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ONSOZ

Bu tez ¢alismasinda, AML’de siklikla metile oldugu bildirilen p15, ER ve
anormal ekspresyonu goriilen BCI-2 ve CDX2 genlerinin steroid tedavisi oncesi ve
sonrasi metilasyonuna bakilarak, metilprednizolonun etkisini, epigenetik yolaktan
gosterip gostermedigini arastirmaktir. Bu ¢alismada, akut myeloid 16semi hiicre serisi
HL-60, hiicre hattina metilprednizolon uygulanarak 5x107 etken doz saptandi ve 24.
ve 48.saatlerdeki apoptotik ve farklilasma etkisine bakildi. Ayrica, metilprednizolon
uygulanmasini takiben hiicrelerde akim sitometri analiziyle HL-60 hiicrelerine 6zgi
ve olgun myeloid hiicre yiizey belirteglerinin analizi ve apoptozis tayini Annexin V
ile yapildi. Yiiksek ve etken doz olan 5x10%iin hiicreleri farklilasmaya gotiirdiigii
ancak bunu epigenetik yolak mekanizmalarindan biri olan DNA metilasyonu
lizerinden yapmadig1 saptandi. 6 yeni tant AML hastasinin tedavi 6ncesi ve sonrasi
kemik iligi Orneklerinden yapilan analizler sonucu da ilacin etkisini DNA

metilasyonu tizerinden gdstermedigini dogruladi.

Bana tez calismami yapma firsati tamiyan ve bu siiregte bilgisiyle,
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1.GIRIS

1.1. Akut Myeloid Losemi

Akut myeloid 16semi (AML), hematopoez siirecinde farklilagmanin durmasiyla
karakterize olan bir hematopoetik kok hiicre bozuklugu olup, blast hiicre
populasyonunun ¢ogalmasiyla sonuglanan bir hastaliktir. Hematopoetik hiicrelerdeki
bu malign degisim, hematopoetik hiicrelerde fonksiyon kaybina neden olur ve tedavi
edilmezse klinik seyrine bagli olarak haftalar ve aylar iginde Oliimle sonuglanir
(Shipley ve ark.,2009).

AML, yetiskinlerde en yaygin goriilen 16semi tipi olmasinin yanisira hayatta kalim
oraninin en diisiik olan l6semi tipidir. Geng yas grubundaki AML hastalarinda bu oran
onemli derecede azalirken, yasli hastalarda prognoz oldukca koétii seyretmektedir.
Amerikan Kanser Orgiitii, yilda 31.500 bireyin Idsemi tams1 aldigimi ve yaklagik
21.500 bireyin bu hastaliktan dolay1 6ldiigiinii rapor etmistir. Tiim kanser tipleri
arasinda akut 16semilerin goriilme siklig1 %3’ten az olmasina ragmen, bu hastalik
cocuklarda ve yasi 39’dan kiigiik olan bireylerde, kansere bagli 6liimlerin sebebini
olusturmaktadir. AML, batil1 {ilkelerde 16semilerin yaklasik %25’ini olusturmakta ve
bu yiizden en sik rastlanan l6semi tipi olmaktadir. Diinyada ise AML en ¢ok Amerika,

Avustralya ve Bat1 Avrupa ‘da goriilmektedir (Deschler ve Liibbert,2006).

Standart indiiksiyon tedavisi géren AML hastalarinda %50-%85 oraninda remisyon
goriilmektedir. Bununla birlikte hastalarin biiylik ¢cogunlugunda remisyonda olduklari
2 yil i¢inde hastalik niiksekmekte ve buna baglh olarak da morbidite goriilmektedir.
Remisyon orani ve tiimden sagkalim hastanin yasi, sitogenetigi, malign 16semik
klonlardaki diger molekiiler degisimler, daha 6nceden ge¢irdigi kemik iligi hastaliklari
(myelodisplastik sendrom (MDS) veya bir myeloproliferatif hastalik gibi) ve es
zamanl hastaliklar da dahil olmak tizere bir¢ok faktorden etkilenmektedir (Shipley ve

ark.,2009).



AML, tek bir anomaliyle olusan bir hastalik olmayip, bir¢ok malignite tasiyan
hematopoetik Onciil hiicrelerin sayisindaki anormal artis sonucu meydana gelir. Bu
durum da kemik iliginde normal hematopoezin karakteristigi olan farklilasma ve
kendini yenileme arasindaki hassas dengenin bozulmasina neden olur.
Translokasyonlar gibi anormal genetik degisimlerin transkripsiyonu diizenleyen
faktorlerin fonksiyonunu degistirmesi, AML’nin bir nedeni olarak goriilmektedir ve
hem genetik hem de epigenetik seviyede gen programlamasini bozdugu bilinmektedir
(Altucci ve ark.,2006).

AML, French-American-British (FAB) smiflandirmasinda blast morfolojileri,
immiinofenotipleri, sitogenetikleri ve klinik 0Ozelliklerine gore alt gruplara
ayrilmaktadir. Diinya Saglk Orgiitii (WHO) siniflandirmasi ise, bu parametrelere,
biyolojik olarak homojen olan ve prognostik ve terapdtik acidan iligkili olan bir takim
ozellikleri tanimlamak amaciyla AML’nin genetik ve klinik 6zelliklerini eklemistir
(Cizelge-1.1).

En cok c¢alisilan AML alt tipi akut promyleositik 16semi (APL; FAB M3) olup, bu
hastalarin %90’1ndan fazlas1 t(15;17) translokasyonunu ve bunun sonucu olugan PML-
RARa fiizyon proteinini tasir (Altucci,2005). t(15;17)(q21;q21), AML M3’e spesifik
bir kromozomal anomali olup, baska bir malign hastalikta goriilmemektedir ve tim
AML M3 vakalarinda meydana geldigi diislinlilmektedir. AML M3’iin all-trans
retinoik asid (ATRA) ile tedavisi, promyelositleri farklilasmaya indiikkleme ve
cogalmalar1 yerine Olmelerini saglama temeline dayanmaktadir. Bir baska anomali
trizomi 8§, AML’de en sik goriilen sayisal anomali olup, herhangi bir FAB alt
grubuyla iliskilendirilmese de M1, M4, M5’te sik¢a goriilmektedir. Kromozom 5 ve
7’deki tiimden veya kismi delesyonlar o6zellikle ikincil veya terapi iliskili
myelodisplazi ve AML ile iligskilidir. Diger bir translokasyon olan t(8;21)
translokasyonu ilk 1973’te tanimlanmistir. t(8;21) goriilen hastalarin %90’1inda M2
goriilmekteyken, M2 hastalarinin  %40°1 t(8;21) translokasyonu tagimaktadir.
Translokasyon molekiiler seviyede 8. kromozomdaki eto ve 21. kromozomdaki AML1
genlerini kapsamaktadir. Bu genlerin fiizyonu yeni bir kimerik protein olusumuyla
sonuclanmaktadir (Stevens, 1996). Inv(16), M4’te karakteristik olarak goriilen bir
anomali olup, bu karyotipi tasiyan hastalarin %90’1ndan fazlas1 bu morfolojik alt tipte

siniflandirilmaktadir (Stevens 1996).



Cizelge 1.1. FAB ve WHO Siniflandirmasi (Beksag, 1997; Altucci ve ark.,2005)

French-American-British(FAB WHO
AML Smuiflandirilmasi
MO Minimal Farklilasma Tekrarlayan genetik anomalili AML
M1 Olgunlagmamis Myeloblastik Losemi | Multilinear Displazili AML
M2 Olgunlagma Gosteren Losemi
M3 Akut Promyelositer Losemi gmbiﬁig{ﬁ?gﬁﬁlaﬂik sendrom;
M4 Akut Myelomonositer Losemi
M5 Akut Monositoid Losemi Ayrica kategorize edilmemis
M6 Akut Eritro Losemi Kokeni belli olmayan akut l6semiler
M7 Akut Megakaryoblastik Losemi

AML’nin prognozu ve genetigi birbiriyle yakindan ilgilidir (Shipley ve ark.,2009).
AML’de goriilen sitogenetik anomaliler sayisal veya yapisal olabilir ve tek basina
veya birka¢ anomali beraber meydana gelir (Stevens, 1996). Sitogenetige dayali risk
siiflandirmasinda hastalar, iyi, orta ve kotii sitogenetik olmak lizere {i¢ ana gruba
ayrilir (Cizelge 1.2). Her grupta spesifik kromozomal anomaliler gériilmesine ragmen
ve bu durum tiim g¢aligmalarda tutarli olmadigi halde bu siniflandirmada genel bir

konsensus vardir (Shipley ve ark.,2009).

Cizelge 1.2. Sitogenetige Dayal1 Risk Siniflandirmasi (Foran, 2010)

Risk Grubu Sitogenetigi

Diisiik Risk t(8;21)(g22;022)
inv(16)(p13.922),
t(16;16)(p13.922)
t(15;17)

Orta Risk Normal Sitogenetik

+8

t(3;5)

t(9;11)(p22¢23)

Diger tanimlanmayan anomaliler

Yiiksek Risk Kompleks karyotype (>3 anomaliler)
Monozomal Karyotip +

_5, 5q_

_7, 7q_

Diger 11923 anomalileri

[non- t(9;11)]

inv(3)(q21g26.2),

t(3;3)(021926.2)

(6;9), 1(9;22)

(17p) anomalileri




AMVL nin, farkli ancak birliktelik gosteren genetik mutasyonlarin sonucu olusmasi,
16semik hiicrelere proliferatif 6zellik ve hayatta kalma avantaji kazandirir ve
farklilasmay1 ve apoptozisi azaltir. Baz1 genlerde goriilen mutasyonlar, proliferasyon
ve/veya hayatta kalma avantaji saglamakta ancak farklilasmay1 etkilememektedirler.
AML’de Sinif I mutasyonlar1 olarak tanimlanmis olan bu mutasyonlar (Fms-like
tirozin 3) FLT3, ALM, onkojenik Ras ve Tyrosine-protein phosphatase non-receptor
type 11 (PTPN11l), BCR/ABL ve TEL/PDGFBR gen fiizyonlarin1 kapsamaktadir.
AML’de Smif II mutasyonlarinda farklilasma ve apoptozis azalmakta olup, AML/ETO
ve PML/RARa fiizyonlari, MLL yeniden olusumlart ve CEBPA, CBF, HOX ailesi
tiyelerindeki mutasyonlar, CBP/P300 ve TIF1’in koaktivatdriinde goriilen mutasyonlar
bu gruba girmektedir (Rubnitz ve ark.,2008; Rubnitz ve ark.,2010). Gen mutasyonlari
ve translokasyonlari sonucu olusan bu fiizyonlar, farklilasma ve apoptozisi
engellemektedirler. Hematopoetik onciil hiicreler, hem Sinif I hem Sif II genetik

anomalileri kazandiginda AML olusmaktadir (Rubnitz ve ark.,2010).

AML’deki kromozomal degisimleri degerlendirmenin diger bir yolu anomalileri,
“dengeli” ve “dengeli olmayan” anomaliler olarak smiflandirmaktir. Dengeli
anomalilere Ornek olarak t(8;21), t(15;17) translokasyonlari ve dengeli olmayan
anomalilere ise 6rnek olarak -7 ve -5 gibi tiimden veya kismi kromozomal delesyonlari
verebiliriz. De novo ve tedavi-iligskili AML vakalarinda goriilen dengeli anomaliler,
DNA topoizomeraz II’nin aktivitesindeki hata ile meydana gelen rekombinasyonlar
sonucu olusabilirken, dengeli olmayan anomaliler DNA veya diger hiicresel hedeflerin
alkillenmesi sonucu olusabilmektedir. Sonug¢ olarak, kromozomal ve klonal genetik

anomaliler tani, prognoz ve hastaligin kontrolinde 6nemli bir etkiye sahiptir.

(Stevens,1996).

1.2. Pediatrik Akut Myeloid Lésemi

Gegtigimiz on yil boyunca AML tedavisinde ve hastalifin patogenezinin
aydinlatilmasinda 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Son yillarda pediatrik AML
hastalarinin  %65’inde etkili bir anti-losemik tedavi ile destekleyici bakimdaki

gelismeler sayesinde, bulunduklari risk grubuna da bagli olarak uzun siireli hayatta



kalim saglanabilmektedir. Cocukluk c¢agi losemilerinin sonlanmasinin, yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine bagl oldugu diisiiniilmektedir. Akut 16semilerin %351
cocukluk ¢agi kanserlerini ve akut 16semilerin %15 ila %20’si AML’yi kapsamaktadir.
AMUL’nin ortaya ¢ikma orani, yasamin ilk iki yilinda en yiiksek seviyelere ulagsmakta
ve sonra yaklasik 9 yaslarinda azalmakta ve ergenlik cagi boyunca yavasca artis
gostermektedir (Rubnitz ve ark.,2010; Krstovski ve ark.,2010). De novo AML goriilen
cocuklarin ¢ogunda, bu hastaliga zemin hazirlayan herhangi bir faktér bulunamamaistir.
Cocukluk c¢ag1 losemilerin etiyolojisi hala kesinlestirilememistir ama birgok risk
faktoriic AML’nin gelisimiyle iligkili bulunmustur. Bilinen risk faktorleri arasinda
Down sendromu, Fanconi anemi, Diamond-Blackfan sendromu, Bloom sendromu,
Kostmann sendromu, ndrafibromatosis gibi kongenital ve genetik hastaliklar
bulunmaktadir. Bu kalitsal hastaliklar hatali DNA onarimi, kromozom andploidisi ve
translokasyon gibi kromozomal anomaliler ile karakterizedir. Iyonize radyasyonun,
birtakim ilaglarin, alkile edici ajanlar gibi bazi toksik maddelere maruz kalmanin,
topoizomeraz inhibitorii ve benzen gibi ajanlarin gocukluk ¢agi 16semileri ile nedensel
bir iligkisi oldugu bilinmektedir (Krstovski ve ark.,2010).

AML’nin olusumunda, kok hiicrelerde farklilagmanin farkli asamalarinda normal
hematopoetik hiicre gelisimi bozulurken kendini yenileme kapasitesinin korundugu
goriilmektedir. Kromozomal anomaliler AML’li ¢ocuklarin biiylik c¢ogunlugunda
saptanmistir ve tek bir mutasyonun tek basina AML igin yeterli olamayacagi
gosterilmistir. AML’nin oldukca heterojen bir yapisi olmasma ragmen, gesitli alt
tiplerinde 16semiye neden olan ortak yolaklar1 paylastiklart goriilmektedir (Krstovski
ve ark.,2010; Verdeguer,2010; Manola,2009). Simdiye kadar calisilan modellerde
AML nin, kendini yenileme ve farklilasmay: diizenleyen iki farkli sinif mutasyonun
birliktelik géstermesiyle ortaya ¢iktigi gosterilmistir (Pui ve ark.,2011). Cok basamakli
patogenez siirecinde, ayni hematopoetik kok hiicrede proliferatif avantaj saglayan
Sinif I mutasyonlarin ve farklilasma siirecini bozan sinif II mutasyonlarin sinerjistik
bir sekilde olusumu akut 16semi olusumuna neden olur. Reseptor tirozin kinazlardaki
mutasyonlart kapsayan Smif I mutasyonlar1 ve GTPaz Ras ailesindeki mutasyonlar
blast hiicrelerine boliinme ve hayatta kalma avantaji saglar. Simif II mutasyonlarin
farklilasma ve olgunlasmayi bozduklar1 saptanmistir ancak tek baslarina ifade

edilmeleri 16semiye neden olacak kadar yeterli degildir. Sitogenetik analizler AML’li



cocuklarin %70-85’inde klonal kromozom anomalileri oldugunu gdostermektedir.
Kromozomlardaki belirli yeniden diizenlenmeler tanimlanmistir ve belirli alt gruplarla
iliskilendirilip, diagnostik, prognostik ve takip amacli 6nemli parametreler olarak
belirlenmistir. Cocuk AML hastalarinda belirli kromozom anomalilerinin prognostik
onemi belirlenmis olmasina ragmen, daha az siklikla goriilen ve tekrarlayan
anomaliler, diisiik siklikla rastlanilmasi1 ve farkli calisma gruplarinin farkli tedavi
protokolleri uygulamasi nedeniyle tanimlanamamistir. Bazi kromozom yeniden
diizenlenmeleri 16semi olusum siirecini baslatan 6nemli olaylar olarak tanimlanmustir.
Bu yapisal kromozom degisimleri iizerine yapilan c¢alismalar ile kromozom
kiriklariin olustugu yerdeki genler tanimlanip, 16semi olusum siirecinde yer alan
proteinler karakterize edilmistir (Krstovski ve ark.,2010; Verdeguer,2010;
Manola,2009).

Bazi aragtirmacilar, AML biyolojisi ve buna bagli olarak prognozun yetiskinlerde bile
yasa bagli olarak degisecegi goriisiinde birlesmektedirler. Belirli molekiiler veya
sitogenetik anomalilerin sadece yeni doganlarda veya ¢ok kiiciik yastaki ¢ocuklarda
goriilmesi hastaligin yasa bagli olarak biyolojik farkliliklar gosterdiginin kanitidir
(Verdeguer,2010). Yeni doganlarda AML’nin k&tii sonuglandigi bilinmekle beraber,
cocukluk cagi AML’sinde hayatta kalim siiresinin azliginda ¢ocuklarin 16 yasindan
biiyiik olmasinin etken oldugu gosterilmistir (Verdeguer,2010). Yasamin ilk {i¢ yilinda
daha yiiksek siklikla rastlanan AML vakalarinda 11923 anomalilerine +8, t(8;21),
t(15;17) veya inv(16)’dan daha fazla rastlanmaktadir. Ornegin 11q23 yeniden
diizenlenme anomalisine rastlanma siklig1 yas artisiyla birlikte azalmaktadir. Bu
anomali yeni doganlarin %50’sinde rastlanirken, 13-24 aylik ¢ocuklarda
yaklasik %39, 24 ayliktan biiyiikk ¢ocuklarda %8-9 ve yetiskinlerde %4-7 oraninda
rastlanmaktadir. t(1;22) ve t(7;12) gibi yeniden diizenlenmeler genellikle kiiciik
yastaki cocuklar ve yeni doganlarla smirli kalmaktadir. t(8;21) ve inv(16) gibi
anomaliler ¢ocuklarda yetiskinlere gore daha fazla rastlanmaktadir. Bu farkliliklarin
sebebi hala bilinmemekle beraber, pediatrik, ergen ve yetiskin AML’lerinin biyolojik
farkliliklar tasimasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. FAB siniflandirmasi da yasa
gore farkliliklar gostermektedir. M4, M5 ve M7 erken cocukluk doneminde daha
yaygin gorilirken, MO, M1, M2 ve M3 ileri yastaki cocuklarda daha sik
goriilmektedir (Manola,2009).



Cocukluk Cagi AML’de goriilen WHO tarafindan tanimlanmig genetik anomaliler
asagidaki gibi 6zetlenebilir:

- 1(8;21)(922;922) translokasyonu, 8. kromozomdaki ETO ve 21. kromozomdaki
AML1 genlerinin fiizyonuyla sonuglanmaktadir. 2 yasindan biiylik ¢ocuklarda en
stk rastlanan yapisal anomalidir. Iyi prognozla iliskilendirilmesine ragmen

yaklasik %50’sinde niiks goriilmektedir.

- Inv(16)(p13.1q22) ve t(16;16) AML M4 alt tipinde goriilmektedir ancak M0, M1,
M2 ve M5 alt tiplerinde de bu anomaliye rastlanmistir. Relaps i¢in diisiik risk
faktorii olarak diistiniilmektedir. Translokasyon sonucu 16q22°deki “cekirdek
baglanma faktorii (CBFP)” geni ile 16q13°teki “diiz kas miyozin agir zincir”
(MYHI11) geninin fiizyonu olusur. inv(16)/t(16;16) goriilme siklig1 ¢ocuklarda %3-
8 arasinda degismektedir, ancak bu oran Cinli ¢ocuklarda %11,6’ya ¢ikmaktadir.
Bu anomalilerin goriildiigi hastalarda normal karyotipli hastalardan daha iyi bir

prognoz ve daha yliksek tlimden sagkalim oran1 goriilmektedir.

- t(15;17)(q22;921) translokasyonu sonucu olusan PML-RARa fiizyon proteini
promyleositik sathada olgunlasmayr durdurmaktadir. Bu translokasyon goriilen
hastalara uygulanan All-trans-retinoic acid (ATRA) tedavisi sonucu iyi bir prognoz

gozlenmektedir.

- 11923 translokasyonlart ve MLL yeniden diizenlenmeleri sik¢a g¢ocukluk c¢agi
AML’de rastlanmaktadir. Bir¢ok vakada MLL geni Kot prognoza neden
olmaktadir. t(9;11)(p22;q23) (MLL AF9) tastyan hastalarda ise daha iyi bir prognoz

goriilmektedir.

- DEK-CAN t(6;9)(p23;34) translokasyonu gen¢ yetiskinlerde goriilmektedir,
Cocuklarda ise az sayida hastada saptanmistir. AML-M2 veya M4 ile ve koti
prognoz ile iliskilendirilmektedir.

- inv(3)(g21926), t(3;3)(q21;926), t(3;21), 3q kazanimlar1 ve kayiplari kapsayan 3.
kromozom anomalileri AML’li ¢ocuklarda nadir rastlanan ytiksek risk grubundaki
anomalilerdir. Fankoni anemili hastalarda goriilen 3q yeniden diizenlenmeleri EVII

geninin yiiksek ifadesi ile sonuglanmakta olup, kotii prognoza sebep olmaktadir
(Manola,2009).

- 1(1;22)(p13;913) translokasyonu sadece yeni doganlarda goriilmektedir.
Translokasyon sonucu 1p13°te yer alan OTT (RBM15) geniyle 22. kromozomda yer



alan MAL (MLK1) geni, OTT-MAL fiizyon genini olusturur. AML-M7’ye spesifik
bir kromozomal anomalidir. 6 ayliktan kiiciik cocuklar genellikle t(1;22)’yi tek
basina bir anomali olarak tasirken, 6 ayliktan biiyiik ¢ocuklar t(1;22)’yi de iceren
kompleks bir karyotipe sahiptir (Verdeguer,2010;Manola 2009).

Diger yapisal ve sayisal sitogenetik anomalileri ise su sekilde siralayabiliriz:

- 1(7;12)(g36;p13) translokasyonu ETV6/TEL genini igeren ve niikseden bir
translokasyondur. Hastaligin kotii  sonuglandigi  gosterilmistir. Yeni dogan
AMVL’lerinde daha sik¢a rastlanmakta ve yeni dogan AML’lerinin %30’unda

goriilmektedir.

- Monozomi 7 veya 7q delesyonu pediatrik AML’lerin %2-7’sinde saptanmustir. iki
anomali kotii risk faktorleri arasinda yer almaktadir. FAB siniflandirmasina gore

kotii prognoz goriilen gruba dahil edilmektedir.

- Trizomi 8 g¢ocukluk ¢agi AML’lerinin %5-10"unda saptanmis olup, tekrarlayan

diger kromozomal anomalilerle iliskili oldugu diistiniilmektedir.

- Kazanilmis trizomi 21 ise tekrarlayan diger kromozomal anomaliler arasindadir.
Prognostik olarak orta risk grubunda yer almaktadir. Akut megakaryoblastik
16semili ¢cocuklarda bu anomaliye rastlanma siklig1 ¢ok yiiksektir (Verdeguer,2010;
Manola,2009).

Normal karyotipe sahip olup, molekiiler anomali rastlanilan ¢ocuklar ¢ocukluk ¢agi
AML hastalarinin %20-30’unu olusturmaktadir. Normal karyotipli hastalar orta risk
grubunda yer alsalar da molekiiler yeniden diizenlenmeler farkli bir prognoz
olusturmaktadir. Ornek olarak, Fms-benzeri tirozin kinaz (FLT3), niikleofosmin
(NPM1) ve CEBPa , Wilm’s timor 1 (WT1), N-RAS mutasyonlari verilebilir. FLT3
genindeki mutasyonlar AML’de 6nemli rol oynamaktadir ve pediatrik vakalarda %20-
25 siklikla en ¢ok rastlanilan somatik mutasyondur. FLT3 mutasyonu ¢ocukluk ¢agi
AML’de kotii prognoza neden olmaktadir. NPM1 mutasyonu ise, c¢ocuk
hastalarda %20-30 siklikla goriilmekte olup, yetiskinlere gore daha az rastlanmaktadir.
NPM1 mutasyonu cocuklarda iyl prognoza isaret etmektedir
(Manola,2009;Verdeguer,2010). CEBPo mutasyonlar1 yetiskin AML’lerde daha
yaygin goriilmektedir ve daha uzun siireli sag kalima, diisiik relaps oranina isaret
etmektedir. WT1 mutasyonu ¢ocuklarda yetiskinlere gore daha siklikla goriillmektedir

ve kotli sonlanima neden olmaktadir. Hastalarda dirence sebep olmasindan ve



hastaligin tekrarlama riskini artirmasindan dolay1 kotii prognozla sonuglanmaktadir.
KIT, N-RAS ve K-RAS mutasyonlarimin prognostik 6nemi hala tam olarak
belirlenememistir (Verdeguer,2010).

Cocukluk ¢agt AML’nin biyolojisinin daha iyi anlagilmasiyla hastaligin oldukca
heterojen oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu bulgu, farkli hastalarda hastaliklarinin altinda
yatan spesifik anomalileri hedefleyen tedavilere ihtiya¢ oldugunu ortaya koymaktadir.
AML’deki en carpict ilerleme, APL’nin ATRA ve arsenikli ilaglar ile tedavi
edilebilmesi olmustur. Daha fazla hedefleyici tedavilerin olusturulmasi, hastaligin iyi

sonlaniminin saglanmasi agisindan timit verici olacaktir (Clark ve ark.,2003).

1.3. Epigenetik

Organizmay1 olusturan tiim hiicreler aslinda ayn1 DNA dizisine sahip olmasina
ragmen, hiicre tipi ve fonksiyonlar1 gen ifadesindeki Kkalitatif ve Kkantitatif
farkliliklardan dolayr degisiklik gosterir ve gen ifadesinin kontrolii bu agidan gelisim
ve farklilagmanin temelinde yer alir. Farklilagsmis hiicreleri karakterize eden gen ifade
modelleri gelisim siiresince ortaya c¢ikarlar ve mitoz ile boliinen hiicrelerde bu
modeller korunur. Bu nedenle, kalitsal genetik bilgiye ek olarak hiicreler DNA’nin
niikleotit dizisinde kodlanmayan bu bilgiyi de aktarirlar. Epigenetik, DNA dizisindeki
degisikliklerden kaynaklanmayan, stabil kalabilen ve gen ifadesini diizenleyici
mekanizmada meydana gelen, mitotik olarak (ve imkan dahilinde mayotik olarak da)
kalitimsal degisiklikler olarak tanimlanmaktadir (Waterland,2006; Oki ve Issa,2010).
Amerika Ulusal Saglik Enstitiisii ise son ¢alismalarinda epigenetigi, gen aktivitesi ve
ifadesindeki kalitsal degisiklikler ve kalitsal olmasa da hiicrenin transkripsiyonel
potensiyelindeki stabil, uzun siireli degisimler olarak tanimlamaktadir (Gibney ve
Nolan,2010). Gen ifadesindeki bu degisimler dogal gelisim siireci olan
embriyogenezde dnemli rol oynar, epigenetik kodun yeniden olusturuldugu bu siireg,
dollenme gerceklestikten kisa bir siire sonra meydana gelir ve bu sekilde hiicrenin
kaderi, hangi hiicre tipine farklilasacagi belirlenir. Epigenetik ayn1 zamanda genetik
olarak ayni bireyler arasinda fenotipik varyasyona neden olarak biyolojik gesitlilikte

de rol oynamaktadir (Taby ve Issa;2010).
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Normal hematopoez siiresince gen ifadesindeki muntazam kontrolii ve diizenli isleyisi,
“epigenetik gen regililasyonu” olarak bilinen DNA dizisinden bagimsiz biyokimyasal
olaylar yoluyla kismen kontrol edilir. Bu olaylar; DNA metilasyonu ve histon
asetilasyonu, metilasyonu, fosforilasyonu, tibikitinasyonu ve sumolasyonu ile sinirl
degildir. DNA dizisindeki genetik bilgiye benzer sekilde, epigenetik bilgi de nesiller
boyunca kalitilabilir, anneden yavru hiicreye aktarilabilir ve bu kalittim yasamin
devamliligi i¢in gereklidir (Melnick, 2010).

Epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu ile asetilasyon ve metilasyon gibi histon
kuyruk modifikasyonlarin1 kapsar. Bu epigenetik degisiklikler onemli genlerin
susturulmasiyla karsinogeneze neden olmaktadir. DNA metilasyonu oldukea stabildir
ve embriyogenez gibi 6zel durumlar haricinde ilk olustugunda meydana gelen profil
korunmaktadir. Histon modifikasyonlari, gen ifadesinin diizenlenmesinde goriilen
daha dinamik biyokimyasal degisikliklerdir. Daha esnek olan bir bagka epigenetik
mekanizma ise, transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi gen susturulmasini
gerceklestiren kodlanmayan RNA’lardir, ancak karsinogenez siirecindeki rolleri heniiz
belirlenmemistir. Son yillarda, 16seminin olusum siirecinde DNA metilasyonundaki ve
histon modifikasyonlarindaki degisikliklerin etkili oldugu ortaya ¢ikarilmistir ve AML
ve diger hematolojik hastaliklarin tedavisi i¢in hedef olarak belirlenmistir (Oki ve Issa,
2010).

1.3.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, 5’-sitozin-guanozin (CpG) dizisindeki 5. poziyondaki karbon
atomuna bir metil (CH3) grubunun DNA metiltransferazlar (DNMT) araciligiyla
enzimatik olarak eklenmesiyle gerg¢eklesmektedir (Sekil-1) (Blum ve Marcucci,2005).
5’ pozisyonundaki sitozinlerin metilasyonlart DNA’nin geri ¢evrilebilir kovalent
modifikasyonudur (Oki ve Issa,2010; Gibney ve Nolan,2010). DNMT’ler araciligiyla
katalizlenen metil grubu transferi replikasyon bagimli bir reaksiyon olup, S fazi
stiresince replikasyonda CpG diniikleotitleri DNA  metilasyonunun hedefi
olmaktadirlar (Taby ve Issa,2010). DNA metiltransferazlar, DNA metilasyonundan
sorumlu enzim ailesidir. Bugiine kadar memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3A ve
DNMT3B olmak tiizere dort DNMT enzimi tanimlanmistir. DNA metiltransferaz
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aracili@iyla sitozinin 5-metilsitozine doniisimii, DNMT’in S-adenozilmetioninden
(SAM) bir metil grubunu sitozinin 5. karbonuna aktarmasiyla gerceklesmektedir
(Gibney ve Nolan,2010). DNMT3A ve DNMT3B, yeni olusan DNA zincirindeki de-
novo metilasyonu kontrol ederken, DNMT1’in var olan metilasyon profilinin
stirdiiriilmesinde gorev aldigi disiiniilmektedir (Sekil-2) (Blum ve Marcucci,2005).
Bir diger DNMT tipi olan DNMT3L’ nin katalitik aktivitesi olmayip, DNMT3A ve
DNMT3B’nin katalitik aktivitesinin stimiilatorii oldugu diisiiniilmektedir. DNA’da
CpG dintikleotitleri bir kez metillendiginde, DNMT’ler replikasyon ¢atalinda lokalize
olup yeni sentezlenen hemi-metile zincir iizerinde galisarak metilasyon profilinin

hiicre boliinmesinden sonra siirdiiriilmesini saglarlar (Sekil-2) (Oki ve Issa,2010).

2
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Sekil 1.1. Sitozin Metilasyonu (Gibney ve Nolan,2010).
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Sekil 1.2. Metilasyonun olusumu ve devamlilig1 (Gronbaek ve ark.,2007)
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Insan DNA’sindaki sitozinlerin %3’ii metiledir. Sitozine bir metil grubu eklenerek
DNA’da 5-metilsitozin olusmasi hiicresel gelisim, farklilasma ve karsinogenez
iizerinde genetik ve epigenetik etkiye sahiptir. Memeli DNA ’sinda sitozin metilasyonu
icin, sitozini takip eden bir guanozinden olusan bir CpG diniikleotiti (CpG adalarini

temsil eden “p” sitozin ve guanin niikleotitlerini baglayan fosfodiester bagini

gostermektedir.) olmasi gerekir (Oki ve Issa,2010; Gibney ve Nolan,2010).

Metil gruplari, normal hidrojen bagi olusumuna imkan verir ve DNA’nin biyofiziksel
ozelligini degistirmek iizere DNA’nin biiyiik oluguna yerlesir. Dort niikleotidin (A, T,
G, C) DNA’da 16 farkli dintikleotit ¢ifti olusturma ihtimali vardir. CpG ciftleri tim
genomda beklenenden daha az siklikla meydana gelmektedir ama genomda yogun
olarak bulunduklar1 baz1 bolgelerde “CpG adalar1” olarak adlandirilmaktadirlar. CpG
adalar1 ortalama 1000 baz ciftinden olugmaktadir ve genlerin yaklagik %50’sinin
promotor bolgelerinde bulunmaktadirlar. Illingworth ve arkadaslar1 yaptiklart son
calismada CpG adalarinin yaklasik yarisinin genomda promotorlarla baglantili
olmadigin1 ama gen i¢i (intergenik) veya genler arasi (intragenik) bolgelerde lokalize
olduklarini gostermistir. CpG adalarinin kodlanmayan RNA’lar i¢in transkripsiyon
baslama bolgelerini gosterebilecegini de onermektedirler (Gibney ve Nolan , 2010;
Taby ve Issa;2010). Her durumda, CpG adalarinin gen ifadesinin kontroliinde 6nemli
rol oynadigi diisiiniilmektedir. ifadelenen genlerin yaklasik yarisi, kodlayan
bolgelerinde CpG adalarina sahiptir ve CpG adalar yiiksek oranda ifadesi goriilen tiim
genlerde ve yarisindan azi ise doku bagimli olarak ifade edilen genlerde yer almaktadir
(Gibney ve Nolan, 2010). Normal memeli hiicrelerinde DNA metilasyonunun asil
hedefi tekrarli transpozon dizileridir, ancak imprinting ve X kromozomu
inaktivasyonunda da rol oynamaktadirlar. CpG bdlgelerinin insanda tahmin edilenden
daha az siklikta goriilmesinin nedeni, evrim siiresince metilsitozinin mutasyonu ile
sitozinin timine doniiserek elimine olmasidir. Diger bir taraftan insan genomu,
beklenenden daha fazla siklikla kiigiik CpG bolgeleri igermektedir. Insandaki tiim
genlerin yaklasik yaris1 promotor bolgelerinde CpG adalarina sahiptir ve bunlar
normal dokularda genin transkripsiyonel durumuna bagli olarak genellikle metile
degildir. Bir CpG adasindaki metilasyon, kromatin organizasyonundaki degisiklige ve
gen transkripsiyonunun baskilanmasina bagli olarak degisir (Oki ve Issa,2010). Metile

CpG diniikleotitleri, genel olarak dkaryotik hiicrelerin perisentromerik heterokromatin
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bolgelerinde deastile histonlarla birlikte yogun niikleozom konformasyonunu
olustururlar (Sekil-3). Bu bolgeler transkripsiyonun gerceklesmedigi bolgelerdir.
Metilasyon, transkribe oldugunda genetik instabiliteye sebep olabilecek uzun tekrar
elementlerinin, ekli viral dizilerin ve bu DNA bolgelerindeki transpozonlarin
susturulmasinda pilot rolii oynamaktadir. Tam tersine, CpG adalar1 olarak adlandirilan
metile olmayan CpG diniikleotitleri promotor bdlgelerinde olduk¢a yogun bir sekilde
bulunur ve insanda ifadelenen genlerin yaklasik %50’sinde CpG adalarina rastlanir.
Bu bolgeler genellikle asetilasyonun goriildiigli ve transkripsiyon faktorlerinin ve gen
fonksiyonunu diizenleyen diger regiilatorlerin etkilesime girebildigi agik kromatin

(6kromatin) bolgeleridir (Sekil 4) (Blum ve Marcucci,2005).

A) Agik Kromatin B) Kapal Kromatin

7 ~
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Sekil 1.3. Aktif ve Inaktif promotorlarin Kromatin Yapisi (Gronbaek ve ark.,2007)

Transkripsiyonel olarak aktif kromatin metillenmemis sitozin ve asetillenmis histon
kuyruklariyla karakterizedir, histon H3 teki lizin4 metiledir. Kapali kromatinde ise
sitozinler, metile oldugunda HDAC’larin toplanmasini saglayan metil baglayici
proteinlere (MBD)  baglanirlar. Boylece histon kuyruklarindan asetil gruplan
uzaklastirtlir. Histon H3’teki lizin 9 metilasyonu da bu olayla birliktelik gosterir.
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Sekil 1.4. Okaryotlarda transkripsiyonunun normal kontrolii (Taby ve ark.,2010)

CpG metilasyonu hiicre boliinmesinden sonra da siirdirildiigi icin DNA
metilasyonuyla gen susturulmasi da devamliligin1 korur ve bir defa olustuktan sonra
da stabil kalir. Sadece fizyolojik olarak degistirilebilir ve embriyogenezin ilk
evrelerinde sifirlanabilir. Insan genlerinin yaklasik yarisimin promotorlarinda CpG
adalar1 bulunmaz. Bu durumlarda, DNA metilasyonu susturulmus durumu isaret eder
ancak gen ifadesinin aktivasyonuyla fizyolojik olarak geri cevrilebilir. Buna bagl
olarak non-CpG adalarinin metilasyonunun karsinogenezde oynadigi rol hala
bilinmemektedir (Oki ve Issa,2010).

1.4. Kanserde DNA Metilasyonu

DNA metilasyon profili kanserde siklikla degisir. Malign hiicrelerde global DNA
metilasyon seviyesi siklikla azalir. Es zamanli olarak da genomun diger bolgelerinde
hipermetilasyon meydana gelir. Hipometilasyonun baslarda, onkogenleri aktive ederek
karsinogenezin olusumunda yer aldigi diisiiniilmekteydi. Hipometilasyonun in vitro
olarak kromozom instabilitesiyle iliskili oldugu ve bu sekilde karsinogenezde rol

oynadigi da bilinmektedir (Oki ve Issa,2010; Blum ve Marcucci,2005). Timor
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olusumu onkogenik aktivasyon ve/veya proapoptotik veya timor baskilayici
yolaklarin inaktivasyonu sonucu olusmaktadir. Baslangigta, tiimér olusumunun
mutasyon, amplifikasyon, gen yeniden olusumlari veya delesyonlar1 gibi genetik
degisimler sonucu olustuguna diisiiniilmekte iken artik tiimor baskilayici genlerin
susturulmasinda genetik mutasyonlariin oldugu kadar DNA metilasyonunun da etkili
oldugu bilinmektedir. Tiimor olusum mekanizmasinda metilasyonun roliine &rnek
olarak, kolorektal kanserde yanlis onarim geni insan mutL homologl (MLH1)
metilasyonu, gliomalar ve kolorektal kanserlerde  O-6-metilguanin-DNA
metiltransferaz (MGMT) metilasyonu, kolorektal ve diger kanserlerde hiicre dongiisii
regiilatoric p16 (siklin-bagimli kinaz inhibitor 2A [CDKN2A]) metilasyonu ornek
verilebilir. DNA metilasyonu yolaklardaki etkisini, direkt tiimor baskilayict genlerin
promotorlarini etkileyerek veya indirekt olarak onkogenlerin inhibitorlerini susturarak
gostermektedir. Mutasyonlarda oldugu gibi tiimor baskilayict genlerin susturulmasi,
hiicrelere proliferatif avantaj kazandirarak timoriin yayilmasini saglayarak metastazi

kolaylastirmaktadir (Sekil 1.5.)(Taby ve Issa,2010).
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Sekil 1.5. Hiicrelerde tiimor olusum mekanizmasi (Taby ve ark,2010)
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Knudson’mn “iki vurus” hipotezine gore tlimor baskilayici gen inaktivasyonu igin,
tiimor baskilayici genin iki allelinin de hipermetilasyonla veya hipermetilasyon ve
delesyon kombinasyonuyla inaktive olmasi gerekmektedir. Temel olarak, genetik veya
epigenetik olaylarin  herhangi bir kombinasyonu tiimor baskilayic1 genlerin
inaktivasyonuna sebep olabilmektedir (Sekil 1.6). Bununla birlikte, bir aleli metile

olup, diger aleli mutant olan genlere az rastlanmaktadir (Gronbaek ve ark.,2007).
Metilasyon/Delesyon Metilasyon/Metilasyon Metilasyon/Mutasyon
ii iii i’ d ¢
!
00 00
Tloelesn [ % V%_\

’ XTranskripsi- 0 Cos ? oG ﬁ Nokta ‘
yon yok

Mutasyonu J

Sekil 1.6. Tiimor baskilayici genlerin bialelik inaktivasyon mekanizmalar1 (Gronbaek
ve ark.,2007

1.5. AML’de DNA Metilasyonu ve Anormal Gen ifadesi
1.5.1. AML’de DNA Metilasyonu

Heterokromatin hipometilasyonu yaygin bir sekilde goriilmesine ragmen, AML’nin
epigenetigi tlizerine yapilan birgok c¢alismada, tiimor baskilayict genlerin CpG
adalarinin hipermetilasyonu sonucu malign blastlarda bir takim genlerin susturuldugu
gosterilmistir (Oki ve Issa,2010; Blum ve Marcucci,2005). Normal dokulardaki bazi
genlerde yaslanma siiresince hipermetilasyon goriilmektedir. Farkli malign hastaliklar
kendine 6zgii bir DNA metilasyon paternine sahiptir. Ornegin, Retinoblastoma 1
(RB1) geninin metilasyonu 6zellikle retinoblastoma hastaliginda; “von Hippel-Lindau
tumor suppressor (VHL)” geninin metilasyonu o6zellikle renal hiicre karinomasinda
goriilmektedir. (OKi ve Issa,2010; Blum ve Marcucci,2005).
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Belirli genetik anomalilerin (t(8;21), inv(16), t(15;17) v.b) AML hastalar1 ig¢in
hastaliga 6zgii ve prognostik 6neme sahiptir. Bununla birlikte birgok AML hastasinda
normal karyotip goriilmektedir ve bu hastalarda, hastaligin sonlanimi tahmin etmek
zor olmaktadir. FLT3, NPM1 genlerinin mutasyonlarin1 ve pl5, ER veya kaderin-1
(CHD1) genlerinde goriilen DNA metilasyonunu kapsayan yeni molekiiler
belirteclerin AML hastalarindaki prognostik dnemi belirlenmistir. Normal sitogenetik
profil goriilen 16semilerde biiylik kromozomal degisiklikler olmadig: i¢in epigenetik
degisimlerin 16seminin patogenezinde onemli olabilecegi disiliniilmektedir. Daha
onceki c¢aligmalarda tiimor baskilayicit genlerin metilasyonunun AML’li hastalarda
prognostik olarak Onemli olabileceginin gosterilmesi, myeloid malignansilerde
etkinligi saptanan yeni demetile edici tedavilere ilginin artmasima neden olmustur
(Griffiths ve ark.,2010). Inv16, t(8;21), t(15;17) ve 11q23 gibi sitogenetigi
tanimlanmis AML alt tiplerinin kendine 6zgii ve belirli bir metilasyon profiline sahip
oldugu saptanmistir. Losemiye neden olan PML/RARA, AMLI/ETO ve MLL
proteinlerinin DNA metiltransferazlarla iliskili olabilecegi veya DNA metilasyonunu
organize edebilecegi onerilmektedir (Figueroa ve ark;2010). Alvarez ve arkadaslarinin
AML hastalar1 ile farkli bir DNA metilasyon profilleme metodu kullandiklari
caligmada da benzer bulgular elde etmislerdir (Alvarez ve ark.,2010). Ornegin,
16semik bir onkogen olan EVI1’in yiiksek seviyede ifadesinin spesifik bir DNA
metilasyonu ile iligkili oldugu saptanmistir. Anormal olarak metile olan EVI1 geni
saptanan AML’lerde EVI1’in ¢inko parmak motifi i¢in baglanma bdlgesine sahip
olmasiyla karakterize oldugu ve bu sekilde 16semiye neden olan genlere
baglanmaktadir. EVI1 daha sonra DNMT3A ve 3B’ye baglanarak metilasyona neden
olmaktadir (Melnick,2010).

AML’de birgok tiimor baskilayict genin promotorunda metilasyon meydana geldigi
bilinmektedir. Ornegin, p15 (INK4B) geninin promotorunda CpG metilasyonu
meydana geldigi bilinmektedir ve bu geninin metilasyonu MDS’de kétii prognozla
iligkilendirilmekte olup, hastaligin AML’ye doniisme ihtimalinin yliksek olduguna
isaret etmektedir. Cizelge 3’te AML’de metilasyonuna sik¢a rastlanan diger genler

yer almaktadir (Oki ve Issa, 2010).
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Cizelge 1.3. AML’de metile olan genler (Oki ve Issa, 2010)

Gen Metilasyon Sikhigi Genin Fonksiyonu
15 %31-71 Siklin-bagimli kinaz inhibitérii, TGF-beta tarafindan indiiklenen

P biiyimenin duraklamasi, hedef tiimor baskilayict

pl6 %0-38 Siklin-bagimli kinaz inhibitori, tiimor baskilayici

073 %10-13 DNA hasarina apoptotik cevapta rol oynar, hedef timor
baskilayici

2. intron-%83 o o I

HIC1 Promotorda %0 Transkripsiyon faktorii, hedef tiimor baskilayic

ID4 %87 DNA- baglayici inhibitor, hedef tiimor baskilayici

RARB2 0418-20 C.fekirdekte.gen ekspresyonunu d}lzgnleyerek t31r(;.(-)k hiicre tipinin
biiyiimesini sinirlandiran transkripsiyonel regiilator

DAPK %3-61 Apoptozisi pozitif yonde diizenleyen serin-treonin kinaz

CDH1 %13-69 Kalsiyum bagimli hiicre adezyon proteini ve invazyonu baskilayici

SHP1 %52 JAK/STAT sinyal yolaginin negatif regiilatorii

MGMT %5 DNA’da alkile guanini onarir

FHIT %14 Piirin metabolizmasinda gérev alir, hedef tiimor baskilayici gen

CRBP1 %28 Retinol transportunda tasiyici protein, hedef tiimér baskilayict

ER %40-54 Ostrojen reseptdrii

SOCS1 %39 Sitokin sinyalinin negatif regiilatorii

WIT-1 %49 Bilinmiyor

MYOD1 %61 H"ucre dongiisiinii Qur(;lurarak k?s"hucres1 farklilagsmasini
diizenleyen transkripsiyon faktorii

PITX2 %64 Prokoll'ajgn lizil h@rgksﬂaz gen ekspresyonunu diizenleyen
transkripsiyon faktorii

GPR37 %47 G-protein-bagimli reseptor 37 onciilii

SDC4 %56 Heparan siilfat1 tagiyan hiicre yiizey proteoglikani

AML1-ETO tasiyan S . .

MEIS1 AML lilerin %64°i Hox49 ile birliktelik eden homeodomain genleri

THBS1 0425 Hl_lcre-huc_re ve hiicre-matriks etkilesimlerine aracilik eden adezif
glikoprotein

Kalsitonin | %71 Serum kalsiyumu azaltan peptit hormonu

Bu genlerden bir kisminin tiimor baskilayict islevi oldugu bilinmektedir ve bu

genlerden bazilar1 da normal hematopoetik hiicrelerde ifade edilmemektedir. Kanserde

promotor hipermetilasyonu bu nedenle 6nemli genlerin susturulmasinda sinirlama

gerektirmemektedir. Bazi vakalarda metilasyon deneysel olarak saptanabilmektedir

ancak bazilarmin metilasyon seviyelerinin diisiik olmasi nedeniyle veya genlerin
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promotor bolgelerinde CpG adalart bulunmamasi nedeniyle saptanamamaktadir. Bu
yiizden, metile CpG adalarinin bazilar1 neoplastik siirecte patofizyolojik olarak
onemlidir. Buna ragmen, gen spesifik metilasyon sikligi  hastaliklarin
siiflandirilmasinda ve prognozunda énemli bir deger olarak diisiiniilmektedir (Oki ve

Issa,2010).

Anormal DNA metilasyonu karsinogenezde tiimor baskilayici genleri susturmaktadir
ve bu sekilde islevsel proteinlerin ekspresyonunu engelleyen delesyon ve fonksiyon
kaybina neden olan mutasyonlara alternatif bir mekanizma olarak Onemli rol
oynamaktadir (Oki ve Issa,2010; Blum ve Marcucci,2005). Anormal promotor
metilasyonu bir kez meydana geldiginde, belirli transkripsiyon faktorlerinin (AP2,
E2F ve niikleer faktor-kB gibi) inhibisyonuyla ve/veya transkripsiyonu baskilayict
faktorlerin bir araya gelmesiyle transkripsiyon engellenir. Bu baglamda metile CpG
baglanma bolgeleri igeren represor protein kompleksleri, metile CpG adalarini tanir ve
histon deasetilazlarin da (HDACSs) toplanmasiyla, kromatin transkripsiyonel olarak

etkisiz bir hale gelir (Blum ve Marcucci,2005).

Hiicre proliferasyonu, farklilagma ve apoptozisi diizenleyen yolaklarda ¢alisan birgok
gen, myeloid blastlarda metilasyonla susturulmustur ve bu genlerin transkripsiyonel
olarak inaktivasyonlar1 losemi olusumuyla iligkilendirilmektedir (Blum ve

Marcucci,2005).

Epigenetik olarak modifiye olmus genlerin metilasyona duyarli tedaviler i¢in hastalari
siiflandirmada biyobelirteg¢ olarak kullanilabilecegi gosterilmesine ragmen AML’de
metilasyonu goriilen baz1 genler, belirli hasta gruplarnyla iliskilendirilmektedir.
Ornegin, proapoptotik bir serin/treonin kinaz olan “liimle iliskili protein kinaz”,
hedef bir tiimor baskilayict gen olup, de-novo AML’ye gore terapi-iliskili AML’de
siklikla metilasyonuna rastlanilan bir gendir. Benzer sekilde, WIT-1 genindeki
susturulma direng gosteren ve tekrarlayan AML hastalarinda kemosensitiv olanlara
gore daha siklikla rastlanmistir. Tedavi Oncesi bireylerde WIT-1 metilasyonu, primer
direngli AML hastalarinda %87,5 oraninda goriiliirken, tam remisyona giren
hastalarin %37 sinde saptanmistir. Son yillarda da JAK/STAT sinyal iletim yolaginda

onemli bir gen olan SOCS-1’in promotor bdlgesinin metilasyonu sitogenetik olarak



20

onemli farkliliklar gosteren yeni tan1 AML hastalarinin %60’1inda rapor edilmistir

(Blum ve Marcucci,2005).

Normal ve malign hematopoezde gen susturulmasinda onemli rol oynayan olaylar
olarak goriilen histon deasetilasyonu ve gen promotorundaki CpG adalar1 metilasyonu

arasindaki etkilesim su yollarla ger¢eklesmektedir:

1. Aktif ti¢ DNA metiltransferazin (DNMT1, DNMT3A, DNMT3b) histon
deasetilazlarla etkilesime girerek bir¢cok haberci gen sistemlerinin transkripsiyonel

olarak susturulmasini indiikler.

2. Asin derecede metilasyon goriilen heterokromatin olusum siirecinde histonlar
deasetile olurken, DNMT]1, hiicre dongiisiiniin ileri S fazi siiresince HDAC?2 ile

replikasyon catalinda lokalize olur.

3. Histon deasetilasyonu ve DNA metilasyonu arasindaki diger bir iligki metil-
baglayici proteinlerin aktivitesiyle gergeklesmektedir. Bu proteinlerin metile bir

promotora baglanmasi, HDAC’larin oraya toplanmasini saglar.

Son caligmalar, asetilasyondan bagka translasyon sonrasi histon modifikasyonlarinin

da genomik metilasyonun kontroliinde aktif bir rol oynadigin1 gostermektedir.

CpG bakimindan zengin promotorlar1 olan genlerde transkripsiyonel susturulma, CpG
adalarina komsu olan CpG bakimindan fakir DNA boélgelerinin metilasyonuyla
meydana gelir. Bu komsu bdolgelerin metilasyonunun histon H3 lizin 4 ve 9 ug¢larinin
metilasyonuyla regiile edildigi disiiniilmektedir. Histon H3 lizin 9 metilasyonu
transkripsiyonel baskilanmayla iliskili iken histon H3 lizin 4 metilasyonu

transkripsiyonel olarak aktif kromatinle iligkilidir (Blum ve Marcucci,2005).

Bircok AML vakasinda, transkripsiyon aktivatorlerinin DNA’ya baglanan bolgeleriyle
flizyon olusturarak, transkripsiyonel olarak suskunluga neden olan kromozomal
translokasyonlar, myeloid farklilasmay1 diizenleyen hedef genlerin ifadelenmesinde
azalmaya neden olmaktadirlar ve bu sekilde myeloid farklilagmanin duraklaklamasiyla
karakterize olan akut 16semi olusumuna sebep olmaktadirlar. AML1-ETO ve PML-

RARA gibi flizyon proteinlerinin transkripsiyonel olarak susturulmasinin histon
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asetilasyonu ve promotor metilasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (Brown ve
Smith,2008). Sonug¢ olarak, AML blastlarinda ifadelenen kimerik fiizyon proteinleri
gen represyonunun diizenlenmesinde hem DNMT hem HDAC’lar1 toplayarak temel
regiilator olarak c¢alismaktadirlar. Di Croce ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada,
PML/RARA fiizyon proteininin hem DNMT hem de HDAC’lar toplayarak retinoik
asit hedef genlerinin transkripsiyonunu susturdugu gosterilmistir (Di Croce ve
ark.,2002). Benzer sekilde Liu ve ark., AMLI1/ETO fiizyon proteini ile ilgili yaptiklar1
calismada, AMLI1/ETO’nun hedef genlerinin susturulmasinda HDAC’lara ek olarak
DNMT]1 ile de iliski kurdugu gosterilmistir (Liu ve ark,2005). Genlerin promotor
bolgelerindeki CpG adalarinin metilasyonu ile meydana gelen transkripsiyonel
susturma ve histon asetilasyonunun neden oldugu kromatin konformasyonundaki
degisimlerin her ikisi de tedavi siirecinde hedeflenebilir degisimlerdir. DNA
metiltransferaz inhibitorleri ve histon deasetilaz inhibitorleri ile epigenetik olarak
susuturulmus genlerin ifadelenmeleri saglanabilir ve 16semik fenotipin degismesi
saglanabilmektedir (Brown ve Smith,2008). Transkripsiyonel baskilanmanin igleyisini
gosteren veriler ve olast mekanizmalar goz 6niinde tutuldugunda, HDAC veya DNMT
inhibitorleri gibi “epigenetik hedefleyici ilaglar”in tedavi protokoliine eklenmesinin

kanser tedavisini daha etkin kilacag: diigiiniilmektedir (Blum ve Marcucci,2005).

1.5.1.1. Ostrojen Reseptorii (ER) Geni Promotor Metilasyonu

ER geni, kromozom 6q25.1°de lokalizedir. Ostrojen reseptdrleri niikleer steroid-tiroid
hormon reseptdr ailesinin iiyelerindendir. ER promotorunun anormal olarak
metilasyonu ve buna bagli olarak ER ifadesinin epigenetik olarak susturulmasi, birgok
kanser tiiriinde 6zellikle meme kanseri ve kolorektal kanser tiirlerinde bildirilmistir.
Akut 16semilerde ER promotorunun anormal olarak metilasyonu, epigenetik olarak bu
genin susturulmasiyla baglantilidir ve l6semilerin tani, prognoz ve tedavisinde
epigenetik belirte¢ olarak kullanilmaktadir. %50-90 siklikla akut ve kronik 16semide
metile oldugu analiz edilmistir (Yao ve ark.,2008). Ostrojen normal hematopoezin
negatif regiilatorii olarak bilinmektedir. ER genini igeren kromozom 6q insan
hematopoetik neoplazilerde siklikla degismektedir(Issa ve ark.,1996). CpG

hipermetilasyon derecesini 6l¢mek i¢in yapilan bisiilfit genomik sekanslamada, CpG
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bakimindan zengin promotor bdlgesi olan 22 CpG adacigi 6l¢iilmiistiir ve analiz edilen
normal kemik iligi oOrneklerinde ER’in bu bélgesinde herhangi bir metilasyon
bulunmamistir. Bunun tam tersine, AML hastalarinin %54’tinde kemik iligi
orneklerinde, 22 CpG adaciginda diisiik seviyede metilasyon saptanmistir. Metilasyon
profili olduk¢a heterojen olmasiyla birlikte, 15 ‘ten 20’ye kadar olan CpG adaciklar1
ortak bir sekilde metillenmistir (Melki ve ark.,1999). Leone ve ark. yaptiklar
caligmada, insanlarda goriilen kanserlerde, hiicredeki bir¢ok yolakta oldugu gibi
hormonal cevapta rol alan Gstrojen reseptoriiniin hipermetilasyonla inaktive oldugunu
gostermistir.  AML’li hastalarda Ostrojen reseptor promotorunun metilasyonun
sikligimmin %40-69 oldugu belirtilmistir (Leone ve ark.,2008). Ekmek¢i ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada AML hastasi ¢ocuklarda ER metilasyonunu %55 bulmuslardir
(Ekmekgi ve ak.,2004).

1.5.1.2. Siklin Bagimh Kinaz 2B (CDKN2B/ P15) Geni Metilasyonu

CDKNZ2B/ p15 geni, kromozom 9p21°de yerlesiktir. Bu gen, CDK4 veya CDKG6 ile
kompleks olusturan silklin-bagimli kinaz inhibitoriinii kodlar ve CDK kinazlarin
aktivasyonunu engeller. Bu yiizden bu genin kodladigi protein, hiicre biiylimesi
regiilatorii olarak islev goriir ve bu sekilde hiicre donglisiiniin G1’e ilerlemesini
kontrol eder. CDKN2B’nin metilasyonu MDS ve AML’de belirteg¢ olarak ve tek
basina veya diger lokuslarla birlikte prognostik indikator olarak kullanilmaktadir
(Candiloro ve ark.,2008). Bu tiimor supresoér geni siklikla AML’de promotor
hipermetilasyonu ile susturulur. 5-aza-2’-deoxycytidine gibi DNA metilasyon
inhibitorleri p15INK4B promotor metilasyonunu geri ¢evirir. Decitabinin bazi AML
hastalarinda P15 geninin anormal hipermetilasyonunu geri g¢evirdigi gosterilmistir
(Stuart ve ark.,2007). Ekmekei ve ark., Melki ve ark.’nin sonuglariyla tutarli olarak
P15 geninin metilasyonunun AML’de kritik oldugunu bulmustur. ER disinda P15
geninin de prognostik bir isaret i¢in 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Leone ve ark.
hiicre dongiisiinde islevi olan P15 geninin metilasyon sikligin1 %30-71 bulmuslardir.
Hematolojik malignansilerde P5INK4b tiimor baskilayici geninin anormal DNA
hipermetilasyonu ALL ve AML’li hastalarin en az yarisiyla iliskilendirilmistir
(Shimamato ve ark,2005).
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1.6.2. AML’de Anormal Gen ifadesi
1.6.2.1. Caudal Type Homeobox 2 (CDX2) Geninin ifadesi

Kiimelenmis homeobox (HOX) genleri hematopoetik gelisim ve devamlilik agisindan
onemlidir ve hematopoetik Onciil hiicrelerde bu genin ifadesi goriilmektedir.
Hematopoetik kok hiicrelerin kendini yenileme siireclerinde HOX genlerinin ifadesi
gortiliirken, terminal farklilasmada ifadeleri azalmaktadir. Son veriler HOX genlerinin
16semi olusum siirecinde onemli etkileri oldugunu gostermektedir. Akut Myeloid
Losemi ve Akut Lenfoblastik Losemi dokularinda yapilan gen ifadesi ¢alismalarinin
biiyiik ¢ogunlugunda HOX geninde bozukluk saptanmistir. Gelisim siiresince
hematopoezde Hox gen ifadesinin regiilasyonunun onemine bagli olarak, AML’de
HOX genlerinin yukar1 bolgesindeki regiilatorler hakkindaki bilgilerin yetersizligi,
CDX proteinlerinin AML patogenezinde rolii olabilecegini akla getirmistir. Bir AML
vakasinda CDX2 geninde resiprokal translokasyon saptanmasi, bu genin AML
patogenezinde énemli rolii oldugunu gostermistir. CDX2 geni gastrointestinal sistemde
hiicreye bagli olarak hem tiimor baskilayict hem de protoonkogen aktivitesi
gostermektedir. Buna ek olarak, Homeobox transkripsiyon faktorii olan CDX2
embriyonik gelisimde dnemli rol oynar ve yetiskinlerde intestinal epitel hiicrelerin
farklilagsmast ve proliferasyonunu diizenler. CDX2 lokusunun yiiksek seviyede
amplifikasyonu, dizin-temelli karsilagtirmali genomik hibridizasyon yontemiyle bir
grup AML hastasinda gosterilmistir (Frohling ve ark.,2007). Scholl ve ark. yaptiklari
calismada, AML’li hastalarinin %90’inda CDX2’nin ifade edildigini ama normal
bireylerdeki hematopoetik ve kok hiicrelerde ifadesinin olmadigini bulmuslardir.
Gelisim siirecinde diizenleyici bir protein olan CDX2’nin, yetiskin hematopoetik
hastalarda anormal olarak ifadesi, AML patogenezinde siklikla goriilen bir olaydir ve
myeloid progenitér hiicrelerin kendini yenileme potansiyelini ve proliferasyon
kapasitesini kolaylastiracak bir yolakta etken bir rolii oldugu gostermekte ve birgok
AML hastasinda gorillen HOX geninin ifadesinin degismesinden CDX2 geninin
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Scholl ve ark.,2007)
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1.6.2.2. B-hiicreli Lenfoma 2 (BCL-2) Geninin Ifadesi

BCL-2 apoptozisi diizenleyen bir onkogendir. Yiiksek seviyede ifadesi, lenfoid ve
myeloid kokenli hematolojik kanserlerin iginde oldugu birgok malign hastalig
gosterilmistir. BCL-2 onkoprotein miktarinin artmasi, malign hiicrelere yasamsal
avantaj saglayan i¢ apoptotik yolagin disregiilasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Normal
sartlarda, dis apoptotik sinyalin hiicre zarindan mitokondriye tasinmasi sitokrom c
salimmmi ve kaspaz-aracili yolagin indiiklenmesiyle sonu¢lanmaktadir. Artan
miktarlardaki BCL-2 proteininin i¢ mitokondri zarinda stabilize olmasi sitokrom c
salmmmin1 engellemektedir ve kaspaz aktivitesini sekteye ugratmaktadir. BCL-2,
memeli otofaji sisteminin temel bileseni olan Beklin proteinine baglanarak otofajiyi de

baskilamaktadir (Sekil 1.7) (Reed, 2008).

Mitokondri

Casp3 Casp7

Apoptozis Nekroz Otofaji

Sekil 1.7. BCL-2’nin apoptozis, nekroz ve otofajiyi baskilama mekanizmasi (Reed,
2008)

BCL-2 onkoproteinin ifadesinin susturulmasi apoptotik yolagin tekrar olugmasini
saglamaktadir ve bu sayede malign hiicrelerin antikanser tedavi ajanlarina hassasiyet
kazanmaktadir. BCL-2 geninin ifadesinin artmasi, standart kemoterapotik ajanlara
direng, erken relapsa ve tlimden sagkalim siiresinin azalmasiyla karakterize olan
agresif malign klonlar ile iligkilendirilmektedir. AML hastalarindaki 16semi
hiicrelerinde BCL-2 proteinin yiiksek seviyede ifadesi tedaviye kotii cevap ve koti
klinik sonlanim ile iliskilendirilmektedir (Chanan-Khan,2004;Nayera ve ark.,2009).
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1.7. AML Tedavisinde Steroidlerin Kullanimi

Glukokortikoidler hipotalamus-hipofiz bezi-adrenal aksisinin sitokinle
stimiilasyonundan sonra adrenal bezlerden iiretilen steroid hormonlardir. Tiim dogal
steroid hormonlar ortak bir kimyasal yapiy1 paylasirlar ve aktivasyonlarina 6zel olarak
cekirdege baglanan ek kimyasal gruplara sahiptirler. Glukokortikoidler immiin cevap,
metabolizma, hiicre biliyiimesi, ¢ogalmasi, gelisimi ve iliremeyi igeren bir¢ok biyolojik
stiregte islev goriirler. Glukokortikoidlerin antiproliferatif etkisi sayesinde, immiin
baskilama, inflamasyon tedavisi ve  sitotoksitenin  indiiklenmesi igin
kullanilmaktadirlar. Glukokortikoidler apoptozisi indiiklemektedirler ve ldsemi,
lenfoma ve Multiple Myeloma(MM) gibi bir¢gok hematolojik hastaligin tedavisinde
anahtar rol oynamaktadirlar (Sionov ve ark.,2008). Glukokortikoidler (dekzamethazon
gibi), eklem iltihab1 gibi atesli hastaliklar, astim, dermatitis ve otoimmun hastaliklarin
tedavisinde ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Dahasi glukokortikoidler kanser tedavisinde
de yaygin olarak kullanilmaktadir, 1960’larin baslarinda ¢ocukluk cagi 16semilerinde,
hastaligin gerilemesini saglamak i¢in kullanilmaya baslanmistir. Daha sonra
glukokortikoidlerin etkili bir sekilde lenfoid hiicreleri dldiirdiigiiniin bulunmasiyla,
glukokortikoidler lenfoid hastaliklarda uygulanan tiim kemoterapi protokollerine
katilmistir. Glukokortikoidlerin normal ve tiimorlii hiicreleri antiproliferatif etkiye
zorladigr gosterilmistir. Cesitli hiicre serilerinde in vitro yapilan ¢alismalarda,
glukokortikoidlerin uzaklastirilmasindan sonra hiicre dongiisiiniin senkronize sekilde
ilerledigi gosterilmis, buna bagli olarak glukokortikoidlerin antiproliferatif etkisinin,
hiicre dongiisiiniin ilerleyisinde tersinir G1-blokajina aracilik edebilecegi bildirilmistir

(Mattern,2007).

Glukokortikoid reseptorii (GR), steroid/tiroid hormon reseptdr siiper ailesinin bir tiyesi
olup, cinsiyet =~ hormonlarinin,  tiroid  hormonlarinin,  vitamin  D’nin,
mineralokortikoidlerin ve retinoidlerin reseptdrleri bu aileye aittir. Thtiya¢ duyuldugu
anda eksprese olan, ligand-bagimli bir transkripsiyon faktorii olup, biiyiime, gelisme,
metabolik fonksiyon ve stres cevabini etkilemektedirler. Glukokortikoid reseptorleri
hem cekirdek reseptorii olarak hem de hiicre zarma bagli reseptor olarak eksprese
olmaktadirlar. Cekirdek reseptorleri, glukokortikoid reseptdr elementleri (GRE) olarak
bilinen spesifik DNA dizileriyle homodimer olusturarak ¢ok sayida genin



26

ekspresyonunu aktive ederek veya baskilayarak diizenlemektedirler. Ligandina
baglanmamis dinlenme halindeki hiicre i¢i GR proteini heterooligomerik kompleks
olarak sitoplazma i¢inde yer alir. Bu kompleks yapi, bir steroid baglayici protein ve bir
de lipofilik hormon ligandina baglanabilen birden c¢ok alt {initeye sahip steroid
olmayan bir bilesenden olusmaktadir. Ligandinin baglanmasiyla, GR’nin
konformasyonel yapisi degisiklige ugrar ve reseptor, inhibitor etkisi olan hsp90
saperonundan ve diger molekiillerden ayrilir. Reseptoriin inhibitor molekiillerden
ayrilmasi, GR’nin g¢ekirdege girereck GRE’ye baglanmasina ve transkripsiyon
modiilatorii olarak ¢aligmasina neden olur. Uygun GRE’ye baglanir baglanmaz, GR
hedef genlerinin transkripsiyonunu kontrol etmeye baslar. GR tarafindan pozitif regiile
edilen genler promotor bolgelerindeki GR elementleri ile karakterize edilirler. GR ayni1
zamanda negatif GRE ile etkilesime gecerek baskilayic1 olarak da calisip, gen
transkripsiyonunu inhibe edebilmektedir (Greenstein, 2002).

GC muamelesinden etkilenen bir¢cok gen i¢in, hiicre dongiisiiniin ilerleyisi 6zellikle
Gl’den S fazina ge¢is oldukca Snemlidir. Steroidler tarafindan diizenlenen hiicre
dongiisii regiilatorleri siklin D3 ve c-myc proteinlerini igermektedir. GC’lerin
kemoterapoétik etkilerinin bir boliimiini, hiicre dongiisii tizerindeki inhibitor etkileri
olusturmaktadir. Hem apoptozis hem proliferasyon, hem de hiicre ve doku
homeostazisi i¢in gereklidir. Hiicre dongiisii siireci bu iki siirecle baglantilidir ve ikisi
de apoptotik uyarilardan etkilenmektedir. GC’lerin insan T l6semi hiicrelerinde G1
fazinda hiicre dongiisiinii durdurdugu ve l6semik hiicreleri lenfoid hiicrelere
donistirdagi bilinmektedir. Hiicre dongiisiiniin duraklamasi, 6zellikle yiiksek oranda
cogalan kanser hiicrelerinde tek basina bir apoptotik sinyaldir. Tam tersine hiicre
dongiistiniin inhibisyonu hiicre dongiisiiyle iliskili olaylarin bir dizisinin bir pargasi da
olabilir. c-myc ve siklin-D3’lin ekspresyonunun azalmasi, ¢ogalan hiicrelerde GC ile
indiiklenen hiicre 6liimii i¢in dnemlidir. Buna ek olarak, GC ile hiicre dongiisiiniin
duraklatilmas1  birgok hematolojik  malignansilerde p21WZ’“(1 ekspresyonunun
indiiklenmesiyle iligkili bulunmustur. E2F, p53 ve Rb gibi diger G1 regiilatorleri
apoptozise, programli hiicre 6liimii ile hiicre dongiisii baglantis1 sayesinde dahil
olmaktadirlar. Tiim bu bilgiler birlestirildiginde, GC ile indiiklenen hiicre dongiisii
blokaji hiicrenin sagkalim ve proliferatif faktorlerinin baskilanmasiyla birliktelik

etmektedir (Greenstein, 2002).
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Metilprednizolon, sentetik bir glukokortikoid olup, dogal glukokortikosteroidin,
hidroksikortizonun kimyasal bir modifikasyonudur. Biiyiikk dl¢lide dokulara dagilir,
oral biyoyararlanimi yiiksektir ve kan-beyin bariyerini gegebilir. Birgok in vitro
caligma, deksamethazonun ve prednizolonun bazi fare ve insan myeloid 16semi
hiicrelerinde makrofaj ve graniilositlere farklilasmay1 indiikledigini gostermistir (Sloka
ve Stefanelli,2005). Yiiksek doz metilprednizolon (High-dose methylprednisolone-
HDMP) tedavisi boyunca 16semi hiicrelerinin sayisinda ciddi azalma ve buna bagh
olarak myelosit, metamyelosit ve graniilositlerin hem periferal kanda hem kemik
iliginde arttig1 goriilmistir (Higsonmez ve ark.,1993). Glukokortikoid yapida bir ilag
olan dexamethazonun yiiksek konsantrasyonda verildiginde fare myeloid hiicrelerin
¢ogalmasinin duraklatilmas: saglanmstir. Insan promyelositik 16semi hiicre serisinde
(HL-60) kortikosteroidlerin ve APL (Akut Promyelositik Ldsemi) hiicrelerinde
deksamethazonun anti-proliferatif etkisi vardir. Higsonmez va arkadaslar1 1988’den
beri yeni AML tanist konmus ¢ocuklar (AML’nin ¢esitli alt tiplerinde ) ve hastaligi
tekrarlayanlarin tedavisinde, HDMP’nin belirgin bir 16semi karsit1 etkisi oldugunu
gostermislerdir (Higsonmez ve ark.,2006). Ayrica kisa siireli (5-7 giin) kullanilan
HDMP tedavisiyle, farklilagma ile veya farkliklagma olmadan myeloid 16semi
hiicrelerinin apoptozise indiiklendigi gosterilmistir. HDMP tedavisiyle sitokinlerin
baskilanmasinin  l6semi hiicrelerinde apoptozisi indiiklemede rol oynadig:
bildirilmistir (Higdonmez ve ark.,1996). Kortikosteroidler lenfoblastlarda, hiicre
dongiisiinde duraklama, kaspaz ve p53 geninin aktivasyonunda artis, AP-1, NF-K B,
c-myc gibi genlerin transkripsiyonunu diisis, IL-6, RAFTK, SHP-2 VE STAT-3 gibi
hiicre-sinyal transdiiksiyon molekiillerinin regiilasyonu, hiicre i¢i kalsiyumun artis
yoluyla apoptotik etki gdsterirler. Buna ek olarak kisa siireli HDMP tedavisi CD34 (+)
hematopoetik progenitor hiicreleri stimiile ederek 16kosit iyilesmesini hizlandirdigi da

bildirilmistir (Higsonmez ve ark, 2006; Cetin ve ark. 1996).

HDMP’nin etkisinin incelendigi bir diger ¢alismada, HDMP 4 giin i¢in, tek dozda
30mg/kg agiz yoluyla yeni tan1 konmus 16 ALL’li ve 7 AML’li hastaya verilmistir.
Sonugta, sitotoksik T hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii hiicreler artarken, blast hiicrelerinin
ylizdesi azalmistir. HDMP tedavisinin baslangicindan 4 saat sonra blast hiicre
sayisindaki diisiisle iliskili olarak apoptoziste artis saptanmistir (Erduran ve ark.,2006).

HDMP tedavisinden dort gilin sonra blast hiicrelerinin kayboldugu, normal graniilosit
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hiicrelerin arttigt goriilmiis. (Higsonmez ve ark.,1993). Son zamanlarda birgok
calisma, siklikla farklilasan hiicrelerde goriilen hormonlarla indiiklenen gen
ekspresyonunun, asetilasyon, metilasyon ve fosforilasyon gibi modifikasyonlarla ana
kromatin seklinde degisiklige yol ag¢masi sayesinde oldugunu gdostermistir.
Tanimlanmis bir¢ok modifikasyon arasinda en fazla calisilanlar asetilasyon ve
metilasyondur, c¢iinkii  histon H3 modifikasyonlar1 transkripsiyonun acilip
kapanmasiyla iligkilidir. Lizin 9/14’te histon H3 kuyrugunun asetilasyonu ve histon
H3 kuyrugunun lizin 4’te metilasyonu transaktivasyonla ilgilidir. Diger taraftan, H3
kuyrugundaki lizin 9’da histon metilasyonun transkripsiyonun baskilanmasiyla ilgili

oldugu bilinmektedir (Mochuziku ve ark.,2008).

Cocukluk cag1 losemilerinin tedavisinde 1960’larin basindan beri kullanilan
glukokortikoidlerden biri olan metilprednizolon, 1988’den beri yeni AML tanisi
konmus cocuklar ( AML’nin ¢esitli alt tipleri goriilen) ve hastalig1 tekrarlayanlarin
tedavisinde yliksek dozda kullanildiginda basarili sonuglar vermektedir (Higsonmez ve
ark.,2000). Metilprednizolon, myeloid I6semi hiicrelerinin graniilositlere ve
makrofajlara farklilasmasin1 ve hem farklilasma ile eszamanli hem de farklilasma
olmadan myeloid 16semi hiicrelerinin apoptozisini indiiklemekte ve antiproliferatif etki
gostermektedir (Higdonmez ve ark.,1996). Bu calismada metilprednizolonun,
AML’deki malign blastik hiicrelerin diferansiyasyonunda epigenetik mekanizmalardan
olan DNA metilasyonu tizerindeki etkisi arastirilacaktir. Bu ¢alisma kapsaminda p15,
CDX2, ER, BCL-2 genlerinin metilasyon profilleri incelenecektir. Caligma
planlanirken hiicre dongiisli ve proliferasyon ile ilgili genler secilmistir. Segtigimiz
genlerden p15 geninin kodladig protein, hiicre bilylimesinin negatif regiilatorii olarak
islev goriir ve bu sekilde hiicre dongiisiiniin G1 e ilerlemesini kontrol eder. P15 ve ER
genleri AML’de sik¢a metilasyonuna rastlanmaktadir (Tsuji-Takayama ve ark.,2004).
ER biliylime ve metastazi baskilayici etkiye sahip olup, hematopoezin negatif
regiilatoriidiir(Issa ve ark.,1996). CDX2 geni ise AML’de anormal olarak ifade
edilmektedir ve 16komogenezisi indiiklemektedir (Scholl ve ark.,2007). Anti-apoptotik
gen ve bir onkogen olan BCL-2 geninin AML’de artmis ifadesi goriilmektedir.

Metilprednizolonun, etkisini epigenetik diizeyde DNA metilasyon paterni iizerinde

degisiklik yaparak gosterdigini diisiinerek, bu projede AML’de hiicre dongiisii,
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proliferasyondan sorumlu genlerin metilasyon profilinin aragtirilmasi planlanmistir.
Bu arastirmanin sonucunda metilprednizolon uygulamasimi takiben metilasyon
profiline bakmay1 amagladigimiz genlerin pediatrik AML’li hastalarda tedavi amaglh
kullanilan bu ajanin etki mekanizmasi aydinlatilmaya calisilacaktir. Alinacak sonuca
gore metilprednizolonun epigenetik mekanizmalar {izerine etkisi belirlenecek ve

tedavinin etkinligi ve hasta takibi i¢in bir belirte¢ olarak kullanimi konusunda bilgi

sahibi olunacaktir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calismada Kullamilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

2.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Cizelge 2.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzeme ve gerecler
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Besi yeri

Hyclone marka, Roswell Park Memorial
Institute (RPMI)-1640 (1X), No: SH30096.0 1 (L-glutaminsiz)

Fotal Dana Serumu (FBS)

Hyclone marka, No: S\VV20160.03

L-Glutamin

PAA marka, 200mM (100X), No: M11-004

Penisilin-Streptomisin

PAA marka, No: P11-010

Hiicre Dondurma tiipleri

Applichem marka, No: 67-68-5

Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Greiner bio-one marka, 2 ml

PBS 10X

Hyclone marka- HyQ Phosphate Buffered
Saline .067M (PO4) No: SH30258.01

Flask (75 cm?)

Orange Scientific marka, No: 5520200

2.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Cizelge 2.2. Agaroz jel elektroforezi i¢in gerekli malzemeler

Malzeme ad1 Uretici firma Katalog no
Agaroz Prona

Tris Bio basic inc TB0194
Borik asit Amresco 0588
EDTA Applichem A2937
Etidyum bromiir Applichem Al151




2.3. Yiikleme Tamponu

Cizelge 2.3. Yiikleme Tamponu I¢in Gerekli Malzemeler
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Malzeme adi Uretici firma Katalog no
Xylene cyanol Amresco 0819
Gliserol Applichem A2926
2.4. Yiiriitme Tamponu

Cizelge 2.4. Yiiriitme Tamponu I¢in Gerekli Malzemeler

Malzeme adi Uretici firma Katalog no
Tris Bio Basic Inc TB0194
Borik asit Amresco 0588
EDTA AppliChem A2937
NaOH Sigma-Aldrich 06203

2.5. EDTA soliisyonu

Cizelge 2.5. EDTA Soliisyonu i¢in gerekli malzemeler

Malzeme adi Uretici firma Katalog no
EDTA Applichem A2937
NaOH Sigma-Aldrich 06203

2.6. Etidyum Soliisyonu

Cizelge 2.6. Etidyum Soliisyonu i¢in gerekli malzemeler

Malzeme ad1 Uretici firma Katalog no
Etidyum bromiir Applichem Al1151
2.2. Calisma Grubu

Calismaya  Pediatrik  Akut  Myeloid Losemi  Tedavisinde  Kullanilan

Metilprednizolon’un DNA Metilasyonu iizerine etkisini tespit etmek {izere Hacettepe

Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji Unitesi'nden Akut Myeloid Losemi
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tanis1 almis 6 ¢ocuk ve akut myeloid 16semi hastaligini taklit eden HL-60 hiicre serisi
dahil edilmistir. Hastalarin yaslar1 6 ila 17 arasinda degismektedir. Hastalardan birinin
cinsiyeti kiz digerlerininki ise erkektir. Hastalardan aydinlatilmis onamlari1 alindiktan
sonra ilk tan1 kemik iligi 6rneklerinden ve 5-7 giinliik yiiksek doz metilprednizolon
tedavisinden sonra alinan kemik iligi 6rneklerinden yaklasik 1-2 ml alinmigtir. Onam

formu ekte sunulmustur.

2.2.1. HL-60 Hiicre Serisi

Belirli myeloid o6zellikleri tasiyan HL-60 hiicre serisi ilk 1977 yilinda Collins ve
arkadaslar tarafindan akut promyelositik 16semili bir hastadan elde edilmistir. /n vitro
olarak farklilagsmaya indiiklenebilme 6zelligi ile 16semik hiicre serisi ¢aligmalarinda
onemli yere sahip olmustur. Graniilosit, monosit ve makrofaj farkilagmasini kontrol
eden mekanizmalara bakis agis1 getirmesi, 10semili hastalara uygulanan tedavilere yeni
yaklagimlar saglamasi, onkogen ekspresyonu ile hematopoetik farklilasma siireci
arasindaki iliskinin aydinlatilmast gibi farkli konularin ¢alisilmast i¢in 6nemli bir
model olusturmaktadir (Collins, 1987). HL-60 hiicrelerinin iki katina ¢ikma siireleri
yaklasik 36-48 saattir. Bu ¢alismada, HL-60 hiicreleri %10 serum, %1 L-glutamin, %1
streptomisin-penisilin iceren RPMI 1640 besiyeri ortaminda ¢ogaltildilar. Biiyiimeleri
icin gerekli olan 37°C sicaklik ve %5 CO; igeren etiivde inkiibe edildi.

2.3. HL-60 Hiicre Serisinde Metilprednizolon Doz Denemeleri

Calismada Prednol-L (Mustafa Nevzat) kullanildi. 10'2, 5X10’3, 10'3, 5x10 ve 10™ ve
107 dozlari denendi. 24. ve 48.saatlerdeki sonuglar analiz edildi. Toksik doz, apoptotik

doz ve farklilagsma i¢in etkin doz belirlendi.

2.3.1. [3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid] (MTT)
Sitotoksisite Testi

Metilprednizolonun hiicreler iizerindeki sitotoksisite diizeylerini saptamak amaciyla

MTT yontemi kullanilmistir. Bu amagla agagida yer alan protokol izlenmistir.
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- 96 kuyucuklu plakin ekim yapilacak her bir kuyucuguna 10 pl MTT (5 mg/1 ml)
koyulduktan sonra tizerine 100 pl hiicre- besiyeri karisimindan eklenmistir. 100 pl
‘de 10.000 hiicre olacak bi¢imde ekim yapilmistir.

- Bu hiicreler 37°C’de, %5 CO’li etiivde en az 4 saat bekletildikten sonra her bir
kuyucuga. 100 pl lizis soliisyonundan eklendikten sonra tekrar ayni kosullarda
konularak 1 gece beklendi.

- Ertesi giin spektrofotometrede (Epoch marka ) 550 nm ve 690 nm dalga boyunda
Olctim yapildi.

2.3.2. Akim Sitometri Ile Apoptozis Tayini

Losemik blast hiicrelerini apoptoza ve farklilagsmaya goétiirdiigii bilinen yiiksek doz
metilprednizolonun bu ¢alismada kullanilan dozlarda, HL-60 hiicrelerinde etkisini
gosterip gostermedigini dogrulamak amaciyla akim sitometri analizleri yapilmistir.
Apoptozis tayini i¢in, hiicreler Annexin V ve propidyum iyodiir ile isaretlenerek

Accuri C6 cihazi ile akim sitometri analizi ile gerceklestirilmistir.

2.3.2.1 Anneksin V ve Propidyum Iyodiir ile Isaretleme Protokolii

BD Pharmingen FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit kullanilmistir. Kitin

protokolil uygulanmistir.

1. 1 ml besiyerinde 10° hiicre olacak sekilde hiicreler ependorfa aktarildi.

2. 2500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

3. Siipernatan atilip, peletin ilizerine 1X PBS eklendi. Hafifce elle vurularak pelet
cozildi.

4. 2500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

5. Siipernatan dokiiliip, tizerine tekrar 1XPBS eklendi. Hafifce elle vurularak pelet
¢Ozildii.

6. 2500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

7. Siipernatan dokiiliip pelete kitten ¢ikan 1X Binding Buffer’dan 200 ul eklendi.
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8. Bu karigimdan 50 pl baska bir ependorfa aktarildi. Aktarilan hiicrelere 2,5 ul
AnnexinV ve 2,5 ul PI eklendi.
9. Karanlikta 15 dakika beklendi.

10. Uzerlerine 1X Binding Buffer’dan 200 pl eklendikten sonra akim sitometri

analizine baglandi.

2.3.3. Akim Sitometri Ile Farkhlasma Tayini

Hiicrelerin farklilagmasini saptamak amaciyla da HL-60 hiicrelerine 6zgii CD13,

CD33 pozitifligi ve HLA-DR negatifligi saptanmis ve olgun myeloid hiicre yilizey

antijeni olan CD11b’nin Accuri C6 cihazi ile akim sitometri analizi yapilmistir.

Cizelge 2.7. Calismada kullanilan antikorlar

CD Hiicre Yiizey Belirteci Marka Katalog No
CD13-PE Becton-Dickinson 347406
CD33-FITC Biolegend 303304
HLA-DR-FITC Becton-Dickinson 347400
CD11B-FITC Biolegend 301404
Isotype-FITC Biolegend 400110
Isotype-PE Biolegend 400112

2.3.3.1. Akim Sitometride Hiicre Yiizey Antijenleri isaretleme Protokolii

1. 1 ml’de 10° hiicre olacak sekilde hiicreler bir ependorfa alind1.

2. 2500 rpm’de 1 dakika santriflij edilip, iistte kalan besiyerleri atildu.

3. Pelet {izerine 90 pl boyama soliisyonu ve 10 pl antikor koyulduktan sonra 30
dakika buzda ve karanlikta bekletildi.
4. Boyama soliisyonundan kurtulmak amaciyla boyama soliisyonundaki hiicrelere 500

ul PBS eklendikten sonra 2500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

5. Ust kismu atildiktan sonra pelet iizerine 100 ul steril PBS konularak Accuri C6

cihazi ile akim sitometri analizi yapildi.
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2.4. DNA izolasyonu

Hastalarin ilk gelis ve yiiksek doz metilprednizolon tedavisi sonrasi alinan kemik iligi

drneklerinden, HL-60 hiicrelerinden DNA izolasyonu, Invitrogen PureLink™

Genomic DNA Kits (Catalog nos. K1820-01, K1820-02, K1821-04) ile yapilmistir.
DNA izolasyon Protokolii
“Invitrogen Purelink Genomic DNA” kiti kullanilmstir.

1. 200 pL kemik iligi 6rnegi ependorfa alind.

2. 20 pL proteinaz K, 20 pL. RNase eklendi, kisa bir vorteks yapildiktan sonra oda
sicakliginda 2 dakika beklendi.

3. 200 pL Purelink Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve homojen bir soliisyon

icin vorteksle iyice karistirildi.
4. 55°C su banyosunda 15 dakika inkiibe edildi.

5. 200 pL %96-100’lik etanol eklendikten sonra homojen bir soliisyon i¢in 5 saniye
vorteksle karistirildi.

6. Elde lizat kitten ¢ikan “Purelink Spincolumn™ adli kolonlu tiiplere aktarildi.
7. 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
8. Kaolon yeni bir “Collection Tiipii’ne aktarildi.

9. Kolona 500 uL Wasbuffer I eklendikten sonra, 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

10. Kolon yeni bir “Collection Tiipti”ne aktarildi.

11. Kolona 500 pL. Wasbuffer II eklendikten sonra, 13.000 rpm’de 3 dakika santrifii
edildi.

12. Kolon temiz bir ependorfa alindiktan sonra 100 pL “Genomic Eluting Buffer”
eklendi.

13. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

14. 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. (Bu asamda DNA artik tiiptedir.)



15.

16.

17.

18.

19.

Kolona tekrar 100 pL “Genomic Eluting Buffer” eklendi.

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.
13.000 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edildi.
DNA artik tiipte oldugu icin kolonlar atildi.

DNA’lar -20°C’de saklandu.

2.4.1. DNA’larin Spektrofotometrik Olarak Olciimii
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Izole edilen DNA’larin saflik derecesi ve konsantrasyonu Biotek marka Epoch model

spektrofotmetre cihazi ile tayin edilmistir.

2.4.2. DNA’larin Jelde Goriintillenmesi

DNA’lar %1°lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

10X TBE Hazirlanisi:

Tris base 81l¢g

Borik asit 4159

EDTA 30 ml

Tartilan kimyasallar yaklasik 500 ml dH20’da ¢6ziiliir, pH: 8’e ayarlanir. Son hacim

750 mI’ye tamamlanir.

Yiikleme Tamponu Hazirlanis::

Xylene Cyanol 25 mg

Gliserol 5 ml

dH20 ile 10 mI’ye tamamlanir. Vortekslenerek karistirilir.



37

Etidyum bromiir (10 mg/ml stok) Hazirlanisi:
Etidyum bromiir 10 mg
sdH20 1ml

Etidyum su igerisinde vortekslenerek ¢oziliir.

10X TBE stok soliisyonu 10 kat sulandirilarak 1X TBE tamponu hazirlandi. 1X TBE

hem agaroz jelin hazirlanmas1 hem de yiirlitme tamponu i¢in kullanildi.

100 ml 1X TBE soliisyonuna 1 gr agaroz eklenerek mikrodalga firinda 330 derecede
4-5 dakika kaynatilarak hazirlandi. 3,5 pul ETBr eklenip iyice karigtirildiktan sonra
donmaya birakildi. Donduktan sonra 6rneklerden 5 pl ve yiikleme tamponundan 1 pl
pipetleme yapilarak kanstirilip jel kuyularina yiiklendi. 130 wvoltta 15 dakika
yiriitildi.

2.5. Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MSP)

MSPCR yontemi, Herman ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis olup, CpG
adaciklarindaki herhangi bir CpG grubunun metilasyon profilini tespit etmek ig¢in
kullanilan bir yontemdir. Bir DNA boélgesindeki metilasyon varliginin analizi i¢in
kullanilan hizli nitel bir tekniktir. Bisiilfit muamelesinden sonra metile ve metile
olmayan DNA arasindaki dizi farkliligini gostermeyi saglayan yontemdir. Sitozinler
demaninasyon sonucu urasile doniisiir ve PCR sonucunda urasiller timin olarak replike

olmaktadir (Herman ve ark.,1996; Momparler ve Bovenzi,2000).
MSP, {i¢ basamakta gerceklestirilir:

1. Bisulfit DNA modifikasyonu; Sodyum bisiilfit ile sitozin bazi reaksiyona girdigi
zaman se¢ici olarak urasile doniisiirler. Tek zincirli DNA’nin sodyum bisiilfit ile
kimyasal reaksiyonu diisiik pH’da ve yiiksek sicaklikta gerceklesmektedir. ilk
basamakta sitozinin 6. pozisyonundaki karbonunun siilfonasyonu gergeklesir,

takiben 4. pozisyondaki karbonun hidrolitik geri doniisiimsiiz deaminasyonu ile
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urasil stilfonat olugur ve en sonunda alkali kosullarda desiilfonasyon sonucu urasil
olusumu gergeklesir (Sekil 2.1). Sodyum bisiilfit muamelemesi ile orijinal DNA
dizisindeki metile olmayan sitozinler urasile doniisiirken, metile sitozinler sitozin

olarak kalmaktadir (Kristansen ve Hansen, 2009).

o
L E.ullmatnn “NWM I :l
05 deanivton , 0y dsufcn nm
H

Sitozin Sitozin siilfonat Urasil siilfonat Urasil

Orjinal Dizi Bisiilfit muamelesi sonras dizi

Metile almayan DNA | ATLEGTCATLGLAT ATUGGTUATUGUAT
Metile DNA ATCEGTLATLECAT ATCEETUATCEUAT

Sekil 2.1. Bisiilfit muamelesi sonucunda olusan deaminasyon tepkimesi Kristansen ve
Hansen,2009

2. PCR; Ikinci asama olan PCR’da ise ilgilenilen bdlgeye uygun spesifik metile olan
ve metile olmayan DNA’y1 ¢ogaltabilecek primerler segilerek polimeraz zincir

reaksiyonu gerceklestirildi..

3. Jelde goriintiileme; PCR sonugclar1 agaroz jelde degerlendirildi.

2.5.1. Bisiilfit Modifikasyon Protokolii

Kenik iliginden ve hiicre hatlarindan izole edilen DNA’larin modifikasyonu
CpGenomeTM DNA Modifikasyon Kiti (S7820) kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi

yontemle modifiye edilerek gergeklestirilmistir.

Soliisyonlarin Hazirlanmasi:
1- 3M NaOH:
Her kullanim igin taze hazirlanmalidir.

0,5 gr NaOH, 4,15 ml dH,0’da ¢6ziiliir.
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2- Reaktif I:

Kullanmadan 6nce Reaktif I’in oda sicakligina gelmesi beklendi.
Her bir 6rnek i¢in;

- 0,227 g DNA modifikasyon reaktif |

- 0,571 mL steril dH,O igerisinde ¢oziildii. Soliisyonun pH degerinin 5 olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle 3M NaOH soliisyonu eklenerek pH degeri 5’e

ayarlandi.
3- Reaktif I1:
Reaktif II’nin her kullanim i¢in taza hazirlanmasi ve 1siktan korunmasi gerekmektedir.
Kullanmadan 6nce toz halindeki Reaktif II’nin oda sicakligina gelmesi beklendi.
20 mL ddH,0 igerisine 1uL B-merkaptoetanol (Amresco, 0534B17) ilave edildi.
Her bir 6rnek i¢in;
1,35 g DNA modifikasyon Reaktif 11
750 uL B-merkaptoetanol/ ddH2O igerisinde ¢oziindii
3- 20 mM NaOH/%90 EtOH
Her kullanim igin taze hazirlanmalidir.
940 uL EtOH (%96)
53.4 uL  steril dH,O

6.6 uL 3M NaOH bir ependorfta karistirilarak hazirlandu.

DNA Modifikasyon Protokolii

1. 71 uL dH0, 2 pL reaktif IV, 20 uL DNA ve 7 uL 3M NaOH sirasiyla eklenerek
bir ependorf tiiplinde karistirildi.

2. Bukarisim 50°C su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi.

3. 550 pL Reaktif I eklenerek, tekrar 50°C su banyosuna koyulup, 16 saat inkiibe
edildi.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.
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Su banyosundan alinan tiiplere 5 uL Reaktif III pipetlenerek koyuldu.

Uzerine 750 pL Reaktif II eklendikten sonra 20 dakika oda sicaklifinda inkiibe
edildi.

6000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildikten sonra listleri pelete degmeden pipetle
cekildi.

1 ml %70’lik etanol eklendi, pelet elle vurularak ¢oziildi.

6000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. 7. ve 8. asamalar 3 kez tekrarlandi

Son santrifiij asamasinda {istleri atildiktan sonra, kalan sividan kurtulmak ig¢in
tiipler 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

Ustleri pipetle ¢ekildikten sonra pelete 65 pL 20 mM NaOH/%90 EtOH eklendi.
Yavasca vurarak pelet ¢oziildii ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 1 ml %96’ lik etanol eklendi, pelet elle vurularak ¢oziildii.
6000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. 7. ve 8. asamalar 3 kez tekrarlandi

Son santrifiij asamasinda TUstleri atildiktan sonra, kalan sividan kurtulmak igin
tiipler 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

Pipetle iistii atildiktan sonra kalan alkolden kurtulmak i¢in oda sicakliginda 30
dakika kurumaya birakildi.

Pelet kuruduktan sonra 35 puL Tris-EDTA buffer eklenerek hafifge elle vurularak
karistirildu.

55°C su banyosunda 15 dakika inkiibe edildikten sonra 6rnekler 13.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildi.

Siipernatan pelete degmeden bagka bir tiipe alindi.

Modifiye DNA’lar -20 °C’de saklandi.

2.5.2. Metilasyon Spesifik PCR (MSPCR) Primer Dizileme

Bu arastirmada ¢aligilmasi planlanan p15, ER, CDX2 ve BCL-2 genlerinin metilasyon

spesifik PCR analizi i¢in primer dizaynlari PERLPRIMER primer dizileme programi

ile gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2.8. Calisilan genlerin metilasyon spesifik pcr i¢in tasarlanan primer dizileri

p15 UF GCGTTCGTATTTTGCGGTT 9p21 p15 19 -mer
P15 UR CGTACAATAACCGAACGACCGA 9p21 p15 22 -mer
P15 MF TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT 9p21 p15 25 -mer
P15 MR CCATACAATAACCAAACAACCAA 9p21 p15 23 -mer
ER UF TGGGTTGTTTGGTTTTATTGGATTT 6025.1 ER 25 -mer
ER UR ATAACCACAAACAAAATACAAACCA 6025.1 ER 25 -mer
ER MF CGGGTCGTTCGGTTTTATCGGATTC 6025.1 ER 25 -mer
ER MR TCGCGAACAAAATACAAACCG 6025.1 ER 21 -mer
CDX2UF | TGTAGAGTGTGTGTTGTGTTTT 13912.3 CDX2 22 -mer
CDX2 UR | CACAATACTCCACTAACTCCTCACA 13g12.3 CDX2 25 -mer
CDX2 MF | GTGCGCGTTGCGTTTC 13912.3 CDX2 16 -mer
CDX2 MR | CGCGATACTCCGCTAACTCCT 13912.3 CDX2 21 -mer
BCL-2UF |TGTTGTGTTTTTGGGGGTT 18921.3 BCL-2 19 -mer
BCL-2 UR | CAAACTAAACACAAACCCCACA 18921.3 BCL-2 22 -mer
BCL-2 MF | CGCGTTTTCGGGGGTC 18921.3 BCL-2 16 -mer
BCL-2 MR | CGAACTAAACGCAAACCCCG 18921.3 BCL-2 20 -mer

MSPCR iirlinleri %2’lik jelde goriintiilenmistir. 10X TBE stok soliisyonu 10 kat

sulandirilarak 1X TBE tamponu hazirlandi. 1X TBE hem agaroz jelin hazirlanmasi

hem de yliriitme tamponu i¢in kullanildi.

100 ml 1X TBE soliisyonuna 2 gr agaroz eklenerek mikrodalga firinda 330 derecede

4-5 dakika kaynatilarak hazirlandi. 3,5 pul ETBr eklenip iyice karigtirildiktan sonra

donmaya birakildi. Donduktan sonra iriinlerinden 10 pl ve yiikkleme tamponundan 1

pl pipetleme yapilarak karistirilip jel kuyularma yiiklendi. 130 voltta 15 dakika

yurttildi.

2.6. istatistiksel Analiz

MTT sonuglarmin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi Chi-Square testi ile analiz

edildi.




42

3. BULGULAR

3.1. HL-60 Hiicre Serisinde Metilprednizolon Doz Denemeleri Sonucu

HL-60 hiicrelerine farkli dozlarda metilprednizolon (Prednol-L) uygulanarak etkin doz
saptandi. HL-60 hiicrelerine 5x10™ 10% 5x10* 10* dozlarinda MP uygulamasi
yapildi. Uygulama sonucunda MTT sitotoksisite testi, akim sitometri ile apoptozis ve
farklilasma tayini yapilmistir. ilag uygulanan hiicrelerden DNA izolasyonu yapildiktan
sonra bisiilfit modifikasyonu yapildi ve modifiye DNA’lar ile metilasyon spesifik
PCR yapildi.

3.1.1. MTT Testi ile Sitotoksite Tayini

MTT yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler kolorimetrik ve kantitatif
olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam mitokondrianin MTT boyasimin
tetrazolium halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. MTT testi sonucunda
tripan mavisi canlilik testiyle tutarli olarak 5x107 dozunun sitotoksiteye neden oldugu
saptanmistir. Diger dozlarim uygulandigi grubun kontrol grubuyla farklilik

gostermedigi saptandi.

Cizelge 3.1. MTT testinin dozlara ve zamana bagimli olarak sitotoksiteye olan
etkisinin sayisal verileri

DOZ 24. saat 48. saat
5x10° 0,259 0,108
10° 0,475 0,515
5x10™ 0,571 1,35
10* 0,595 1,157
kontrol 0,771 1.44
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Cizelge 3.2. MTT testinin 24. Saatteki dozlara bagimli olarak sitotoksiteye olan
etkisinin siitun grafigi ile gdsterimi

Canlilik
0,80

0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10

0,00

I

5x10-3

1x10-3 5x10-4 1x10-4 kontrol MP Dozu

Cizelge 3.3. MTT testinin 48. Saatteki dozlara bagimli olarak sitotoksiteye olan
etkisinin siitun grafigi ile gosterimi

Canlilik
1,60
1,40
1,20

r

1,060
0,80
0,60
0,40
0,20

0,00

5x10-3

1x10-3 5x10-4 1x10-4 kontrol MP Dozu
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3.1.1.1. MTT Sonuclarmn Istatistiksel Analizi

MTT analizi sonuglari istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 24. ve 48. saatlerde doz
arttikca canlilik anlamli olarak azalmaktadir (p<0.001). Tiim dozlarda 48., saatte, 24.

saate gore canlilik anlamli olarak azalmaktadir (p<0.001).

Cizelge 3.4. MTT analizine gore hiicrelerin farkli dozlarda, 24. ve 48. saatlerdeki
canlilik yiizdeleri

Zaman 5x10° 10° 5x10* 10*
24.saat %35.2 %69.4 %81.7 %80.9
48.saat %7,5 %35.8 %94.3 %80.3

3.1.2. Akim Sitometri Analizi [le Apoptozis Tayini

Hiicrelere uygulanan tiim dozlarin 24. ve 48. Saatteki apoptotik etkilerini arastirmak
amactyla her doz icin 6rnek alinmigtir. Ornekler, Propidyum Iyodur (PI) ve Annexin V
ile isaretlenerek akim sitometri analizi yapilmistir. PI, akim sitometride FL-2

filtresinde 1s1ma verirken, Anneksin-V FL-1 filtresinde 1s1ma vermektedir.

Annexin V erken apoptozis, propidyum iyodur ise ge¢ apoptozis ve nekrozu tayin
etmektedir. Sonuclara gore, yiiksek doz olarak belirlenen 5x10° M doz erken
apoptozis ve ge¢ apoptozise neden olmaktadir. Uygulanan doz diistiikce gec
apoptozise giren hiicre sayist da dogru orantili olarak azalmaktadir. Uygulanan dozun

azalmasiyla erken apoptoza giren hiicre saymin yilizdesinde azalma goriilmektedir.



Doz Uygulamalarinin 48. Saatteki Apoptotik Etkileri
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Sekil 3.1. Metilprednizolon uygulanan hiicrelerin akim sitometri analiz sonuglari

A. MP uygulanmayan kontrol hiicre populasyonu. B. 5x10° M MP uygulanan hiicre populasyonunun
Anneksin V ve Pl ile isaretlenmis Hiicre Populasyonunun Dagilimi. C. 10° M MP uygulanan hiicre
populasyonunun Anneksin V ve Pl ile isaretlenmis Hiicre Populasyonunun Dagilimi. D. 5x10* M MP
uygulanan hiicre populasyonunun Anneksin V ve Pl ile isaretlenmis Hiicre Populasyonunun Dagilimu.
E. 10° M MP uygulanan hiicre populasyonunun Anneksin V ve Pl ile isaretlenmis Hiicre
Populasyonunun Dagilim1
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AKkim Sitometri Ile Farklhilasma Tayini

HL-60 hiicrelerinin farklilasip farklilasmadigini belirlemek i¢in CD13, CD33, HLA-
DR ve CD11b antikorlar ile isaretleme yapilmistir. HL-60 hiicreleri normal sartlarda
CD13 ve CD33 antijenlerini eksprese etmektedir. Bu hiicreler granulosit farklilagma
belirteci olan CD11b ‘den yoksundurlar. Bununla birlikte, insan 16kosit antijeni olan
HLA-DR’yi ise eksprese etmemektedirler. HL-60 hiicreleri farklilastiginda CD13 ve
CD33 antijen oraninda azalma, CD11b oraninda ise artma beklenmektedir. HLA-DR
bakimindan yoksun olan HL-60 hiicrelerinin farklilagtiklarinda bu 16kosit antijenini
eksprese etmeleri gerekmektedir. Bu verilere dayanarak HL-60 hiicrelerinde 24. Saat
ve 48. Saatlerde her dozdan oOrnek alimarak CD33, CDI13, CDI1b ve HLA-DR
antikorlar1 ile isaretleme yapildi. 5x10° M olarak belirlenen yiiksek dozda kontrol
grubuna gore hiicrelerde anlamli bir farklilasma saptandi. CD33 ve CD13 oraninda

azalma, CD11b oraninda ve HLA-DR pozitifliginde artis saptandi.
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Sekil 3.1. Metilprednizolon uygulanan hiicrelerin CD13 antikoru ile akim sitometri
analiz sonuglar1

A. HL-60 Kontrol Grubunun CD13 antikoru ile isaretlendigi populasyon. B. 5x10° M MP uygulanan
HL-60 hiicrelerinin CD13 antikoru ile isaretlendigi populasyon
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Sekil 3.2. Metilprednizolon uygulanan hiicrelerin CD33 antikoru ile akim sitometri
analiz sonuglari

A. HL-60 Kontrol Grubunun CD33 antikoru ile isaretlendigi populasyon. B. 5x10° M MP uygulanan
HL-60 hiicrelerinin CD33 antikoru ile isaretlendigi populasyon
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Sekil 3.3. Metilprednizolon uygulanan hiicrelerin CD11b antikoru ile akim sitometri
analiz sonuglari

A. HL-60 Kontrol Grubunun CD11b antikoru ile isaretlendigi populasyon. B. 5x10° M MP uygulanan
HL-60 hiicrelerinin CD11b antikoru ile isaretlendigi populasyon
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Sekil 3.4. Metilprednizolon uygulanan hiicrelerin HLA-DR antikoru ile akim sitometri

analiz sonuglari

A. HL-60 Kontrol Grubunun(MP uygulanmayan) HLA-DR antikoru ile isaretlendigi populasyon. B.
5x10° M MP uygulanan HL-60 hiicrelerinin HLA-DR antikoru ile isaretlendigi populasyon

3.2. DNA izolasyonu

Akut myeloid losemi tanist almis 6 hastanin ilk tan1 kemik iligi 6rnekleri ve steroid

tedavisi sonrast kemik iligi orneklerinden ve MP uygulamasi yapilan HL-60

hiicrelerinden “Invitrogen Purelink Genomic DNA” kiti kullanilarak DNA izolasyonu

yapildi. izole edilen DNA’lar %1°lik agaroz jelde 130 voltta 15 dakika yiiriitiilerek

goriintiilendi ve spektrofotometrik olarak miktar tayini yapildi.

Sekil 3.5. DNA’larin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri



Cizelge 3.5. DNA’larin spektrofotometrik olarak miktar tayini
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Ornek (DNA) Miktar (ng/ul)
Hastalar

Hasta 1 (Ilk gelis kemik iligi) 93,49
Hasta 1 (Steroid sonrasi kemik iligi) 86,98
Hasta 2 (Ilk gelis kemik iligi) 2,65
Hasta 2 (Steroid sonrasi kemik iligi) 60,85
Hasta 3 (Ilk gelis kemik iligi) 9,62
Hasta 3 (Steroid sonrasi kemik iligi) 1
Hasta 4 (Ilk gelis kemik iligi) 56,46
Hasta 4 (Steroid sonrasi kemik iligi) 4,72
Hasta 5 (Ilk gelis kemik iligi) 78,99
Hasta 5 (Steroid sonrasit kemik iligi) 16,3
Hasta 6 (Ilk gelis kemik iligi) 38,54
Hasta 6 (Steroid sonrasi kemik iligi) 17,94
HL-60 Hiicre Serisi

24.saat Kontrol 14.799
24.saat 5x10°° MP 4.445
48.saat Kontrol 17.766
48.saat 5x10°° MP 5.699

3.3. DNA Modifikasyonu

Kemik iligi ve hiicre serisinden izole edilen DNA’larin modifikasyonu CpGenome'

M

DNA Modifikasyon Kiti (S7820) kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi yontemle

modifiye edilerek gergeklestirildi.

3.3.1. Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hastalarin tedavi Oncesi ve sonrasi promotor metilasyon profilinin degisip

degismedigini ve MP uygulanan hiicre serisinde kontrol grubuna goére metilasyon

profilinde bir degisiklik olmadigin1 saptamak amaciyla metilasyon spesik pcr yapildi.
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P15, ER, CDX2 ve BCL-2 genlerinin metilasyon profili incelendi. P15, ER, BCL-2 ve
CDX2 genlerinin primerlerinin metile olmayan kontrol ve metile kontrol DNA’lar1 ile

MSPCR optimizasyonu yapildi.
P15 geninin MSPCR sartlarn
Dizilenen primerlerle yapilan PCR sonucunda elde edilen iiriin boyu 154 baz ¢iftidir.

Cizelge 3.6. P15 Geni Promotor Bolgesinin Cogaltilmasi I¢in PCR Karisiminin
Hazirlanmasi

Malzemeler Konsantrasyon Hacim
PCR tamponu 10 X, - MgCl, 2.5 ul
MgCl, 25mM 4 ul
dNTP 2,5mM 2.5 ul
Primer F 10 pmol 1 pl
Primer R 10 pmol 1pl
Hot Start taq polimeraz enzimi | 5U/ ul 0.2 ul
Modifiye DNA 3ul
dH,0 10,8 pl
Toplam Hacim 25 ul

Cizelge 3.7. P15 geninin primerlerinin ¢alistigt PCR sartlar1 ve yeterli {irlin i¢in
gerekli dongii sayisi

Derece dakika(®), saniye (°*) Dongii sayisi
95 °C 13
95°C 45>
40 dongii
60 °C 307
72°C 45>
75°C 5

P15 Geninin Metilasyon Spesifik PCR Sonuclar:

P15 genini ¢ogaltmak i¢in dizilenen primerlerinin ¢alisip ¢alismadigini belirlemek i¢in

metile olmayan ve metile kontrol DNA’lar1 ile MSPCR yapilmistir. metile olmayan
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primer ve metile olmayan DNA ile konulan PCR iriinii “UU” ile, metile primer ve
metile DNA ile konulan PCR {iriinii “MM?” ile temsil edilmistir.

HL-60 hiicrelerinde farklilasma i¢in etkin doz olarak bulunan 5x10° M MP uygulanan
ve hic MP uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinden elde edilen DNA’lar modifiye
edildikten sonra her drnegin hem metile olmayan hem metile DNA’ya gore dizilenen
primerler ile MSPCR analizi yapilmistir. Metile olmayan primer ile MSPCR’1 yapilan
ornekler “U” ile, metile primer ile MSPCR’1 yapilan 6rnekler ise “M” ile temsil

edilmisgtir.

MSPCR sonrasinda elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jelde 130 voltta 20 dakika
yiriitiilmiistir.

Sekil 3.6. P15 geninin MSPCR sonucu elde edilen dirtinlerinin %2’lik jelde
goriintiilenmesi

MSPCR sonucunda, P15 geni promotoru HL-60 hiicrelerinde metile bulunmamustir.
MP uygulanan hiicreler ile MP uygulanmayan kontrol grubu arasinda metilasyon
profilinde farklilik saptanmamustir. 6 hastanin ilk tan1 ve tedavi sonrasi modifiye DNA
orneklerinden yapilan MSPCR sonucunda 3 hastanin hemimetile oldugu saptanmustir.
Hemimetile hastalarin bir aleli metile bir aleli metile degildir. Diger 3 hastanin da
metile olmadig1 saptanmistir. 6 hastanin higbirinde tedavi sonrast metilasyon

profillerinde degisiklik olmamastir.
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ER geninin MSPCR sartlarn
Dizilenen primerlerle yapilan PCR sonucunda elde edilen iiriin boyu 184 baz ¢iftidir.

Cizelge 3.8. ER Geni Promtor Bélgesinin Cogaltilmas: I¢in PCR Karisiminin
Hazirlanmasi

Malzemeler Konsantrasyon Hacim
PCR tamponu 10 X, - MgCl, 2.5 ul
MgCl, 25mM 4 ul
dNTP 2,5mM 2.5 ul
Primer F 10 pmol 1 pl
Primer R 10 pmol 1 pl
Hot Start taq polimeraz enzimi | 5U/ ul 0.2 ul
Modifiye DNA 3ul
dH,0 10,8 pl
Toplam Hacim 25 nl

Cizelge 3.9. ER geninin primerlerinin ¢alistigi PCR sartlar1 ve yeterli iiriin i¢in gerekli
dongli sayisi

Derece dakika(‘), saniye (“°) Dongii sayis1
95°C 13

95°C 45>

60 °C 307 40 dongii
72°C 45>

75°C 5

ER Geninin Metilasyon Spesifik PCR Sonuclar:

ER genini ¢ogaltmak i¢in dizilenen primerlerinin ¢alisip ¢alismadigini belirlemek i¢in
metile olmayan ve metile kontrol DNA’lar1 ile MSPCR yapilmistir. Metile olmayan
primer ve metile olmayan DNA ile konulan PCR iriinii “UU” ile, metile primer ve
metile DNA ile konulan PCR iiriinii “MM” ile temsil edilmistir.

HL-60 hiicrelerinde farklilagma icin etkin doz olarak bulunan 5x10° M MP uygulanan
ve hi¢ MP uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinden elde edilen DNA’lar modifiye

edildikten sonra her 6rnegin hem metile olmayan hem metile DNA’ya gore dizilenen
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primer ile MSPCR analizi yapilmistir. Metile olmayan primer ile MSPCR’1 yapilan
ornekler “U” ile, metile primer ile MSPCR’1 yapilan 6rnekler ise “M” ile temsil

edilmistir.

MSPCR sonrasinda elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jelde 130 voltta 20 dakika
yiritilmistir.

&
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Sekil 3.7. ER geninin MSPCR sonucu elde edilen iirlinlerinin %2’lik jelde
goriintiilenmesi

MSPCR sonucunda, ER geni promotoru HL-60 hiicrelerinde metile bulunmustur. MP
uygulanan hiicreler ile MP uygulanmayan kontrol grubu arasinda metilasyon
profilinde farklilik saptanmamustir. 6 hastanin ilk tan1 ve tedavi sonras1t modifiye DNA
orneklerinden yapilan MSPCR sonucunda 4 hastanin umetile oldugu saptanmistir.
Diger 2 hastanin da hemimetile oldugu saptanmistir. Hemimetile hastalarin bir aleli
metile bir aleli metile degildir. 6 hastanin hic¢birinde tedavi sonrasi metilasyon

profillerinde degisiklik olmamustir.
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CDX2 geninin MSPCR sartlari

Dizilenen primerlerle yapilan PCR sonucunda elde edilen iiriin boyu 264 baz ¢iftidir.
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Cizelge 3.10. CDX2 Geni Promotor Bolgesinin Cogaltilmasi I¢in PCR Karisiminin

Hazirlanmasi

Malzemeler Konsantrasyon Hacim
PCR tamponu 10 X, - MgCl, 2.5 ul
MgCl, 25mM 4 ul
dNTP 25mM 2.5l
Primer F 10 pmol 1 ul
Primer R 10 pmol 1 ul
Hot Start tag polimeraz enzimi SU/ pl 0.2 pl
Modifiye DNA 3l
dH,0 10,8 pl
Toplam Hacim 25 ul

Cizelge 3.11. CDX2 geninin primerlerinin ¢alistig1 per sartlar1 ve yeterli {iriin igin
gerekli dongii sayisi

Derece dakika(‘), saniye (*) Dongii sayisi
95 °C 13¢

95 °C 45>

63 °C 30> 40 dongii

72 °C 45>

75 °C 5’

CDX2 Geninin Metilasyon Spesifik PCR Sonuclar

CDX2 genini ¢ogaltmak icin dizilenen primerlerinin ¢alisip ¢alismadigini belirlemek
icin metile ve metile olmayan kontrol DNA’lar1 ile MSPCR yapilmistir. Metile
olmayan primer ve metile olmayan DNA ile konulan PCR iirlinii “UU” ile, metile

primer ve metile DNA ile konulan PCR iiriinii “MM?” ile temsil edilmistir.

HL-60 hiicrelerinde farklilasma icin etkin doz olarak bulunan 5x10° M MP uygulanan
ve hi¢ MP uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinden elde edilen DNA’lar modifiye
edildikten sonra her 6rnegin hem metile hem metile olmayan DNA’ya gore dizilenen
primer ile MSPCR analizi yapilmistir. Metile olmayan primer ile MSPCR’1 yapilan
ornekler “U” ile, metile primer ile MSPCR’1 yapilan Ornekler ise “M” ile temsil

edilmistir.

MSPCR sonrasinda elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jelde 130 voltta 20 dakika
yiirtitiilmiistiir.
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Sekil 3.8. CDX2 geninin MSPCR sonucu elde edilen iiriinlerinin %2’lik jelde
goriintiilenmesi

MSPCR sonucunda, CDX2 geni promotoru HL-60 hiicrelerinde metile bulunmustur.
MP uygulanan hiicreler ile MP uygulanmayan kontrol grubu arasinda metilasyon
profilinde farklilik saptanmamustir. 6 hastanin ilk tan1 ve tedavi sonrast modifiye DNA
orneklerinden yapilan MSPCR sonucunda 6 hastanin hemimetile oldugu saptanmustir.
Hemimetile hastalarin bir aleli metile bir aleli metile degildir. 6 hastanin hic¢birinde

tedavi sonras1 metilasyon profillerinde degisiklik olmamustir.
BCL-2 geninin MSPCR sartlari
Dizilenen primerlerle yapilan PCR sonucunda elde edilen iiriin boyu 157 baz ciftidir.

Cizelge 3.12. BCL-2 Geni Promotor Bolgesinin Cogaltilmas: icin PCR Karisiminin
Hazirlanmasi

Malzemeler Konsantrasyon Hacim
PCR tamponu 10 X, - MgCl, 2.5 ul
MgCl, 25mM 4 ul
dNTP 2,5 mM 2.5 ul
Primer F 10 pmol 1 pl
Primer R 10 pmol 1 pl
Hot Start taq polimeraz enzimi | 5U/ ul 0.2 ul
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Modifiye DNA 3ul
dH,0 10,8 pl
Toplam Hacim 25 nl

Cizelge 3.13. BCL-2 geninin primerlerinin ¢alistigi PCR sartlar1 ve yeterli iiriin i¢in

gerekli dongii sayisi

Derece dakika(®), saniye (‘) Dongii sayisi
95 °C 13¢

95 °C 45

61,5 °C 30~ 40 dongii

72 °C 45

75 °C 5’

BCL-2 Geninin Metilasyon Spesifik PCR Sonuclar:

BCL-2 genini ¢ogaltmak i¢in dizilenen primerlerinin ¢alisip ¢aligmadigini belirlemek

icin metile ve metile olmayan kontrol DNA’lar1 ile MSPCR yapilmistir. Metile

olmayan primer ve metile olmayan DNA ile konulan PCR iiriinii “UU” ile, metile

primer ve metile DNA ile konulan PCR iirlinii “MM?” ile temsil edilmistir.

HL-60 hiicrelerinde farklilasma icin etkin doz olarak bulunan 5x10° M MP uygulanan

ve hic MP uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinden elde edilen DNA’lar modifiye

edildikten sonra her 6rnegin hem metile hem metile olmayan DNA’ya gore dizilenen

primer ile MSPCR analizi yapilmistir. Metile primer ile MSPCR’1 yapilan 6rnekler

“U” ile, metile primer ile MSPCR’1 yapilan ornekler ise “M” ile temsil edilmistir.

MSPCR sonrasinda elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jelde 130 voltta 20 dakika

yiirlitilmistiir.
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Sekil 3.9. BCL-2 geninin MSPCR sonucu elde edilen iiriinlerinin %2’lik jelde
goriintiilenmesi

MSPCR sonucunda, BCL-2 geni promotorunun HL-60 hiicrelerinde metile olmadigi
belirlenmistir. MP uygulanan hiicreler ile MP uygulanmayan kontrol grubu arasinda
metilasyon profilinde farklilik saptanmamistir. 6 hastanin ilk tan1 ve tedavi sonrasi
modifiye DNA 06rneklerinden yapilan MSPCR sonucunda 3 hastanin hemimetile
oldugu saptanmistir. Hemimetile hastalarin bir aleli metile bir aleli metile degildir.
Diger 3 hastanin da metile olmadig: belirlenmistir. 6 hastanin hi¢birinde tedavi sonrasi

metilasyon profillerinde degisiklik olmamastir.
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4. TARTISMA

Genlerin promotor bdlgelerinde kiimelenen palindromik CpG adaciklarindaki
sitozinlerin  metilasyonu epigenetik susturulmada olduk¢a Onemlidir. Hiicre
proliferasyonunu, farklilasmasini ve apoptozisi diizenleyen yolaklardaki birgok gen
myeloid blastlarda metilasyon ile susturulmakta ve bu genlerin transkripsiyonel olarak
inaktivasyonu losemi olusumu ile iligkilendirilmektedir. DNA metilasyonu sadece
l6seminin gelisim silirecinde degil, hastaliginm1 gelisiminde ve tekrarlamasinda da
onemli etkiye sahip olmaktadir. DNA metilasyonu ve posttranslasyonel histon
modifikasyonlar1 gibi DNA dizisini degistirmeyip gen ekspresyonunu kontrol eden
mekanizmalar l6semilerin tedavisinde farmakolojik olarak hedeflenmektedir. DNA
metiltransferaz veya histon deasetilaz inhibitorleri gibi ilaglar bu mekanizmalari
degistirerek normal gen fonksiyonunu tekrar yerine getirmektedir (Blum ve

Marcucci,2005).

Son 20 yilda AML tedavisinde uygulanan yogun kemoterapi ve kemik iligi
transplantasyonunda onemli  gelismeler kaydedildi. Ancak tedavi nedenli
myelotoksisite hastalik ve 6liim igin 6nemli risk faktorii olmaktadir. Buna ek olarak,
kemoterapi ile indiiklenen myelosupresyon tedavi protokoliindeki kemoterapotik
ajanlara cevab1 engellemekte ve klinik sonlanimi etkilemektedir. Diger taraftan,
yiilksek doz metiprednizolon myeloid l6semi hiicrelerinin farklilasmasini ve
apoptozisini indiiklemekle beraber akut 16semili ¢ocuklarda remisyonu indiikleme ve
sirdliirme tedavileri siliresince CD34+ hematopoetik Onciil hiicreleri uyarmaktadir.
(Aytag-Elmas ve ark.,2005). Metilprednizolon ¢ekirdek hormon reseptdr ailesine ait
cinko parmak iiyelerine baglanarak islev goren, vitamin D3 ve retinoik asiti kapsayan
steroid hormon ailesinin bir iiyesidir. Bu reseptor proteinleri hedef genlerin promotor
bolgelerindeki spesifik DNA tanima dizilerine baglanir ve bu sayede transkripsiyonel
degisiklige neden olur. Metilprednizolonun da dahil oldugu steroid hormonlar, spesifik
glukokortikoid niikleozolde yer alan reseptorlerine baglanarak hiicreler iizerindeki
etkilerine gostermektedirler. Bu reseptorler steroidlerle birlestiginde, spesifik DNA
bolgelerine baglanarak transkripsiyon faktorii olarak islev gérmektedirler (Uzunoglu

ve ark.,1999). 1970’lerin basindan beri, Prednizolon (PRD) ve Dekzamethazon (Dex)
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iizerine yapilan birgok deneysel ¢alisma sonucunda, fare myeloid hiicrelerini makrofaj
ve graniilositlere farklilagtiran en etkili ajanlarin Prednizolon ve Dekzamethazon
oldugu bulunmustur. Dahasi yiiksek konsantrasyonda dekzamethazonun fare myeloid
16semi hiicrelerinin proliferasyonunu durdurdugu gosterilmistir. Dekzamethazonun
veya Metilprednizolonun (MP) farklilasmay1 ve/veya apoptozisi indiikleyici etkisini
arastirmak amaciyla insan primer AML hiicreleri ve HL-60, NB4, U-937 gibi myeloid
16semi hiicre hatlar1 lizerinde in vitro olarak da doz-bagimli ¢alismalar yapilmistir.
1988°den beri Hacettepe Universitesi Pediatrik Hematoloji Bilim Dali’'nda AML’nin
herhangi bir alt tipi olan yeni tani ve hastaligi niikseden g¢ocuklara yiiksek doz
Metilprednizolon uygulanmakta kayda deger Onemli bir antilosemik etki

saptanmaktadir.

Bu tez calismasinda 6ncelikle AML hiicre serisi olan HL-60 {izerinde MP uygulamasi
yapilarak etken doz saptandi ve metilasyon profilinde degisiklik olup olmadig
arastirlldi.  Bizim  yaptiZimiz  ¢alismada HL-60 hiicrelerine ilk  olarak
metilprednizolonun saf hali olan 6a-metilprednizolon uygulandi. MP, 1:1 oraninda
metanol: kloroform karisgiminda ¢oziildiikten sonra besiyeri ile sulandirilarak
konsantrasyon diizeyi belirlendi. Ozbek ve ark.larinin yaptiklari ¢alismada in vitro
ortamda etkili yiiksek doz olarak belirlenen 10 M ve diisiik doz olarak belirlenen 10
M ile bu dozlarin ara dozlari olan 10* M ve 10° M dozlar da hiicrelere uygulandi
(Ozbek ve ark.,1999). Tiim dozlarin etkileri 24., 48., 72. ve 96. saatlerde analiz edildi.
Yiiksek doz olan 10° M MP uygulanan hiicrelerin ekildigi plakta, ilacin besiyeri ile
sulandirildiginda ¢éziinmemesine bagl olarak ¢okelme meydana geldigi goriildii. Bu
durum, ilacin konsantrasyonunu ve buna bagli olarak hiicrelere olan etkisini de
degistirdigini diisiindiirdii. Bu hiicrelerde MTT testi ve anneksin V-PI isaretlemesi ile
akim sitometride apoptozis tayini yapildi. MTT testi sonucunda yiiksek doz MP
uygulanan hiicrelerde diisiik doz uygulananlara gore her saatte belirgin bir 6liim
gozlenirken diger diisiik dozlar arasinda kontrole gore canlilikta bir degisim
gozlenmedi. Bununla birlikte, 72. ve 96. saatlerde hiicrelerin besin yetersizliginden
dolay1 6lmeye basladigi saptandi. Akim sitometride apoptozis tayini sonucunda ise
yiiksek doz ila¢g uygulanan hiicrelerde 24. saatte apoptozise ve 48.saatten sonra da
yiiksek dozda hiicrelerin nekroza gitmeye basladigi saptandi. Bununla birlikte,

graniilosit ve monosit farklilasma belirtegleri olan CD11b, CD14 antikorlar ile her
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saat ve her doz icin isaretleme yapildi ancak hiicrelerin farklilasmaya gitmedigi
saptandi. Bu durumun ilacin ¢oziiniirliigiiyle ilgili olabilecegi diisliniildiigiinden ilacin

¢oOziildiigii madde degistirildi.

Ozgimen ve Cetin’in yaptiklar1 ¢alismada 6a-metilprednizolon etanolde ¢oziilerek U-
937 hiicre serisine uygulanmistir (Ozgimen ve Cetin,2007). Buradan yola ¢ikilarak
aynt sekilde 6a-metilprednizolon etanolde ¢oziiliip, besiyeri ile sulandirilarak
hiicrelere uygulandi. Ancak besiyerinde ilacin ¢okeldigi gozlendi. Bu denemede de
MTT testi ve apoptozis tayini yapildi ve hiicrelerin etanol:kloroformda oldugu gibi
yiiksek dozda canliliklarini kaybettikleri ancak diisiik dozlarda kontrole gore canlilikta
belirgin bir fark olmadigi saptandi. 48.saatten sonra her dozda hiicrelerin besin
yetersizliginden dolay1 canliliklarini kaybettikleri saptandi. Farklilasma belirteclerine
bakildiginda ise hiicrelerin farklilagsmadig1 ve ilacin ¢oziiniirligiinde olusan problemin
bu duruma sebep olabilecegi diisliniildii. Saf MP’nin tam olarak ¢dziinmemesinden
dolay1 hiicrelere MP’nin hastalara verilen ve suda ¢6ziinen formu olan Prednol-L
(Mustafa Nevzat) uygulandi. Uygulanan dozlar da degistirilerek etken doz saptandi.
Bu denemede 102 M, 10° M, 10* M ve 10° M MP uygulamas: yapildi. Tim
dozlardan 0. saat, 24. saat, 48.saat ve 72. saatte alinan Ornekler analiz edildi. MTT
sitotoksite testi, tripan mavisi ile canlilik testi, apoptozis ve farklilagma tayini yapildi.
Tiim saatlerde 10% M dozun nekroza sebep oldugu saptandi. 10° M dozda 24. ve 48.
saatlerde hiicrelerin apoptoza gittigi ancak farklilasmadigr saptandi. 72. ve 96.
saatlerde ise 10° M, 10* M ve 10° M MP uygulanan dozlarda hiicrelerin apoptoz ve
nekroza gittigi saptandi. Ozgimen’in HL-60 hiicrelerine MPnin saf formu olan 6a-
metilprednizolon uygulayarak doz denemeleri yaptig1 calismada, 72. ve 96. saatte 10™
M dozda anlaml farklilasma saptamistir (Ozg¢imen, 2006,basiimamustir). Ancak bizim
calismamizda 72. ve 96. saatlerde hiicreler canliliklarin1 kaybetmeye basladi ve buna

bagli olarak da farklilagma saptanamadh.

Bu denemeler sonucunda, hiicrelerin canliligini yitirmemesi ve yiikksek dozda
farklilasmanin saptanabilmesi i¢in deneyin 48. saatte sonlandirilmasina ve ara dozlarin
denenmesine karar verildi. Jian ve ark., HL-60 hiicrelerine arsenik tri oksit (ATRA)
uygulayarak farklilasma baktiklar1 c¢aligmada, 24. saatte %42.3 oraninda ve 48.

saatte %59.2 oraninda farklilagsma saptamislardir. Bu ¢alisma bize 24. ve 48. saatlerde
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farklilasmanin saptanabilecegini gostermistir. Bu verilere dayanarak, ara dozlar olarak
belirlenen 5x10° M, 10° M, 5x10™ M ve 10 M dozlarda MP (Prednol-L) uygulandi.
5x10° M dozda hiicrelerin apoptoza gittigi ve farklilastiklar1 saptandi. Akim sitometri
analazi sonucunda HL-60 hiicrelerinin belirte¢leri olan CD13 ve CD33
ekspresyonunda azalma, farklilasma belirte¢i olan CD11b oraninda artma ve HLA-DR
pozitifligi saptandi. Bu sonug, yliksek doz MP’nin apoptoza ve farklilagmaya
gotiirdiigii bilgisini dogruladi.

Uzunoglu ve ark., HL-60 hiicre serisine MP uyguladiklar ¢aligmada, toksik olmayan
ve farkhilasmaya neden olan dozu 10* M olarak saptamslardir (Uzunoglu ve
ark.,1999). Bizim ¢alismamizda bu dozdan farkli olarak yiiksek doz olarak belirlenen
5%x10° M dozda farklilasma saptanmustir. 10* M dozda farklilasma gortiilmemektedir.

Metilprednizolonun etkisini, epigenetik yolaklardan biri olan DNA metilasyonu
iizerinden gosterip gostermedigini arastirmak amaciyla, metilasyonun saptanmasinda
kullanilan metilasyon spesifik PCR yontemi uygulandi. Bu amagla apoptozis ve
farklilasma icin anlamli doz olan 5x10° M uygulanan hiicrelerden DNA izolasyonu
yapildiktan sonra, bisiilfit modifikasyonu gerceklestirildi. Modifiye edilen DNA’lar ile
P15, CDX2, ER ve BCL-2 genlerinin metilasyon spesifik pcr’lart yapildi. MP
uygulanmayan kontrol grubu HL-60 hiicrelerinde P15 geni promotoru ve BCL-2 geni
promotoru metile bulunmamistir, ER geni promotoru ve CDX2 geni promotoru metile
bulunmustur. MP uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna gore metilasyon profilinde bir

farklilik saptanmadi.

Paul ve ark.larinin bulgulartyla tutarli olarak bizim c¢alismamizda da HL-60
hiicrelerinde P15 geni promotoru metile bulunmamistir (Paul ve ark.,2010).
Lakshmikuttyamma ve ark. da yaptiklart ¢aligmada, HL-60 hiicrelerinde P15 geni
promotorunun metile olmadigin1  ve ifadesinin goriildiigiinii  saptamiglardir
(Lakshmikuttyamma ve ark.,2010). P15 geni promotorunun metile olmamasi, bu genin
ifade edildigini gostermektedir. Bizim c¢aligmamizda da 24. saat ve 48. saat MP
uygulamasindan sonra P15 geninin MP uygulanmayan kontrol grubuyla ayni sekilde

metilasyon profilinde bir degisiklik olmadig1 saptanmistir.



64

Bizim ¢alismamizda ER geni (alfa izoformu) promotoru, HL-60 hiicrelerinde Issa ve
ark. larmin bulgulartyla tutarl olarak metile bulunmustur (Issa ve ark.,1996). Yao ve
ark., 16semi hiicre hatlarinda ER geninin promotor metilasyonunu aragtirdiklari
caligmalarinda, HL-60 hiicrelerinde ER geni(alfa izoformu) promotorunun metile
oldugunu bulmuslardir (Yao ve ark.,2009). Bu ¢alismanin da bulgular1 bizim
bulgularimizla tutarlidir. 24. saat ve 48. saat MP uygulamasindan sonra ER geninin
MP uygulanmayan kontrol grubuyla ayni sekilde metile oldugu saptanmistir. MP
uygulamas1 ER geninin promotor metilasyon profilinde bir degisiklige neden

olmamustir.

CDX2 geni AML’de anormal olarak ifadesi goriilen ve losemi olusumunda rolii
oldugu diisliniilen bir gendir. Scholl ve ark. calismalarinda ,AML
hastalarinin %90’ 1mnda CDX2 geninin yiiksek seviyede ifadelendigini saptamislardir.
Ayn1 caligmada, HL-60 hiicrelerinde de CDX2’nin ifadelenip ifadelenmedigini
arastirmiglardir ve CDX2’nin ifadelenmedigini saptamislardir. Bu c¢alismayla uyumlu
olarak, bizim c¢aligmamizda CDX2 geninin 24. saat ve 48. saat MP uygulanan ve
uygulanmayan kontrol gruplarinda metile oldugu belirlenmistir. MP’nun CDX2
promotor metilasyon profilinde degisiklige sebep olmadigi saptanmistir. Promotor
metilasyonu saptanan genlerin ekspresyonu olmamaktadir. Bu baglamda, bizim
calisgmamizla Scholl ve ark.larinin yaptiklari ¢calisma sonucu tutarli olmaktadir (Scholl

ve ark.,2007). Clinkii alellerden biri metile olmadiginda gen ifadesi goriilmektedir.

Anti-apoptotik bir gen olan BCL-2, AML hastalarinda yiiksek seviyede
ifadelenmektedir. Bizim ¢alismamizda, 24. saat ve 48. saat MP uygulanan gruplarda
ve kontrol gruplarinda BCL-2 geni promotorunun metile olmadigi saptanmistir. Wang
ve ark., yaptiklar1 calismada HL-60 hiicrelerinde BCL-2’nin yiiksek seviyede ifade
edildigini ve bolinmeyi durdurucu ajanlar ile muamele edildiginde ifadesinin
azaldigimi saptamiglardir (Wang ve ark.,2011). Bizim ¢alismamizda, BCL-2 geninin
metile olmamasi, bu genin ifade edildigini gostermektedir. Bu baglamda, bulgularimiz

Wang ve ark.larinin yaptig1 ¢alisma ile tutarhdir.

Bu tez calismasinda, HL-60 hiicrelerinde yapilan MP uygulamasina ek olarak

Hacettepe Universitesi Pediatrik Hematoloji Bilim Dali’'ndan AML hastalarindan
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alinan MP tedavi Oncesi ve sonrasit kemik iligi drneklerinin DNA metilasyon profili
karsilastirilmistir. Bu baglamda, tez ¢aligmasi siiresi kapsaminda toplanan 6 hastanin
tedavi Oncesi ve sonrasi kemik iligi orneklerinden elde edilen DNA’lar modifiye
edildikten sonra P15, ER, CDX2 ve BCL-2 gen bolgelerinden metilasyon spesifik
PCR yapildi ve uygulanan ilacin hiicrelerdeki farklilasma diizeyleri ile metilasyon

profilini etkileyip etkilemedigi aragtirildi.

Sonug¢ olarak, P15 geni promotoru hastalarin ii¢linde metile olmayip, iiclinde
hemimetile, ER geni promotoru hastalarin dordiinde metile olmayip, ikisinde
hemimetile, CDX2 geni promotoru hastalarin hepsinde hemimetile, BCL-2 geni
promotoru ise hastalarin {iciinde metile olmayip, iiclinde hemimetile oldugu
saptanmistir (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3.,Sekil 4.4). Asagida bununla ilgili literatiir

tartismasina yer verilmistir.

p15 Geni Promotor Metilasyonu
Yiizde Dagilimi

* metile ™ metile olmayan ™ hemimetile

0%

- N

Sekil 4.1. Pediatrik AML hastalarinda p15 geni promotor metilasyonunun metile alel,
metile olmayan alel ve hemimetile alellere gore ylizde dagilimi
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ER Geni Promotor Metilasyonu
Yiizde Dagilimi

¥ metile ™ metileolmayan ™ hemimetile

0%

N

/ 67%

Sekil 4.2. Pediatrik AML hastalarinda ER geni promotor metilasyonunun metile alel,
metile olmayan alel ve hemimetile alellere gore ylizde dagilimi

CDX2 Geni Promotor
Metilasyonu Yizde Dagilimi

¥ metile ™ metile olmayan ™ hemimetile

0%

Sekil 4.3. Pediatrik AML hastalarinda CDX2 geni promotor metilasyonunun metile
alel, metile olmayan alel ve hemimetile alellere gore ylizde dagilimi
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BCL-2 Geni Promotor
Metilasyonu Yiizde Dagilimi

" metile ™ metile olmayan ™ hemimetile

0%

N

Sekil 4.4. Pediatrik AML hastalarinda BCL-2 geni promotor metilasyonunun metile
alel, metile olmayan alel ve hemimetile alellere gore yiizde dagilim1

Siklin bagimli kinaz inhibitorii olan P15 geni promotorunun metilasyonuna AML’de
siklikla rastlanmaktadir. Myelopoez siirecinin ileri safhalari ile P15 geninin ifadesi
arasinda bir iliski olduguna dair birgok kanit vardir. P15 geninin ifadesi myeloblast
progenitor hiicrelerde, interlokin-6 (IL-6) ve interferon (INF-B) gibi biiylimeyi
durduran ve monositik farklilasmayr stimiile eden sitokinlere cevap olarak
uyarilmaktadir. Erken CD34+ hematopoetik progenitorlerde pl5 geninin ifadesi ile
ilgili yapilan ¢aligmalarda, in vitro sitokin uygulamasi sonucu pl5 geninin ifadesi
uyarilmig ve gen ifadesinin baglamasi da myeloid farklilagsmay1 indiiklemistir (Rosu ve
ark.,2008). Shimamato ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, 61 AML hastasinda P15 geninin
metilasyon profiline bakmistir ve bu hastalarin %51’inde anormal promotor
hipermetilasyonuna rastlanmigtir. CD34+ hiicreleri G-CSF veya IL-3 ile Kkiiltiire
edildiklerinde erken Dblast progenitorlerinde pl5 geninin ekspresyonunun
indiiklenmesiyle beraber CD11b gibi myeloid farklilasma ile ilgili genlerin de
ekspresyonu baslamistir (Shimamato ve ark.,2005). Ekmek¢i ve ark., AML
hastalarinda tiimor baskilayici genlerin metilasyonunu arastirdiklar1 calismada, 28
hastada P15 geninin metilasyonuna bakilmistir. 18 yetiskin hastanin %50’sinde, 10

cocuk hastanin %30’unda P15 geni metile bulunmustur (Ekmekgi ve ark.,2004). Bizim
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calisgmamizda yeterli hasta sayisina ulasamadigimiz i¢in istatistiksel olarak anlamli bir
siklik verilememistir. Bununla birlikte, alt1 hastanin tedavi Oncesi ve sonrasi
metilasyon profili karsilastirildiginda, yiiksek doz MP uygulanan AML hastalarinda,

P15 geninin promotor metilasyon profilinde bir degisiklik olmadig1 saptanmistir.

Ostrojen reseptor geni (ER), normal hematopoetik hiicrelerde metile degilken, AML
hastalarinda metilasyonuna rastlanmaktadir. ER geninin biiylimeyi veya metastazi
baskilayici etkisinin oldugu birgok hiicre tipinde gdsterilmistir. Ostrojenin hematopoez
tizerinde negatif etkisi oldugu saptanmistir (Issa ve ark.,1996). Issave ark. yaptiklar
caligmada, 23 yetiskin AML hastasinin %91’inde ER promotoru metile bulunmustur.
Losemi hiicre serileri ile yaptiklar1 ER metilasyon analizinde ise HL-60 hiicrelerinde
ER geni promotorunun metile oldugu saptanmistir (Issa, 1996). Ekmek¢i ve ark.,
AML hastalarinda tiimdr baskilayict genlerin metilasyonuna baktiklari ¢alismada, 10
cocuk hastanin %55’inde ve 18 yetiskin hastanin %39’unda ER geni promotoru metile
bulunmustur (Ekmekg¢i ve ark.,2004). Li ve ark., 261 AML hastasinda ER geni
metilasyonuna ve sagkalimla iliskisine bakildigi calismada, hastalarin %61 inde
metilasyon saptanmistir. Tiimden sagkalimin ER metilasyonuyla dogru orantili olarak
arttigin1 6ne slirmektedirler. Ancak bununla birlikte sagkalimla Ostrojen reseptor
metilasyon iligkisinin hala net olmadig1 vurgulanmaktadir. ER gen metilasyonunun yas
arttikca azaldigi1 ve FAB smiflandirmasinda M4 ve M5 alt tiplerindeki hastalarda da
belirgin derece az oldugu saptanmistir (Li ve ark.,1999). Bizim ¢alismamizda calisilan
6 AML hastasinda, ER gen promotoru hastalarin dérdiinde metile olmayip, ikisinde
hemimetile olarak belirlendi, yeterli hasta sayisina ulasamadigimiz igin istatistiksel
olarak anlamli bir siklik verilemedi. Bununla birlikte, alt1 hastanin yiiksek doz MP
tedavi Oncesi ve sonrasi metilasyon profili karsilastirildiginda ER geninin metilasyon

profilinde bir degisiklik olmadig saptanmustir.

Hematopoez siiresince HOX genleri, hiicrelerin kokenine veya bulunduklar1 sathaya
0zgli olarak ifade edilmektedir. Bununla birlikte, myeloid veya eritroid seriye
farklilasip farklilagsmayacagi HOX geninin global olarak ifadesinin baskilanmasiyla
saglanmaktadir. CDX2 geninin gelisim siiresince HOX genlerinin regiilatorii olarak rol
oynadig1 dikkate alindiginda, hematopoetik progenitdr hiicrelerde CDX2 geninin
ektopik ekspresyonunun, HOX genleriyle siki bir sekilde regiile edile kan hiicrelerinin
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farklilagma programini bozabilecegi beklenen bir sonugtur (Rice ve Licht,2007).
Scholl ve ark.larmin 170 AML hastasinda CDX2 geninin ekspresyonunu arastirdiklari
caligmada, 170 hastanin %90’inda CDX2 geninin ektopik ifade edildigini
saptamislardir. Bizim ¢alismamizda pediatrik AML hastalariin tiimiinde CDX2 geni
hemimetile olmas1 nedeniyle bu genin alt1 hastada da ifade edildigini soyleyebiliriz.
Ancak bu sonucun dogrulanmasi i¢in, ¢alismanin devami olarak CDX2 geninin ifade
diizeyine bakilmasi planlanmistir. Bununla birlikte, alti hastanin yiiksek doz MP
uygulanmas1 Oncesi ve sonrast metilasyon profili karsilastirildiginda CDX2 geninin
promotor metilasyon profilinde HL-60 hiicre serileri ile uyumlu olarak bir degisiklik

olmadig1 saptanmastir.

Metilprednizolonun apoptotik etkisini DNA metilasyonu iizerinden gosterip
gostermedigini aydinlatmak i¢in anti-apoptotik bir gen olan BCL-2 promotor
metilasyon profiline bakildi. Bel-2 apoptozisi durdurarak hiicre boliinmesini uyaran bir
proteindir. Losemi hiicre hatlarinda ve AML’de yiiksek seviyede ekspresyonu goriilen
bu onkogen etkisini, mitokondriyal sitokrom ¢ salinimini ve kaspaz-3 aktivasyonunu
engelleyerek kemoterapotik ajanlara karsit direng seklinde gergeklestirmektedir.
Shakankiry ve ark., AML hastalarinda BCL-2 geninin ifadesine baktiklari ¢aligmada,
hastalarda bu geninin ekspresyonunun kontrole gore anlamli derecede yiiksek
oldugunu saptamiglardir (Shakankiry ve ark., 2009). AML hastalarinda BCL-2
geninde metilasyon caligmasi literatiirde yer almamistir. Bizim ¢alismamizda
hastalarin licii metile olmayip, diger li¢ii de hemimetile oldugu i¢in, bu hastalarda
BCL-2 geninin ifadelenmesini beklenmektedir. Bulgularimiza goére bu sonug,
litaratiirdeki yaymnlarla tutarli bir bulgudur. Ancak bu bulgunun, ifade analizi ile
dogrulanmas1 gerekmektedir. Ayrica, altt hastanin MP tedavisi Oncesi ve sonrasi
metilasyon profili karsilagtirildiginda BCL-2 promotor metilasyon profilinde bir

degisiklik olmadig1 saptanmustir.

Kan hiicrelerinde, farklilasma siiresince kromatin kondensasyonunun ¢ok 6nemli rol
oynamaktadir ve farklasmanin son evresindeki hiicrelerde kondensasyonunun payi
maksimum seviyeye ulasmaktadir. insan kan hiicrelerinin farklilasmas: kromatin
kondensasyonunun regiilasyonunu gostermek acisindan elverisli bir sistemdir.

Farklilasma siirecinde, malign hiicreler herhangi bir safthada ortaya ¢ikarak farkl
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16semi tiplerinin olusumuna neden olmaktadirlar. Lukasova ve ark., sinirlt boliinme
kapasitesine sahip farklilasmis beyaz kan hiicreleri ve bu 6zelligini tamemen yitirmis
granlilositler arasindaki kromatin kondensasyonu farkliligin1i saptamak amaciyla
yaptiklar1 ¢alismada, HL-60 hiicrelerini retinoik asit (RA) ile farklilasmaya
indiikledikten sonra H3K9 metilasyon profiline bakmiglardir. HL-60 hiicrelerinde
kromatinde H3K9’un -mono, -di, -tri metilasyonunun ve metilasyon siirecinde yer alan
HP1 proteinlerinin varliginin saglikli insan graniilasotilerindeki kromatinde olmadigini
saptamislardir. RA’in kontrol grubuna goére H3K9 metilasyon profilinde degisiklige
neden olmadigini saptamislardir. Farklilastiric1 ajanlardan biri olan RA’in her ne kadar
hiicreleri terminal boliinmeye indiikleyip, tiimorijenik Ozelliklerini kaybetmelerini
saglasa da kromatin yapisinin tamamen normal hale gelmedigini 6ne siirmektedirler.
Normal insan graniilositlerindeki H3K9 histon metilasyonunun varhigimin 16semik
hiicrelerde olmamasinin kromatinde instabiliteye ve buna bagli olarak niikse sebep
olabilecegi diisliniilmektedir (Lukasova ve ark,2005). Balint ve ark., HL-60 hiicrelerini
retinoik asitle farklilagsmaya indiikledikleri ¢alismada, H4 arjinin 3 (H3R4) ve H3 lizin
4 (H3K4) metilasyon profilini arastirmiglardir. Myeloid farklilasma siirecinin ilk
asamalarinda, H4R3 metilasyonunda artis ve H3K4 metilasyonunda azalma
saptanmistir. Bu modifikasyonlarin transkripsiyondan once gerceklestigi ve takiben
hormonla regiile edilen transkripsiyonlarin gerceklestigi one siiriilmektedir. H4R3
metilasyonunun, pozitif bir epigenetik belirte¢ oldugu ve farklilagma siirecinde
transkripsiyonel cevabi regiile etmede ve epigenetik hafizayr saglamada bir sinyal
mekanizmasi gibi gorev gordiigi belirtilmektedir (Balint ve ark.,2005). Bu baglamda,
farklilastirict etkisi oldugunu bildigimiz ve etki mekanizmasini arastirdigimiz
metilprednizolonun, RA’ten farkli olarak H3K9 histon metilasyonuna veya RA gibi

H4R3 metilasyonuna etki edebilecegi diisiiniilebilir.

AML’de pl5 geninin promotor bolgesindeki DNA metilasyonunun histon ile olan
iligkisinin arastirildig1 ¢alismada Paul ve ark., p15 metilasyonu olan ve olmayan hasta
orneklerinde ve HL-60 hiicrelerinde H3K4 ve H3K27 trimetilasyonunu
arastirmiglardir. pl5 metile olan hastalarda, aktif kromatinden sorumlu H3K4
trimetilasyonu olmadigi, kapali kromatinden sorumlu H3K27 trimetilasyonu oldugu,
pl5 metile olmayan hastalarda, H3K4 ve H3K27 trimetilasyonu oldugu saptanmustir.

HL-60 hiicrelerinde ise, p15 geninin metile olmadig1 saptanmistir. Bununla birlikte
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H3K4 trimetilasyonu varligt ve H3K27 trimetilasyonu olmadig1 goriiliirken, pl5
geninin ekspresyonunun diisiik seviyede oldugu saptanmistir (Paul ve ark.,2010). Bu
veriler 1s18inda, bizim calismamizda metilasyonunu arastirdigimiz  genlerin
ekspresyonlarim1  takiben H3K27 ve H3K4 trimetilasyonunun da calisilmasi

planlanmustir.

Metilprednizolonun etkisini histon metilasyonu iizerinden gosterebilecegi gibi,
miRNA ekspresyonu ile de gosterebilecegi diistiniilmektedir. MikroRNA’lar gelisim,
boliinme, apoptozis ve stres cevabi ile ilgili genlerin ekspresyonlarinin kontroliinii
diizenlemektedir. Hematopoez siiresince mikroRNA’larin islevi ve rolii analiz
edildiginde, hematopoetik farklilasma ve bdliinme arasindaki hassas dengeyi
saglamada birgok kompleks regiilator “loop” varligi ortaya cikarilmistir. Farelerde
yapilan ¢aligsmalarda, miRNA’larin memelilerde kdken-spesifik hiicre farklilagmasinda
onemli rol oynadigi saptanmistir. Insanlarda miR-107 ve miR-203’iin, graniilositik
farklilasma siirecinde ekspresyonlarinin bagladigi goriilmektedir. miRNA’lar hem
onkogenik hem de tiimor baskilayict etki gdstererek 16semi olusumunda 6nemli rol
oynamaktadirlar. Jian ve ark., yaptiklar1 ¢alismada, HL-60 hiicrelerine ATRA (all-
trans retinoik asit) verip farklilastirdiktan sonra miRNA ekspresyonuna bakmislardir.
Farkilagsma siiresince miR-663’iin ekspresyonunun indiiklendigini saptamislardir ve
lentiviris ile miR-663"1 hiicreleri muamele ettiklerinde, HL-60 hiicrelerinin
farklilastigin1 saptamislardir (Jian ve ark.,2011). Bu yiizden metilprednizolon
uygulanan hiicrelerde miRNA ekspresyonlarinin arastirilmasimin gerekli oldugu

diistiniilmektedir.

AML’de tedavide kullanilan yiiksek doz MP’nin etkisini; farklilasma, boliinme
apoptozis siireclerinde etkili olduklar1 bilinen bazi genlerin promotor metilasyon
profilini degistirerek etkili olabilecegi diisiiniilerek planlanan bu tez calismasi
sonuglarina gore, MP’nin hiicre serisi ve yliksek doz MP uygulanan hastalarda
promotor metilasyon profilinde degisiklige yol a¢madigi dolayist ile
metilprednizolonun etkisini gen promotorunda degisiklik yaparak gostermedigi

literatiirde ilk kez belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

1. Yiiksek doz MP uygulanan HL-60 AML hiicre serilerinde, MTT ve akim sitometri
analizleri sonucu ilacin canlilig istatistiksel olarak (p<0.001) anlamli bi¢imde
azalttig1 saptandi. Akim sitometri ile yiiksek doz MP’nin literatiirle uyumlu olarak
apoptozis ve farklilasmaya neden oldugu belirlendi. HL-60 myeloid blastik
hiicrelerde diferansiyasyon igin in vitro etkin MP dozu, yapilan ¢alisma sonrasi

hastalara uygulanan doz ile uyumlu olarak 5x10° M olarak belirlendi.

2. Bu tez ¢alismasinda literatiide ilk kez MP uygulanan HL-60 hiicre serilerinde p15,
ER, CDX2 ve BCL-2 genlerinin promotor metilasyon profili arastirilmistir. Yiiksek
doz MP uygulanan hiicre serilerinde (in vitro) ilacin etkisini, p15, CDX2, BCL-2 ve

ER genlerinde promotor metilasyonu iizerinde gostermedigi ilk kez belirlendi.

3. Ayrica, yine literatlirde ilk kez pediatrik AML hastalarinda ilk tan1 ve 5-7 giinliik
steroid tedavisi sonrasi alinan kemik iligi drneklerinden yapilan DNA izolasyonu,
bisiilfit modifikasyonu ve takiben p15, CDX2, ER, BCL-2 genlerinin metilasyon
spesifik PCR sonrasi metilasyon profili karsilastirildi ve hiicre serisi denemesiyle
tutarli olarak ilacin, bu genlerin promotor metilasyon profilini degistirmedigi ilk

kez saptand.

4. Yiksek doz MP uygulanan hiicrelerden ve yiiksek doz MP uygulanan pediatrik
AML hastalarindan ila¢ 6ncesi ve sonrasi orneklerde P15, CDX2, BCL-2 ve ER
genlerinin ifade diizeylerinin metilasyon profili ile uygunlugunu test etmek iizere

Real-time PCR ile arastirilmasi planlanmustir.

5. Gen ifadesi analizini takiben diger bir epigenetik mekanizma olan histon
modifikasyonlarindan H3K27, H3K9 ve H3R4 histon metilasyonlarina bakilarak,
Metilprednizolonun histonlar {izerinde bir degisikliZe neden olup olmadigi

arastirilacaktir.
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6. Metilprednizolonun diger bir epigenetik yolak olan RNA interferans iizerinden
MIRNA ekspresyonunu degistirip degistirmedigi aragtirmak iizere, miR-107 ve

mMiR-203 ekspresyonlarina bakilmasi bu ¢alismanin devami olarak planlanmustir.

7. Istatistiksel degerlendirme igin yeterli hasta sayisina ulasilamadigindan tedavi
Oncesi ve sonrast hasta Ornegi alinmaya devam edilerek, calisilan 6rnek sayisi

artirilacaktir.
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OZET

Pediatrik Akut Myeloid Losemi Tedavisinde Kullanilan Metilprednizolon’un DNA
Metilasyonu Uzerine Etkisi

Akut Myeloid Losemi, erken hematopoetik kok hiicrelerde bir dizi genetik degisiklik
sonucunda normal biiyiime ve farklilasmanin bozulmasi, kemik iligi ve periferik kanda ¢ok
saylida anormal olgunlasmamis myeloid hiicrenin birikimi ile karakterize olan bir hastaliktir.
DNA metilasyonu, histon proteinlerinin translasyon sonras1 modifikasyonu ve niikleozomlarin
yeniden modellenmesi gibi epigenetik mekanizmalar, kromatin yapisim etkiler ve gen
ifadesinde kalitsal degisikliklere neden olur. Bu degisiklikler 16seminin cesitli alt tipleri dahil
bir¢ok kanserin gelisimine yol acabilir. DNA’daki geri doniisiimsiiz yapisal degisikliklerin
aksine, epigenetik degisiklikler DNA’nin kodlayan dizisinde degisiklige neden olmadan genin
fonksiyon kaybina yol agar. Akut losemi tedavisinde kullanilan glukokortikoidler
antiproliferatif etkileri sayesinde, immiin baskilama, inflamasyon tedavisi ve sitotoksitenin
indiiklenmesi i¢in kullanilmaktadirlar. Sentetik bir glukokortikoid olan metilprednizolonun
yiiksek dozda, myeloid 16semi hiicrelerinin graniilositlere ve makrofajlara farklilagsmasini ve
myeloid 16semi hiicrelerde apoptozisi indiikledigi gosterilmistir. Dexametazon ve
metilprednizolon gibi glukokortikoidlerin normal ve tiimorlii hiicrelerde antiproliferatif etkisi
de gosterilmistir. Cocukluk ¢agi AML hastalarinda metilprednizolonun epigenetik mekanizma
tizerine etkisi bilinmemektedir.

ER-o promotoriiniin anormal olarak metilasyonu, epigenetik olarak bu genin susturulmasiyla
baglantilidir ve losemilerin tani, prognoz ve tedavisinde epigenetik belirte¢ olarak
kullanilmaktadir. %50-90 siklikla akut ve kronik 16semide metile oldugu analiz edilmistir.

CDX2 embriyonik gelisimde onemli rol oynar ve yetiskinlerde intestinal epitel hiicrelerin
farklilagmasi1 ve proliferasyonunu diizenler. AML’li hastalarin %90’ mmda CDX2’nin eksprese
oldugunu ama normal bireylerdeki hematopoetik ve kok hiicrelerde ekspresyonun olmadigi
saptanmuigtir..

AML’de P15, ER genlerinin siklikla metile oldugu bildirilmektedir ve Metilprednizolon’un bu
genler tizerinde metilasyon diizeyinde etkileri konusunda herhangi bir bilgiye rastlanmamustir.

Bu projenin amaci, AML’de siklikla metile oldugu bildirilen p15, ER ve anormal ekspresyonu
goriilen Bcel-2 ve CDX2 genlerinin HL-60 hiicre serisinde ve AML hastalarinda steroid
tedavisi Oncesi ve sonrasi metilasyonuna bakilarak, metilprednizolonun etkisini, epigenetik
yolaktan gosterip gostermedigini aragtirmakti. Bu galigmada, akut myeloid 16semi hiicre serisi
HL-60, hiicre serisine metilprednizolon uygulanarak etken doz saptandi ve 24. ve
48.saatlerdeki kadar apoptotik ve farklilagma etkisine bakildi. Yiiksek ve etken dozun
hiicreleri farklilasmaya gotiirdiigli ancak bunu epigenetik yolak mekanizmalarindan biri olan
DNA metilasyonu iizerinden yapmadigi saptandi. 6 yeni tan1t AML hastasinin tedavi 6ncesi ve
sonrasi kemik iligi 6rneklerinden yapilan analizler sonucu da ilacin etkisini DNA metilasyonu
iizerinden gostermedigini dogruladi.

Anahtar Sozciikler: Akut Myeloid Losemi, Metilprednizolon, Metilasyon, ER, BCL-2,
CDX2, p15
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SUMMARY

Effects of Methylprednisolone on DNA Methylation Used For Pediatric Acute Myeloid
Leukemia Patients

Acute Myeloblastic Leukemia (AML) is a disease characterized with disruption of normal
hematopoietic growth and differentiation and accumulation of humerous abnormal unmatured
myeloid cells. Epigenetic mechanisms such as DNA methylation, posttranslational
modifications of histone proteins and remodeling of nucleosomes affect chromatin structure
and cause heritable changes in gene expression. Epigenetic mechanisms, in particular DNA
methylation, plays a major role in the modulation of gene activity in cancer and silence a large
number of tumor supressor genes in acute leukemias. In contrast to irreversible structural
alterations in DNA, epigenetic alterations don’t cause changes in coding DNA sequence and
result in loss of gene function which can be reversed pharmacologically. But epiegenetic
changes can reverse pharmacologically with demethylating agents which are in use therapy of
hematological malignancies. Methylprednisolone is a synthetic glucocorticoid drug which has
been used with short course and high dose for treating newly diagnosed children with AML,
different AML subtypes and relapsing patients. Methylprednisolone induces differentiation of
myeloid leukemia cells to granulocytes and macrophages and induce apoptosis of myleoid
leukemia cells with or without differentiation. It has been shown that glucocorticoids such as
dexamethasone and methylprednisolone exert anti-proliferative effects on normal and tumor
cells. 1t’s still unknown if methylprednisolone has any effect on gene expression or it performs
its effects through an epigenetic mechanism. CDX2 gene expression is abnormally seen in
acute leukemias. In this study, methylation p15, CDX2, ER and Bcl-2 are investigated before
and after methylprednisolone treatment in HL-60 cell line and in 6 AML patient and it is
demonstrated if methylprednisolone shows its effect with epigenetic pathway. It’s known that
P15, ER genes are aberrantly methylated in AML and their methylation can be reversed with
demethylating agents.  Methylation analysis is done two times before and after
methylprednisolone treatment. First, apoptosis determination is done with Annexin V. HL-60
specific surface antigens and mature myeloid cell surface antigens analyzed with flow
cytometry analysis. Following this step, the high and effective dose for HL-60 cells
established as 5x10°. For this dose, DNA isolation is done. After isolation, methylation
pattern studied for p15, ER, CDX2 and Bcl-2 genes. 6 AML patients bone marrow samples
before and after MP treatment are done metylation spesific pcr for p15, ER, CDX2 and Bcl-2
genes. In conclusion both patient samples and HL-60 cell line shows that MP doesn’t effect
DNA methylation.

Key Words  : Acute Myeloid Leukemia, Methylprednisolone, Methylation, ER, BCL-2,
CDX2, p15
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