1 promotdr bolgesinin metilasyon durumu
arastirilmistir. Sadece bir hastada, sFRP1 promotor bolgesinin metile oldugu, 6 hastanin
hemimetile oldugu ve 41 hastanin ise metile olmadig1 saptandi. Elde edilen sonuglara gore

kronik faz KML hastalarinda sFRP1 promotdér metilasyonunun sik olmadigi gozlendi.10
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normal kemik iligi 6rneginin sadece bir tanesinin hemimetile oldugu, dokuzunun metile
olmadigr saptandi. Normal kemik iliginde go6zledigimiz hemimetilasyonun, bistilfit
modifikasyonundan kaynakli bir kalinti(artifak) olabilecegi veya dondre 0Ozgiil tahmin
edilemeyen sebeplerle (viral enfeksiyon, hormonel durum, ilag, diet vs.) olusmus olabilecegi
distiniilmektedir.

Metile, hemimetile ve rasgele secilen iki metile olmayan hastanin MS-PCR sonuglarini
kontrol etmek amaci ile bisiilfit PCR iirlinline dizi analizleri yaptirilmistir. Bisiilfit PCR i¢in
kullandigimiz PCR primerlerimizin kapsadigi bolgede, 57 adet CpG bdlgesinin var oldugu
gozlenmistir. MS-PCR ile metile oldugunu saptadigimiz hastada bisiilfit dizi analizi
sonucunda, 57 CpG bdélgesininde metile oldugu gozlenmistir. Altt hemimetile hastada, metile
olan 15 ile 47 arasinda degisen CpG bélgeleri saptanmugtir. iki metile olmayan hastanin ise 6
vel5 adet metile CpG bélgesi igerdikleri gdzlenmistir. Onceden metile olmadigi saptanan bu
iki hastada ¢ok diisiik diizeyde de olsa metile CpG bolgeleri saptanmasi, MS-PCR igin
kullanilan primerlerin simirlandirdigr alan disinda kalan boélgedeki CpG’leri igermesinden
kaynaklanmaktadir. MS-PCR i¢in kullanilan primerlerin sinirladigr bolgede, 12 adet CpG
bolgesi bulunmaktadir. Bisiilfit dizi analizi sonucunda Onceden metile olmadigim
saptadigimiz iki hastanin birinde 12 CpG’inin 1’inin, diger hastada ise 2’sinin metile oldugu
gozlenmistir. Bu iki hastada gozlenen diger metile CpG ‘ler bu alanin disinda bulunan CpG
bolgeleridir. Bununla birlikte, sSFRP1 promotdr bolgesinde referans dizisi ile kiyaslandiginda
yeni olusan ve kaybolan CpG bdlgelerinin oldugu saptanmistir. Bu CpG sayilarinda ve
yerlesimlerinde uyumsuzluk olmasi, diisiik diizeydeki metilasyonlar1 degerlendirirken bisiilfit
muamelesinden kaynaklandigim1  diisiindiigimiiz kalintilarin unutulmamasi gerektiginin
gostergesidir.

Hastalarda sFRP1’in ekspresyon diizeylerini inceledigimizde, hemimetile hastalarda
normal bireylere gore on kata kadar azalma oldugu ve metile olan hastada ise sFRP1geninin
ekspresyonunun olmadigr saptanmistir. Bu verilere dayanarak, metilasyona bagli sFRP1
promotor sessizlesmesinin kronik faz KML’de belirli bir fenomen olmadigi sonucuna
varilmustir.

Ancak hastalardaki sFRP1 promotor bolgesinin metilasyon durumu sitogenetik
remisyon ile kiyaslandiginda ilgi ¢ekici bir gdzlem ortaya ¢ikmistir. sSFRP1 bolgesi i¢in metile
olmadigimi bildigimiz 41 hastada, imatinib tedavisinden bir yil sonra tam veya major

sitogenetik remisyon kazanildigr gozlenmistir. Alti hemimetile hastanin bes tanesi (%83)
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sadece parsiyel sitogenetik yanit verirken veya hi¢ yanit vermezken, metile olan hastanin ek
kromozomal anomaliler ile sitogenetik ilerleme gosterdigi ve blastik krize yoneldigi
gbzlenmistir. Bu sonuglara dayanarak, sFRP1 geninin promotdér metilasyonu veya
hemimetilasyonunun, biyolojik olarak stabil olmayan alt gruplarin indikatorii olabilecegi
diistiniilmiistiir. Diger mutasyonlarla birlikte, metile olarak saptadigimiz hastada, epigenetik
degisikliklerin hiicrelere proliferatif avantaj saglayarak hiicrelerin klonal seleksiyonuna neden
oldugu ve hiicrelerin tedaviye direng gosterme yetenegi kazandirdigini diisiinmekteyiz.

Blastik krizdeki KML hastasindan elde edilen K562 hiicre hatt1 ¢ok sayida kompleks
sitogenetik anormaliye sahiptir. Eger sFRP1 promotoér metilasyonu, hastaligin biyolojik
olarak daha ileri forma ilerlemesinde goze ¢arpan bir faktor ise, bu hiicre hattinda da sFRP1
promotdr metilasyonunun gozlenmesi gerektigi dislinilmiistiir. Yapilan bisilfit dizi
analizinde K562 hiicrelerinde 57 CpG bolgesinin 53’tiniin metile oldugu ve RT-PCR
analizinde mRNA ekspresyonlarinin ¢ok diisiik oldugu goézlenmistir. Eger promotor
metilasyonu, sFRP1 ekspresyonunun baskilanmasina neden oluyor ise, bu hiicreler demetile
edici bir ajan [5-aza deoxycitidine (DAC)] ile muamele edildiklerinde ekspresyon
diizeylerinde degisiklik olmasi gerekmektedir. Bu amacla K562 hiicrelerini, 1uM ve 5 uM
DAC ile muamele ederek metilasyon ve ekspresyon diizeylerine bakilmistir. DAC ile
muamele edilmis K562 hiicrelerinde ekspresyonda doza bagiml artis gozlenirken, DAC ile
muamele edilmemis K562 hiicrelerinde ¢ok diislik diizeyde ekspresyon oldugu gozlenmistir.
Normalde K562 hiicreleri metile iken, DAC ile muamele edilmis K562 hiicrelerinde
metilasyonun azaldig1 gozlenmistir. Yapilan bisiilfit dizi analizinde, 1uM DAC’da metile olan
CpG sayis1 47 iken ve 5 uM DAC’ la muamele edilen K562 hiicrelerinde 35 CpG bolgesinin
metile oldugu gézlenmistir.

Verilerimize gore; KML hastalarinda, canonical Wnt sinyal iletiminin aktivasyonu i¢in
epigenetik degisikliklerin olast bir mekanizma saglayabilecegi diisliniilebilir. sFRP1
normalde, graniilosit makrofaj dnciillerinde B-katenin ekspresyonunun baskilanmasinda temel
role sahiptir. sSFRP1’in HKH’lerde ve onciillerin farklilagmalarindaki roliinii kanitlamak igin
ileri aragtirmalara gereksinim bulunmaktadir.

Calismamiz sonunda elde ettigimiz verilerle, tedaviye direng¢ gosteren KML
hastalarinda, blastik krize ilerleyisin belki de sSFRP1 geninde gozlenen promotdr metilasyonu

tarafindan agiklanabilecegini diislinmekteyiz. Hastaligin ilerleyen fazlarinda, yeni ajanlar ve
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stratejilerin dizayninda potansiyel bir yanit olusturabilen bu biyolojik farkliligi dogrulamak

i¢in, daha fazla hasta grubunda ¢alismaya ihtiyacimiz bulunmaktadir.
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