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Onsoz

Bu tez ¢aligmam, akademik egitimim boyunca yaptigim aragtirmalar ve deneyimlerin
sonucu olarak ortaya c¢ikmistir. Yiiksek lisans egitimim siiresince edindigim
akademik bilgi ve becerilerin, yaptigim aragtirmalar neticesinde bilgi birikimimin
stirekli genisledigi ve bu alana katkida bulunmay1 olanak tanidi. Tez calismam,
mevcut literatiire katki saglamay1 hedeflemektedir. Buna bagli olarak tez ¢alismamin
literatiirdeki bilgi eksikliklerin giderilmesi amaclanmaktadir. Bu tez ¢alismam
siiresince sistematik bir yaklasim benimseyerek, elde edilen bilgilerin giivenirligi i¢in
0zen gosterdim. Bu c¢alisma da elde ettigim bulgularin bilim diinyasina énemli bir
katki saglayacagini ve gen¢ arastirmacilar i¢in faydali yeni aragtirma sorularinin
ortaya ¢ikmasini umut ediyorum. Bu tez ¢alismasi siiresinde karsilasan zorluluklar ile
bilimsel aragtirmanin ne kadar zorlu bir siire¢ oldugunu anladim. Bilimsel merak,
arastirma azminin, bilgi liretmenin ¢ok dnemli oldugunu inceleme firsati buldum.
Ayni zamanda tez g¢aligmamda yasadigim zorluklar neticesinde, bu zorluklarin
listesinden gelmek icin gosterdigim caba, ana Onemli akademik deneyimler
kazandirdi. Bu deneyimler, akademik kariyerim boyunca 6nemli bir rehber olacaktir.
Sonug olarak bu tez calismasinin kendi alanina 6nemli bir katki saglamasii ve
gelecekteki diger arastirma konulari i¢in ilham kaynagi olacagina ve bilimsel
aragtirmalarin iiretiminin ve paylagilmasimin onemine inanarak bu tezin bu siirece

katki saglamasini diliyorum.

[zmir, 21.08.2024 Besne CELIK



Ozet
Tirozin Kinaz Inhibitérlerine Direncli Kronik Miyeloid Losemi Hiicrelerinde
STAT5’A’nin CRISPR/Cas9 ile Cikarilmasinin Terapotik Etkilerinin
Arastirilmasi

Kronik myeloid 16semi (KML) yapici tirozin kinaz aktivitesine sahip bir flizyon
proteini olan onkoprotein BCR-ABL1 (Breakpoint-cluster region/Abelson kinase)
ile karakterize edilen kronik miyeloproliferatif bir neoplazmdir.

Tirozin kinazlar, hiicre c¢ogalmasina, farklilagmasina, hiicre gogiine,
metabolizmasina ve programlanmis hiicre Oliimiine yol agan bu sinyal iletim
stirecinin Onemli aracilaridir. Tirozin kinaz sinyal yollar1 normalde diizensiz
proliferasyonu Onler veya apoptotik uyaranlara karst duyarliliga katkida bulunur.
Tirozin kinazlarin kanser molekiiler patogenezindeki rolii ¢ok biiyiiktiir ve son
zamanlarda, potansiyel antikanser ila¢ hedefleri olarak moda olan kinazlarla,
Imatinib ve ikinci nesil tirozin kinaz inhibitorleri (TKI'ler) nilotinib ve dasatinib,

prognozu ve yasam beklentisini istatistiksel olarak énemli 6l¢iide iyilestirmistir.

Kronik miyeloid 16semi hastalarinin bununla birlikte, TKI'lere direng, 6nemli bir
klinik zorluk olmaya devam etmektedir. Ugiincii kusak bir TKI olan ponatinib,
BCR-ABL'ye bagh diren¢ mekanizmalara sahip hastalarda sonuglar1 iyilestirse
de, hastalarin bir kismi BCR-ABL'den bagimsiz direng gelistirir ve ponatinib
tedavisi basarisiz olur. Kronik miyeloid 16semide, sinyal ileticisi ve transkripsiyon
aktivatorii Sa — STATS5A, BCR-ABL gibi tirozin kinaz onkogenlerinin (TKO) asag1
akis yoniinde ¢cok onemli bir efektortidiir ve transkriptomik ¢aligmaya dayali olarak,
STATSA ve runt ile ilgili transkripsiyon faktorii 3'in (RUNX3) ekspresyonunu
artttrmast  da  Tirozin Kinaz  Inhibitorlerine  karst  dirence  neden
olabilir. STATSA'nin ayrica KML hiicrelerinin imatinib mesilat gibi tirozin kinaz
inhibitorlerine (TKI) direncini arttirdigi gosterilmistir. Belirli bir kanserin kemo
direncinde 6nemli olan bir enzimi kodlayan bir genin CRISPR/CAS9 kullanilarak
etkisizlestirilmesi, kemoterapiden once veya kemoterapiyle birlikte verilebilecek

potansiyel bir tedavidir.



Bu calismada, Kronik myeloid 16semi hiicre modeli K562 ile onun 1.2
uM Imatinibe diren¢ kazandirilmis formu K562/Ima-Res ile 3 nM Ponatinib’ e
diren¢ kazandirilmis K562/Pon-Res hiicrelerinde Sinyal Ileticisi ve Transkripsiyon
Aktivatori SA — STATSA' nin genom diizenleme teknolojisi Crispr/Cas9 ile
cikartilmasi (knock-out edilmesi) sonrasinda, 16semik hiicreler {izerindeki
sitotoksik, apoptotik, hiicre dongiisii tutulmasi iizerindeki etkilerin ve
karsinogenetik kilit yolaklarda bulunan se¢ilmis genlerin mRNA seviyesindeki

ekspresyon degisimlerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu ¢aligmada Imatinib direngli hiicrelerin IC50 2.4 uM ve ponatinib direngli
hiicrelerimizde 6nM olarak belirlenmistir. Bu tez ¢alismlarinda, K562 ve direncli
hiicre hatlarinda CRISPR/Cas9 uygulanarak STAT5A nakavt sonrasinda hiicresel
yanit analizleri arastirllmigtir. STATSA nakavti sonrasinda apoptotik etkilerini
Annexin V yontemine gore degerlendirilmistir. Hiicre dongiisii tizerindeki etki “BD
Cycletest Plus DNA Reagent Kit” ile degerlendirilmistir. Gen ekspresyon
degisimleri, tim STATSA nakavt hiicre grubu ile kontrol gruplarindan elde edilen
mRNA’larla RT-gPCR ile belirlenmistir. STATSA nakavti sonrasinda direngli
hiicre gruplarinda apoptotic etkiye neden oldugu ve hiicre arrestinin GO/G1 fazinda

arrestine neden oldugu tespit edilmistir.

STATS5A'min nakavti sonrasinda direngli hiicrelerde JAK2, STAT3 ve CISH sinyal
yollarinda farkli degisiklikler gozlemlenmistir. Bu durum, STAT5A'nin gen
ekspresyonu ve sinyal yollarindaki roliinii vurgulamaktadir. ilag¢ direngli hiicreler,
STATS5A'nin yoklugunda sinyal yollarm farkli sekilde diizenlemektedir. Imatinib ve
ponatinib direnci, bu yollarin adaptasyonunu ve etkilenmesini gostermektedir.
STATS5Amin yoklugu, hiicrelerin ¢esitli sinyal yollarin1 yeniden diizenlemesine
neden olmaktadir. Bu da STATS5SA'nin silinmesinin KML hiicrelerindeki ilag
direncini anlamada 6nemli bir rol oynadigmmi ve KML tedavisinde ila¢ direnci ile

iliskili mekanizmanin aydinlatilmasina katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler; Kronik myeloid 16semi, kemoterapotik direnci, genom
diizenleme teknolojisi, STATSA,



Abstract

Investigating the Therapeutic Effects of Knocking out STAT5A with
CRISPR/Cas9 in Chronic Myeloid Leukemia Cells Resistant to Tyrosine Kinase
Inhibitors.

Chronic myeloid leukemia (CML) is a chronic myeloproliferative neoplasm
characterized by the oncoprotein BCR-ABL1 (Breakpoint-cluster region/Abelson

kinase), a fusion protein with constitutive tyrosine kinase activity.

Tyrosine kinases are important mediators of this signal transduction process that
leads to cell proliferation, differentiation, cell migration, metabolism, and
programmed cell death. Tyrosine kinase signaling pathways normally prevent
dysregulated proliferation or contribute to sensitivity to apoptotic stimuli. The role of
tyrosine kinases in the molecular pathogenesis of cancer is immense, and recently,
with kinases in vogue as potential anticancer drug targets, Imatinib and the second-
generation tyrosine kinase inhibitors (TKIs) nilotinib and dasatinib have statistically
significantly improved prognosis and life expectancy. In patients with chronic
myeloid leukemia, however, resistance to TKIs remains a significant clinical
challenge. Although ponatinib, a third-generation TKI, improves outcomes in
patients with BCR-ABL-dependent resistance mechanisms, a proportion of patients

develop BCR-ABL-independent resistance and fail ponatinib treatment.

In chronic myeloid leukemia, signal transducer and transcription activator 5a —
STATS5A is a crucial downstream effector of tyrosine kinase oncogenes (TKOs) such
as BCR-ABL and, based on transcriptomic study, it suppresses the expression of
STAT5A and runt-related transcription factor 3 (RUNX3). Its increase may also
cause resistance to Tyrosine Kinase Inhibitors. STAT5A has also been shown to
increase the resistance of CML cells to tyrosine kinase inhibitors (TKIs) such as
imatinib mesylate. Inactivation of a gene encoding an enzyme important in the
chemoresistance of a particular cancer using CRISPR/CAS9 is a potential treatment

that could be given before or in conjunction with chemotherapy.



In this study, the genome editing technology CRISPR of Signal Transducer and
Transcription Activator 5A — STAT5A was used in Chronic myeloid leukemia cell
model K562 and its form K562/Ima-Res, which was resistant to 1.2 uM Imatinib,
and K562/Pon-Res, which was resistant to 3 nM Ponatinib. It was aimed to
determine the effects on cytotoxic, apoptotic, cell cycle arrest on leukemic cells and
the expression changes at the mMRNA level of selected genes in key carcinogenetic
pathways after the removal of CRISPR/Cas9.

In this study, the 1C50 values for imatinib-resistant cells were determined as 2.4
uM and for ponatinib-resistant cells as 6 nM. In this thesis, the cellular responses
were investigated following STAT5A knockout using CRISPR/Cas9 in K562 and
resistant cell lines. The apoptotic effects after STAT5A knockout were evaluated
using the Annexin V method. The impact on the cell cycle was assessed with the
"BD Cycletest Plus DNA Reagent Kit." Changes in gene expression were determined
by RT-qPCR using mRNA obtained from all STAT5A knockout cell groups and
control groups. It was found that STAT5A knockout induced apoptotic effects in

resistant cell groups and caused cell cycle arrest in the GO/G1 phase.

After the knockout of STATSA, different changes were observed in the JAK2,
STATS3, and CISH signaling pathways in resistant cells. This highlights the role of
STAT5A in gene expression and signaling pathways. Drug-resistant cells regulate
their signaling pathways differently in the absence of STAT5A. The resistance to
imatinib and ponatinib demonstrates the adaptation and impact of these pathways.
The absence of STATS5A leads to the reorganization of various signaling pathways in
the cells. This suggests that the deletion of STAT5A plays a significant role in
understanding drug resistance in CML cells and may contribute to elucidating the
mechanism related to drug resistance in CML treatment.

Keywords; Chronic myeloid leukemia, chemotherapeutic resistance, genome editing
technology, STATSA
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Giris
1.1 Arastirmanin Problemi

Kanser, giiniimiizde 6nemli halk sagligi sorunudur. Kanser vakalar1 2025 yilina
kadar her y1l >20 milyon yeni kanser vakas1 beklenmektedir ve bu vakalarin artacagi
ongoriilmektedir. Diinya ¢apinda kanser vakalarinin ve 6liimlerin 6nde gelen nedeni
olmaya devam etmektedir (Ferlay et al. 2015).

Molekiiler ve tiimor biyolojisi hakkinda artan bilgi ile kanser tedavisine yonelik yeni
yaklagimlar ortaya ¢ikmistir (Schiller et al. 2002). Gelisen tedavi yontemleri avantaj
saglasa da ilag direnci hala kanser tedavisinde bir zorluk olarak devam etmektedir.
Bu durum ila¢ direncine bagli gelisen kanser mekanizmasinin aydinlatilmasi ve yeni
tedavi yaklagimlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Haider et al. 2020).

Kanser hiicrelerinin tedaviye karsi direng gostermesi son yillarda kanser tedavisinin
zorlu yonlerinden biridir (Nikolaou et al. 2018). Kanser hiicrelerine yonelik hedefli
tedavilerin kesfinde kaydedilen ilerlemeler antikanser ajanlarin onaylanmasina yol
acsa da direng, yasami tehdit eden bir yan etki olarak kanser tedavilerinin Oniine
gecmektedir (Oun et al. 2018). Ilag direnci, kanser hiicrelerinde icsel ve digsal
faktorleri arasindaki karmasik etkilesim sonucunda kanser direncinde katkida
bulunmaktadir. Kanser direncinde rol oynayan igsel faktdrler onkojenik yollari
aktive ederek ila¢ hedeflerinin ve tedavilere kars1 duyarsizlagmasina ayrica DNA
onarim mekanizmalarimi giliclendirerek sagkalim yollarinin aktivasyonuna neden

olmaktadir. Boylece, kanser tedavileri sitotoksik etkilerden ka¢masmna yol

agmaktadir (Dzobo et al. 2018).
1.2 Arastirmanin Sorusu

Arastirmamizda kullandigimiz biyoteknolojik bir yontem olan diizenli araliklarla
bolinmiis palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR) ve Cas9 proteini ile direngli
16semi hiicre grubu ile kontrol grubu sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii 5A
(STAT5A)'nin ¢ikarilmas: tizerindeki sitotoksik, hiicre proliferasyonu, apoptotik
etkilerin degerlendirilmesi, hiicre dongiisii tutulmasi tizerindeki etkilerin arastirtlmasi
ve karsinogenetik olarak rol oynayan genlerin mRNA seviyesindeki degisimleri
belirlenmektedir. Bu yontem ile direngli 16semik hiicrelerde meydana gelen ilag
direncinde rol oynayan proteinin ¢ikarilmasi sonucunda direngli 16semi hiicrelerinin

proliferasyonunu inhibe etmeyi saglayacagimizi diisiinmekteyiz.



1.3 Arastirmamin Hipotezleri

Kronik miyeloid 16semi (KML) tedavisinde rol oynayan tirozin kinaz inhibitorleri
(TKI) hiicre ¢ogalmasina, farklilagsmasia, hiicre gogiine, metabolizmasma ve
programlanmis hiicre 6liimiine yol acan bu sinyal iletim siirecinin 6nemli aracilaridir.
Potansiyel antikanser ilag hedefleri olarak imatinib ve ikinci nesil tirozin kinaz
inhibitérleri (TKlI'ler) nilotinib ve dasatinib, prognozu ve yasam beklentisini
istatistiksel olarak onemli dlclide iyilestirmistir. Kronik miyeloid 16semi hastalarinin
bununla birlikte, TKi'lere direng, dSnemli bir klinik zorluk olmaya devam etmektedir.
Ucgiincii kusak bir TKi olan ponatinib, BCR-ABL'ye bagl diren¢ mekanizmalarina
sahip hastalarda sonuglar1 iyilestirse de, hastalarin bir kismi1 BCR-ABL'den bagimsiz
direng gelistirir ve ponatinib tedavisi basarisiz olmaktadir. Dolayisiyla,
kemoterapotik ajanlara diren¢ kazandiran tiim kanserler, asamali olarak
biiylimelerine ve malignite 6zellikleri sergilemelerine izin veren ¢oklu mutasyonlar
icerdiginden, kanser hiicresi genomunu hedeflemek c¢ekici bir yaklagim haline
gelmektedir.

Kronik miyeloid 16semide sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii Sa (STAT5A),
BCR-ABL gibi tirozin kinaz onkogenlerinin (TKO) asag1 akis yoniinde ¢ok 6nemli
bir efektoriidiir ve transkriptomik calismaya dayali olarak, STATSA ve runt ile ilgili
transkripsiyon faktorii 3'in (RUNX3) ekspresyonunu arttirmasi da tirozin kinaz
Inhibitdrlerine karsi dirence neden olabilir. STAT5A'in ayrica KML hiicrelerinin
imatinib mesilat gibi tirozin kinaz inhibitérlerine (TKI) direncini arttirabilir.
CRISPR/Cas9 yontemi ile direngli 16semi grubu ile kontrol grubunda STATS5A nin
cikartilmas1 TKI direncini inhibe etmede 6nemli bir rol oynayabilir.

Aragtirmamizda kronik miyeloid 16semi de ila¢ direnci kazandirilmig imatinib ve
ponatinib tirozin kinaz inhibitorleri, CRISPR/Cas9 yontemi ile STATSA’nin
¢ikarilmasi sonucunda direngli kronik miyeloid 16semi grubu ile kontrol grubunun

terapotik etkisi arastirilmistir.

1.4 Arastirmanin Varsayimlari

Arastirmamizda CRISPR/Cas9 yontemi ile STAT5A’nin ¢ikarilmasi sonucunda
diren¢ kazandirilmis l6semi hiicre grubu ile kontrol grubu hiicreleri iizerindeki

etkilerin arastirilmas1 hedeflenmistir. Bu yontem ile diren¢ kazandirilmis 16semi



hiicre grubu ile kontrol grubu iizerindeki sitotoksik, hiicre proliferasyonu, apoptotik,

hiicre dongiisii lizerindeki etkiler ve mRNA ifadesindeki degisimler incelenmistir.

1.5 Arastirmanin Simirhhiklar:

Arastirmamizda direngli ve kontrol 16semi hiicreler ile in vitro kosullarinda
calisilmigtir. Deney hayvanlar ile hastalar gruplar ile ¢alisiimadigindan in vivo bir
calisma yapilmamistir. Buna bagli olarak herhangi bir degerlendirme de

bulunmamustir.

1.6 Arastirmanin Amaci

Kronik myeloid 16semi (KML) yapici tirozin kinaz aktivitesine sahip bir fiizyon
proteini olan onkoprotein BCR-ABL1 (Breakpoint-cluster region/Abelson kinase) ile
karakterize edilen kronik miyeloproliferatif bir neoplazmdir.

Tirozin kinazlar, hiicre cogalmasina, farklilasmasina, hiicre go¢iine, metabolizmasina
ve programlanmig hiicre Oliimiine yol agan bu sinyal iletim siirecinin Onemli
aracilaridir. Tirozin kinaz sinyal yollari normalde diizensiz proliferasyonu dnler veya
apoptotik uyaranlara kars1 duyarliiga katkida bulunur. Tirozin Kinazin
ekspresyonunun ve aktivitesinin mutasyonlar veya diger mekanizmalar yoluyla
deregiilasyonu, ¢ok ¢esitli hastaliklara yol agcar ve ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin
klasik bir 6zelligidir. Tirozin kinazlarin kanser molekiiler patogenezindeki rolii ¢ok
biiyiiktiir ve son zamanlarda, potansiyel antikanser ila¢ hedefleri olarak moda olan
kinazlarla, Imatinib ve ikinci nesil tirozin kinaz inhibitérleri (TKI'ler) nilotinib ve
dasatinib, prognozu ve yasam beklentisini istatistiksel olarak O6nemli Olgiide
iyilestirmistir. Kronik miyeloid 16semi hastalarinin bununla birlikte, TKI'lere direng,
onemli bir klinik zorluk olmaya devam etmektedir. Ugiincii kusak bir TKI olan
ponatinib, BCR-ABL'ye bagh diren¢ mekanizmalarina sahip hastalarda sonuglari
iyilestirse de, hastalarin bir kismi BCR-ABL'den bagimsiz direng gelistirir ve
ponatinib tedavisi basarisiz olmaktadir.

Kronik myeloid 18semi hiicre modeli K562 ile onun 1.2 uM Imatinibe direng
kazandirilmis formu K562/Ima-Res ile 3 nM Ponatinib’ e direng kazandirilmis
K562/Pon-Res hiicrelerinde STATS5A' nin  genom diizenleme teknolojisi

CRISPR/Cas9 ile ¢ikartilmasi (knock-out edilmesi) sonrasinda, 16semik hiicreler
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tizerindeki sitotoksik, apoptotik, hiicre dongiisli tutulmasi {izerindeki etkilerin ve
karsinogenetik kilit yolaklarda bulunan secilmis genlerin mRNA seviyesindeki
ekspresyon degisimlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Boylelikle kontrol grubu
hiicreler ile deney grubu hiicreler arasinda yapilacak istatistiksel analizler sonrasinda,
gen ifadelenmelerindeki degisikliklerin de saptanmastyla, bir transkripsiyon faktorii
olarak l6komogenez gelisim siirecini tetikleyen STATSA geninin ¢ikartilmasinin

olas1 terapotik etkileri belirlenmesi amaglanmastir.



Genel Bilgiler

2.1 Kronik Miyeloid Losemi

Kronik miyeloid 16semi (KML), 22. kromozom da bulunan BCR (Breakpoint Cluster
Region) geni ile 9. kromozomda bulunan ABL1 geninin translokasyonu sonucunda
olusmaktadir (Zheng, 2013). Bunun sonucunda kromozom 9 wuzamaktadir,
kromozom 22 ise kisalmaktadir. Philadelphia kromozom, genellikle hatali kromozom
22 olarak bilinmektedir (Surace et al., 2014). Bu onkogenin varlig1 akut lenfoblastik
l6semi olgularin  %]15’inde, kronik miyeloid losemi olgularinin %95’ inde
gbzlemlenmistir (Ravandi and Kebriaei 2009). Bu translokasyon sonucunda 210 kDa
(p210), 190kDa (p190) ve p229 flizyon proteini olugmustur (Score et al., 2010).
Kronik miyeloid 16semi, BCR-ABL1 sonucunda olusan p210 fiizyon proteini ile
iligkilidir. BCR-ABLI1 filizyon proteini, KML hiicrelerin proliferasyonunda ve sag
kalim da islev goren bir enzim olan fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)
iliskilendirilmektedir (Quintas-Cardama and Cortes 2009). C-Abl proteinin baglangi¢
ekzon dizisi ile BCR dizisinin yer degistirilmesi sonucunda olusan p210 mutant
proteini, sitoplazmada artan tirozin kinaz aktivitesine yol agmaktadir (Carofiglio et
al., 2020). Tirozin kinaz hiicre proliferasyonunu ve apoptozun inhibe edilmesini
tesvik etmektedir. Bu durum hiicre dongiisiiniin hizlanmasina, DNA onarim
siireclerinin de engellenmesine yol agmaktadir (Hantschel, et al., 2003, Lemmon, and
Schlessinger 2010). BCR-ABL1 onkogeni CRK benzeri protein (CRKL) ile
etkilesim gostermektedir. Bu durum normal ABL proteininden ayirt etmektedir. Bu
flizyon proteini, janus kinaz (JAK)/Sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii 5
(STATS) sinyal yolunu aktive eder ve RAS-protoonkogen (RAS) proteinlerini
dolayli olarak aktive edilmesini saglamaktadir (Uemura et al., 1997, Ikeda et al.,
2022). STAT (Sinyal iletici ve Transkripsiyon Aktivatorii), hiicre zarindan
cekirdege sinyallerin iletilmesinden sorumludur, buna bagli olarak gen ifadelerinde
degisikliklere neden olmaktadir (Seif et al., 2017). BCR-ABL tirozin kinaz aktivitesi
STAT ailesinin bir liyesi olan STATS5’1 aktive etme yetenegine sahiptir, bu durumda
anormal bir sekilde hiicre proliferasyonunda, sag kalimda, BCR-ABL 16semi

patofizyolojinde rol oynamaktadir (Berger et al., 2014).



2.2 Kronik Miyeloid Losemi de Tirozin kinaz Inhibitérleri (TKI)

Kronik miyeloid 16semi olgularinda tedaviye yonelik kullanilan tirozin kinaz
inhibitdrleri (TKI) BCR::ABL adenozin trifosfat (ATP) baglayic1 bolgesine
baglanarak, substratlarin  fosforilasyonunu engeller ve BCR::ABL’nin
Iokomonogenez sinyallesmesini inhibe etmektedir. Tirozin kinazlar, hiicre
proliferasyonu, hiicre gogiine, apoptoza yol agan sinyal iletim araglar1 i¢in 6nemli
arcilardir. Tirozin kinazlarin kanser patogenezinde onemli rol oynamaktadir. Son
zamanlarda potansiyel antikanser ilag hedefleri haline gelmektedir. Gida ve ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ilk TK{ imatinib mesilatidir (IM) (Mitchell et al.,
2018). Yapilan IRIS c¢alismalarinda imatinib mesilati, kronik fazdaki KML
olgularmin yaklasik %74’linde tam sitogenetik remisyon, balstik fazdaki KML
olgularinin %11’inde hematolojik yanit olusturmaktadir (Kantarjian et al., 2002).
Imatinib mesilatinda yiiksek molekiiler yanit ve sitogenetik oranlarina ragmen KML
olgularinda ila¢ direnci gelismektedir. Bu durum Ph- pozitif (Ph+) KML olgular1 i¢in
sorun olmaktadir (Yoshida and Melo 2004). IM direncine kars: ikinci ve iigiincii
nesil TKi’ler gelismesine neden olmustur. Ikinci ve figiincii nesil TKI (dasatinib,
nilotinib, bosutinib ve ponatinib) ‘ler iy1 bir remisyon orani saglasada hi¢birt KML
olgularinda olugan direncin istesinden gelememektedir (Kantarjian et al., 2021,
Cortes et al., 2018).

2.2.1 Dasatinib (Sprycel, BMS-35425)

Ikinci nesil bir TKI olan dasatinib, IM direncin iistesinden gelmek icin gelistirilmis
cok hedefli bir TKI’dir (Travis, 2004). Dasatinib, ATP baglanma bdlgesine
baglanarak ABL araciliyla inhibe edici etki gostermektedir. Bu durumda ATP
baglanma bolgesindeki P-dongiisiindeki mutasyonlar ABL kinazin in vitro
kosullarinda dasatinibe olan etkinligi azalmistir (Lombardo, et al., 2004). Imatinib
ile karsilagtirlldiginda T hiicre popililasyonlar1 gosteren bir tiir immiinolojik
degisikliklere neden olmaktadir. Buna bagl olarak dasatinib ile tedavi edilen KML
olgularimin yiiksek seviyede efektor CD4+ T hiicre popiilasyonu bulunmasi ile

dogrulanmaktadir (Nerreter et al., 2014). Aynm1 zamanda tedavi edilen olgularin



periferik kan Orneklerinde dentritik hiicreler, sitotoksik T ve dogal oldiriicii

hiicrelerde (natural killer, NK) artis oldugu bildirilmistir (Futosi et al., 2012).

2.2.2 Nilotinib (Tasigna, AMN107, Novartis)

Ikinci nesil TK1I olan nilotinib, imatinib tiirevidir ve yiiksek 6zgiilliikle tasarlanmustir.
Nilotinib, ATP baglanma bdlgesinde yer alan P-loop katlanarak ABL tirozin kinazin
inaktif formuna baglanmaktadir. Bunun sonucunda substrat baglanma bdlgesini
bloke ederek, ATP baglanma alanini bozmaktadir. Bu durumda tirozin kinaz
enziminin Katalitik aktivitesini inhibe etmektedir (Yang and Fu, 2015, Xie et al.,
2016). imatinib direncli BCR-ABL mutasyonlarin inhibisyonunda giiclii bir ajandir
ancak T3151 mutasyonuna karsi etkili degildir (Blay and Von 2011). Nilotinib,
epidermal biiyiime faktorii reseptorleri, SRC kinazlar, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktoriinde etkili olmaktadir (Weisberg et al., 2007). Ayrica hiicre Oliimiinii ile
otofajiyi de tetiklediginden apoptozu indiikklemektedir (Shaker et al., 2013).

2.2.3 Bosutinib (SK1-606, Wyeth),

Ikinci nesil bir TKI olan bosutinib, c-KIT ile trombosit kaynakli biiyiime faktdriine
kars1 inhibitor etkinligine sahip SCR-ABL kinaz inhibitoriidiir (Remsing Rix et al.,
2009). Bosutinib, M318 ile van der walls baglari ile bir hidrojen bag1 olusturmaktadir
( Levinson and Boxer 2012). ABL kinazin P halkas1 bosutinib iel temas
etmemektedir, bu durumda P halkas1 mutasyonlarma kars1 bosutinibi duyarli hale
gelmektedir. Imatinib direncli KML hiicre hatlarinda bosutinibe karsi duyarlilik
gosterilmistir ancak T3151 mutasyonuna karsi bosutinib duyarlilik gostermemistir

(Redaelli et al., 2009).

2.2.4 Ponatinib (AP24534)

Ugiincii nesil TKI olan ponatinib, T3151 mutasyonuna kars: aktivite gdsteren giiglii
bir inhibitérdiir. T3151 da hidrojen bagi olusmamasi sonucunda ponatinibin etinil
kismi, ATP baglanma bolgesinde yer degistirerek karbon-karbon bagi olusmasini
saglamaktadir. Bu durumda P-loop ile yakin temas kurarak F317 ile bir hidrojen bagi
olusturmaktadir. TKI ile F317 arasindaki mutasyonlar in vitro kosullarinda

ponatinibi olumsuz etkilemektedir (Zhou et al., 2011). Ponatinib, T315l mutasyonu
7



dahil olmak {iizere diger BCR-ABL mutasyonlarina karst giiclii bir inhibitordiir. Bu
mutasyonlara karsi etkili olsa da BCR-ABL den bagimsizda diren¢ olugmaktadir,
buna bagli olarak ponatinib tedavisi basarisiz olmaktadir (Mitchell et al., 2018).

2.3 Kronik Miyeloid Losemi Hiicrelerinde ila¢ Direnci

Kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde TKI direncinin en bilinen mekanizmasi
BCR::ABLI kinaz alan mutasyonlaridir (Branford et al., 2018). BCR::ABL1’den
bagimsiz gelisen direncin mekanizmasi heniiz anlasiimamistir TK1I direnci ile iliskili
olarak diisiiniilen alternatif sinyal yollari, DNA onarimi, epigenetik islev bozuklugu,
BCR::ABLI asir1 ifade edilmesidir (Alves, et al., 2021). KML hiicrelerinde direng,
tirozin  kinazda meydana gelen kinaz bolgesindeki degisiklikler ile
iligkilendirilmektedir (Jabbour et al., 2013). Kinaz alaninda meydana gelen
mutasyonlar TKI’lerin BCR::ABL1’in ATP baglanma bélgesine baglanmasini engel
olur ve bunun sonucunda TKIi’lere karst diren¢ kazanmaktadir (Fernandes et al.,
2022). Bunlara ek olarak ¢oklu mutasyonlara sahip olgularin ikinci nesik TKI yaniti
zayif olmaktadir. Ayrica T3150’a ek mutasyonlara sahip olgularin iigiincii nesil TKI
olan ponatinib’e yanit yine zayif olmaktadir (Parker et al., 2016). BCR::ABL1 asir1
ifadesi bir baska diren¢ mekanizmasidir. Bu diren¢ mekanizmas1 TKI araciligiyla
inhibe edilmesi gereken onkoproteinin konsantrasyonunu artirarak dirence neden
olmaktadir (Mahon et al., 2000). Duyarli ve direngli KML olgularinda yapilan bazi
calismalarda DNA onarim genlerinin (RAD51L1, FANCA, ERCCS) asir1 ifade
edilmesi KML’de DNA onarim mekanizmasinda bozuklaga neden olmaktadir. Bu
durum TKI direncinde ve KML evriminde dogrudan rol oynamaktadir (de Lavallade
et al., 2010). BCR::ABL1, KML’de inhibe edilmesi ve kinaz aktivite eksikligini
gidermek i¢in alternatif sinyal yollarin1 aktive etmektedir. Bu sinyal yollar1 (SRC,
RAS/MAPK, JAK/STAT, PI3K/AKT) TKI direncine katkida bulunmaktadir (Alves
etal., 2021).

2.3.1. KML Direncin de JAK/STAT Sinyal Yolu

KML de sag kalimi, proliferasyonu ve ilag¢ direnci ile iliskili olan JAK/STAT sinyal
yolu STAT3 ve STATS efektorleri ile gerceklesmektedir. (Amarante-Mendes et al.,
2022, Brachet-Botineau et al., 2020). KML CD34+ hiicrelerinde TKi direncine
neden olan Y705 fosforilasyonu sonucunda STAT3 aktivasyonuna neden olmaktadir.
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Yapilan caligmalarda bu direncin istesinden gelmek i¢in imatinib ve STAT3
inhibitorii olan BP-5-087 ile kombinasyon tedavileri uygulanmistir. Bunun
sonucunda TKI’ye direncli 16semik kok hiicreler ile prognitor hiicrelerin sag kalimim
azalmasina neden olmustur (Eiring et al., 2014). Yine benzer bir ¢calismada JAK1 ile
BCR::ABLI’in beraber inhibe edildiginde benzer sonuglar elde edilmistir.
JAK1/STATS3 sinyallemesin eksintrik olarak aktive edildiginden KML hiicrelerinde
kalicilig1 saglamaktadir (Kuepper et al., 2019). Benzer bir sekilde STAT5’in asir1
ifade edilmesi in vitro ve in vivo kosullarda TKI kaynakli KML hiicrelerinin
apoptoza olan hassasiyeti azalttig1 bildirilmistir (Warsch et al., 2011). BCR-ABL,
FLT3, JAK2 ve ILS sinyallemesine yanit olarak STATS aktive olmaktadir (Gupta et
al., 2019). STATS5 sinyallemesi Pim-1 ve siklin D2 hedef genlerin ifadesini yukar1
regiilasyonuna neden olur ve hiicre 16komogenezini tesvik etmektedir ( Gupta et al.,
2019, Klejman et al.,2002). Aymi zamanda fosforile edilmis STATS, PI3K/AKT
sinyal yolunu aktive ederek hiicre bliylimesini arttirmaktadir. Diger yandan
STATS’in inhibe edilmesi, anti apoptotik proteinler olan BCL-2 , MCL-1’in
ifadelerini azaltir, pro-apoptotik protein olan Bim ifadesini ise artirmaktadir (Harir et
al.,, 2007). Dolayisiyla KML’de STATS aktivasyonu, hiicre proliferasyonu, sag
kalimi1, apoptoz inhibisyonu ve imatinibe kars1 direng olusturmaktadir (Minieri et al.,
2018). STATS ikiye ayrilmaktadir STATSA ve STATSB bunlar kanser hiicrelerinin
sag kaliminda ve l6semi patogenezinde Onemli rol oynamaktadir. Yapilan bir
calismada imatinibe duyarli ve direngli KML hiicrelerinde STATS5A’nin siRNA
araciligiyla baskilanmasi apoptozu indiikledigi ve imatinibe karsit duyarliligin
artmasina neden olmustur (Kosova et al., 2010). TKi direncine karst1 STAT5A’yi
hedeflemek potansiyel terap6tik hedef haline gelmektedir.

2.4 CRISPR-Cas9 Teknolojisi

CRISPR (Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlar) gen bdlgeleri
baz1 bakteriler ve arkelerde bakteriyofaj enfeksiyonuna ve plazmit transferine karsi
bagisiklik gelistirmek i¢in CRSIPR ile iligkili genler tarafindan kodlanan RNA
kilavuzlu adaptif bagisiklik sistemleri gelistirmistir. Daha sonra farkli DNA’nin kisa
pargalar1 ile yeni ara parcalar konak kromozom igerisindeki CRISPR tekrar ara
pargasina dahil edilmektedir (Mojica et al., 2016). CRISPR/Cas9 teknigi DNA

dizisini belirli bir noktadan ¢ift sarmalli kiriklara neden olan DNA endoniikleaz Cas9
9



ve rehber RNA bulunmaktadir (Ran et al., 2013). Rehber RNA’lar, crRNA ve
tracrRNA icermektedir. Her ikisinin de farkli islevleri bulunmaktadir crRNA 20-22
bp’lik istenen DNA dizisine baglanirken tracrRNA ise DNA kiriklarina neden olan
Cas9 igin bir ¢ergeve olarak islev gormektedir (Wang et al., 2016). Cas9 proteini S.
pyrogenes bakterisinden tiiretilmistir ve SpCas9 olarak adlandirilmaktadir. 1368
amino aside sahip cok islevli bir endoniikleazdir. Cas9’1n iki belirgin bolgesi rehber
RNA’y1 istenen DNA bolgesinden baglar ve DNA dizisinde ¢ift sarmal kiriklara
neden olmaktadir (Mei et al., 2016, Jiang and Doudna, 2017). CRISPR/Cas9’un
niikleaz bolgesi HNH, RuvC ve PAM ile etkilesim boélgelerinden olusmaktadir
(Nishimasu et al., 2014). Cas9 proteinin HNH benzeri bolgesi, DNA dizisinde hedef
bolgedeki PAM tanima bdlgeleri icin 6zgiillik saglayarak PAM ile etkilesimiyle
hedef DNA’da cift sarmal kiriklarina neden olmaktadir (Nishimasu et al., 2014, Jiang
and Doudna, 2017). Bu baglamda RNase H katlanmasi ile tanimlanan retroviral
integraz siiper ailesinin proteinlerine yapisal olarak benzeyen Cas9 proteini RuvC
benzeri bolgeyi hedeflemeyen ipligi kesmektedir (Ariyoshi et al., 1994). Yapilan
mutagenez calismalarinda bu iki bolgenin Cas9 DNA endoniikleaz olarak dnemini
gostermektedir. Bu iki alan degistiginde Cas9, endoniikleaz islevini kaybetmektedir
(Nishimasu et al., 2014). CRISPR/Cas9 sistemi, kullanim kolaylhigi, yiiksek
verimliligi ve tasarim kolayligindan dolayr ¢ok ¢esitli organizmalarda genom
manipiilasyonunda giiclii bir ara¢ olarak uygulanmaktadir (Hsu et al., 2014).
CRISPR/Cas9, ¢inko parmak niikleazlar1 (ZFN’ler) ve transkripyon aktivatorii
benzeri efektdr niikleazlar (TALEN’ler) gibi niikleaz aracili gen diizenleme
tekniklerinin aksine, DNA’nin taninmasi bir protein araciligiyla degil 20nt’lik rehber
RNA dizisi tarafindan belirlenmektedir (Doudna and Charpentier 2014,
Chandrasegaran and Carroll 2016). Boylece DNA tanima alanlarindaki protein
miithendisligi ortadan kalkarak biiylik o6l¢ekli genomik manipiilasyonlarin ve
uygulanabilirligi agisindan yaygin olarak benimsenmesine neden olmaktadir (Hu et

al., 2016).

2.5 Kronik Miyeloid Losemi Hiicrelerinde CRISPR-Cas9 Yontemi

CRISPR/Cas9 yontem, Cas9’un o6zgiil alanlar1 etkin bir sekilde kesmesini saglaya,
hiicreleri homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) yoluyla DNA’y1 onarmasi i¢in

aktive edilen Tek rehber RNA (sgRNA) araciligiyla ¢aligmaktadir. CRISPR/Cas9
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sistemi baz eklemeleri veya delesyonlara neden olmaktadir, buna bagli olusan
cergeve kaymasit mutasyonlar: ile gen ifadesinde degisikliklere yol agmaktadir. Bu
sayede DNA dizisinde biiylik bir parca silinmis olur hedef genin kolay bir sekilde
nakavt (Knock-out, KO) edilmesini saglamaktadir (Braun et al., 2020). KML’de
BCR-ABL filizyon geni onkojenik bir nedendir. Bu nedenle BCR-ABL bozulmasi
veya nakavt (Knock-out,KO) edilmesi durumunda BCR-ABL fiizyon proteinin
tiretimini de ortadan kaldirmaktadir. Bunun sonucunda KML hiicrelerini de tedavi
etmemiz mimkiin hale gelmektedir. Yapilan g¢alismalarda CRISPR/Cas9 sistemi
kanser hiicrelerindeki fiizyon genlerini etkili bir sekilde diizenlendigi bildirilmistir.
BCR-ABL 16semi hiicrelerinde olast onkojenik etkinligini Onlemek i¢in
CRISPR/Cas9 sistemi kullanilmistir (Garcia-Tufon et al., 2017, Vuelta et al., 2021).
K562 hiicrelerinde CRISPR gRNA Fokl niikleaz ile CRISPR/Cas9 sistemleri
kullanilmistir (Luo et al., 2019). Yapilan ¢alisma sonucunda CRISPR/Cas9 yontemi
ile imatinib tedavisine karsi duyarsiz veya direncli KML olgularin tedavisinde giicli
bir terapétik potansiyel oldugunu ve bu yéntemin TKI direnci KML olgulari i¢in bir

tedavi segenegi olabilecegi One siiriilmiistiir (Zeng et al., 2024).
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Gerec ve Yontem

3.1 Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

Hiicre kiiltirli yasam bilimlerindeki en o©Onemli tekniklerden biri olmaktadir.
Dokularin veya organlarin ¢ikarilmast ve bunlarin hayatta kalmalarina veya
cogalmalarina olanak saglayacak yapay bir ortama yerlestirilmesi i¢in kullanilan
genel terimdir. Hiicrelerin optimal sekilde biiylimesi i¢in temel c¢evresel
gereksinimler sunlardir: Kontrolli sicaklik, hiicre baglanmasi i¢in substrat ve dogru
pH ve ozmolaliteyi koruyan uygun biiylime ortami ve inkiibator. Hiicre kiiltiirtinde
en Onemli nokta, in vitro kiiltiir i¢in uygun biiylime ortaminin segilmesidir. Hiicre
kiiltiirii ortam1 genellikle uygun bir enerji kaynag:1 ve hiicre dongiisiinii diizenleyen
bilesikler icermektedir. Tipik bir kiiltlir ortam1, amino asitler, vitaminler, inorganik
tuzlar, glikoz ve biiylime faktorleri, hormonlar ve baglanma faktorlerinin kaynagi
olarak serumdan olusan bir tamamlayicidan olusur. Besin maddelerine ek olarak
ortam ayni1 zamanda pH ve ozmolalitenin korunmasina da yardimci olmaktadir. Proje

calismamizda kullanilan hiicre hatti ve 6zellikleri Tablo 1 de gosterilmistir.

Table 1. K562 Hiicre hatlar1 ve Ozellikleri

Hiicre Hatti Ozellikleri

K562 K-562 (Insan Kafkas Kronik Miyeloid Lésemi)- ECACC

(Eyropean Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu), Morfoloji: Lenfoplast).

Kronik miyeloid 16semi hiicresi

K562/IMA12 12 uM Imatinib’e direngli K562  hiicre  hattidir.
Laboratuvarimizda, K562 hiicrelerine 1 nM’dan baslayip,
ikilenme zamanina bagh olarak, hiicrelerin canlilik ylizdesine ve
koloni olusturmamalarima dikkat edilerek Imatinib ilavesini

takiben, 8 aylik siire¢ sonunda 1.2 uM direng kazandirilmistir
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K562/Pon3 3 nM  Ponatinib’e  direngli  K-562  hiicre  hattidir.
Laboratuvarimizda, benzer sekilde K562 hiicrelerine 0.1 nM’dan
baslayip Ponatinib ilavesini takiben, 10 aylik siire¢ sonunda 3 nM

diren¢ kazandirilmistir.

3.1.1 Hiicrelerin Cogalma Kosullar1 ve Degerlendirilmesi

Tirozin Kinaz, inhibitorlerine diren¢ kazandirilmis K562/Ima-Res, K562/Pon-Res
hiicreleri ile K562, kronik miyeloid I6semi hiicre hatlar1 calismamizda kullanilmastir.
Bu hiicre hatlarin  ¢ogalmasi in-vitro kosullarinda gergeklestirilmistir. Hiicrelerin
proliferasyonlari i¢in RPMI 1640 %10 Fetal bovine serum (FBS) 2mM 1-glutamin,
100U/mL penisilin, 0,1 mg/ml streptomisin kullanilmistir. Proje calismamizda
16semik hiicre hatlarimiz ve kontrol grubumuzu filtreli kapakli flasklara (25 cm2 ve
75 cm?2 lik) ekildi. Hiicrelerde %85 konfluent elde edene kadar ¢ogalma ve biiyiime
elde edilene kadar hiicrelerin 37°C’ de % 95 nem ve %5’lik CO2’li etiivde
inkiibasyonu saglanmigtir. Hiicrelerin sayis1 ve canliligini tripan blue (tripan mavisi)
boyast ile belirlenmistir. 50 uL hiicre ve 50uLl tripan mavisi karisimin1 hazirlayip
Neubayer lamda, 151k mikroskobu altinda hiicre sayimi yapilmistir. Tripan mavisi
calisma prensibi, hiicre icine boyay1 alarak mavi renkte gdérnmesini saglar, bu
hiicreler 6lii olarak degerlendirilir. Boyay1 hiicre icine almayip parlak renkte goriinen
hiicreler canli olarak degerlendirilmistir. Canli ve 6lii hiicre sayisint ml basina
seklinde hiicre canliligi % olarak hesaplanmistir. Hiicrelerin takip islemleri ve
diizenli araliklarla inverted mikroskop kullanilarak gergeklesmistir. Pasajlama
sonrasinda hiicreleri stoklama i¢cin DMSO (Dimetil siilfoksit) ve serum karisimi ile

dondurularak -80°C saklanmustir.
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Sekil 1. Neubayer Lam

3.1.2 Direngcli Hiicrelerin Elde Edilmesi

TKI direngli KML hiicre hatlar1 elde edilmesi i¢in 8-10 aylik siire¢ sonunda direng
kazandirilmigtir. K562/1.2Imatinib direngli hiicre hatti 1nM dan baglayarak, hiicre
canlilik yiizdesi ve koloni olusturmamalarina dikkat edilerek imatinib ilavisi ile
ikilenme zamanina bagh olarakta 8 aylik siirecte 1.2uM diren¢ kazandirilmistir. K-
562/3nM Ponatinib direngli hiicre hattinda ise 0.1 nM dan baslayarak ponatinib

ilavesine takiben 10 aylik siirecte direng¢ kazandirilmistir.

3.2 Transfeksiyon Verimliligi

Proje calismamizda KML hiicre hatti kullanilacak olup, sentetik gRNA dizileri ile
STATSA genine spesifik olarak dizayn edilmis “TrueGuide™ Synthetic sgRNA,
Assay ID: CRISPR731236 SGM, Catalog number:A35533 Thermo Scientific”,
negatif kontrol olarak “TrueGuide™ sgRNA Negative Control, non-targeting 1
Catalog number:A35523, Thermo Scientific” ve pozitif kontrol olarak TrueGuide™
sgRNA Positive Control, CDK4 (human) Catalog number: A35526, Thermo
Scientific” olarak belirlenmigtir. Cas9 kesimi ise “TrueCut™ Cas9 Protein v2 (1
mg/mL) 25 ng, Catalog number:A36497, Thermo Scientific” ile gergeklestirilmistir.
Sentetik gRNA” lar ile Cas9 kesim proteininin hiicrelere transfeksiyon ise, lipid bazli
bir yeni nesil transfeksiyon ajani olan “Lipofectamine™ CRISPRMAX ile Cas9
Transfection Reagent, Catalog number:CMAXO00015 Thermo Scientific”

transfeksiyon reaktifi” kullanilarak gerceklestirilmistir. Tranfeksiyon i¢in “Opti-
14



MEM™ Reduced Serum Medium Catalog number:31985062 Thermo Scientific”

serumu azaltilmis medium kullanilacaktir. gRNA Transfeksiyon islemlerine ait

protokol asagida detayli olarak Tablo 2. de verilmistir.

Tablo 2. Transfeksiyon Protokolii

Adimlar

Eylem

Prosediir Detaylar:

Giin

J&s

883

1

Ekilen hiicreler

Transfeksiyondan bir giin 6nce, yapisik hiicrelerinizi

asagidaki  yoOnergelere  gore tohumlaym, bdylece
transfeksiyon giiniinde %30-70 oraninda birlesirler.

96-well 24-well
8,000- 40,000
18,000 90,000

hiicre

6-well
250,000—
450,000

Kuyu
basina
hiicre

hiicre hiicre

yogunlugu

Kuyu

basina 100 uL 0.5mL 2mL

medyanin

nihai hacmi

Giin

Tiip 1'i hazirlamak:
Cas9 proteini +

Opti-MEM™ |
Medium’da  Cas9
Plus™
Reaktifi ile gRNA

soliisyonu

ONEMLI! Lipofectamine™ CRISPRMAX™ Reaktifini
(Tiip 2) seyreltmeden once daima Cas9 protein/fgRNA/Cas9
Plus™ reaktif soliisyonunu (Tiip 1) hazirlanacaktir.

a. Standart iki parcalt gRNA formatini (crRNA:tractrRNA)
kullaniliyorsa, crRNA:tracrRNA dupleksini olusturmak
icin TrueGuide™ crRNA ve TrueGuide™ tracrRNA'y1 5X
tavlama tamponunda tavlanacaktir. Premium tek parca
format1 (sgRNA) i¢in bu adimi atlanabilir ve Adim 2b ile
devam edilecektir.

b. TrueCut™ Cas9 Protein v2, gRNA (crRNA:tracrRNA
duplex veya sgRNA),
Reaktifi ve Opti-MEM™ I Indirgenmis Serum Medium

Lipofectamine™ Cas9 Plus™

taze, RNAse igermeyen mikrosantrifiij tiiplinde asagidaki

tabloya gore lyice karistirmak.

Reaktif 6-well
Opti-MEM™ 1 125
Medium uL

250 ng | 1250 ng | 6250 ng
(15 (75 (375
pmol) pmol) pmol)

96-well
SuL

24-well
25 uL

Cas 9 protein

gRNA
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(crRNA:tracrR | 50 ng | 240 ng | 1200 ng
NA duplex or | (1.5 (7.5 (375
SgRNA)* pmol) pmol) pmol)
Lipofectamine

™ Cas9 Plus™ | 0.5 uL 2.5ulL 12.5 uL
Reagent**

Lipofectamine™ Cas9 Plus™ Reaktifini en son eklemek.

Tiip 2'yi
hazirlamak:
Lipofectamine™

CRISPRMAX™

Lipofectamine™ CRISPRMAX™ Transfeksiyon

Reaktifini Opti-MEM™ 1 Indirgenmis Serum Medium’da
asagidaki RNAse

tabloya gore taze, igcermeyen bir

mikrosantrifiij tiipiinde Iyice seyreltmek.

3 reaktifini Opti- | | Reaktif 96-well 24-well 6-well
MEM™ I'|| Opti-MEM™ | 5ulL 25 uL 125 uL
Medium’da Medium
Seyreltmek Lipofectamine

™ 0.3 uL 1.5uL 7.5 uL
CRISPRMAX
™ Reagent
Opti-MEM™ |  Medium’da (Tap 2) seyreltilmis
Lipofectamine™  CRISPRMAX™  Reaktifini  oda
Tiip 2'yi oda | sicakliginda 1 dakika inkiibe etmek.
sicakhiginda Tip 2'yi oda sicakliginda 5 dakikadan fazla
G? 1 dakika inkiibe | birakmayacaktir.
etmek Not: gRNA/Opti-MEM™ [ soliisyonunu oda sicakliginda 1

dakikadan daha uzun siire inkiibe edilebilir. Tiip 1 oda
sicakliginda 30 dakikaya kadar birakildiginda transfeksiyon

verimliliginde higbir degisiklik gézlemlenmedi.

o~

?o

Tip 1 + Tip 2'yi

karistirmak

Seyreltilmis Lipofectamine™ CRISPRMAX™ Reaktifini
(Tip 2) gRNA/Opti-MEM™ T soliisyonuna (Tiip 1)

eklemek ve pipetleyerek iyice karistirmak.

Not: Yiiksek verimli kurulum i¢in (6rnegin, 96-well format

veya digerleri), Tiip 2'yi daha hacimli bir ana karisim
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olarak hazirlanabilecek igin Tiip 2'nin igerigini daima Tip

1'e eklemek.

10-15 dakika oda
sicakhiginda

inkiibe etmek

Tip 1 + Tiip 2 karisimini (yani transfeksiyon kompleksi)
oda sicakliginda 10-15 dakika inkiibe edin.

Hiicrelere

a. Asagidaki tabloya gore %30-70 izdihamda yapiskan

1 transfeksiyon hiicrelerinize transfeksiyon kompleksini (6. Adimdan)
kompleksi eklemek.
::: eklemek ve 37°C'de
inkiibe etmek. Reaktif 96- 24- 6-
well | well | well
! Cas9
protein/gRNA/transfeksiyon | 10 50 250
reaktif kompleksi uL uL pL
b. Hiicreleri 37°C'de 2 giin inkiibe etmek.
a. Kulugkadan sonra kiiltiir medium’u ¢ikarimak ve
. Genom diizenleme | hiicreleri 50-500 pL PBS ile durulamak.
Giin 3-4 ":“‘ verimliligini b. Genomik boliinme algilama tahlilini gergeklestirmek igin
v dogrulamak hiicrelerin ~ bir  bolimiinii  kullanilacak. downstream
8 ve alt uygulamalara | deneylerinde kullanmak i¢in en yiiksek boliinme

gecmek

verimliligini gosteren klonlart segilecektir.

Not: TrueGuide™ Pozitif Kontroller (insan AVVSL,
CDK4, HPRT1 veya fare Rosa 26) ile transfekte edilmis
hiicrelerde gen diizenleme etkinligini dogrulamak igin
GeneArt™ kitin

kullanilmasi é6nerilmektedir.

Genomic Cleavage Detection

3.2.1 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile Jel Elektroforez

Genetik olarak manipiile edilmis direngli ve kontrol K562 hiicre hatlarimizda
tranfeksiyon verimliligi gozlemlenmektedir. Bunun i¢in “GeneArt™ Genomic
Cleavage Detection Kit” araciligi ile PCR yapildi ve PCR iiriinlerimizi teyit

edebilmek icin jel elektroforez yapildi. Jel elektforozde pcr iiriinlerimizi tespit etmek
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i¢in GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, ready-to-use (Katalog numarasi #SM0323)
DNA merdiven (ladder) kiti kullanildi.

3.2.1.1 PCR protokolii (GeneArt™ Genomic Cleavage Detection Kit);

1. 50ul Hiicre lizis buffer ile 2uL protein parcaliyict soliisyonlar1 mikrosantrifiije
icerisinde karistirilir.

2. Bu karisimdan 50 ul alarak 200g 5 dakika 4°C santrifiij edilen hiicrelerin peletleri
tizerine restispanse edilerek karistirilir. Ardindan PCR tiiplerine aktarilir (0.200ul
eppendorf) ve Thermal Cycle da asagida yer alan Tablo 3 da sicakliga ve zamana

uygun calistirilir.

Tablo 3. Thermal Cycler sicaklik ve zaman doéngiileri

Sicakhik Zaman
68°C 15 dakika
95°C 10 dakika
4°C Hold

3. Thermal Cycler dan sonra hiicre lizatlarin1 vortekleyerek tablo 4 verilen bilgilere
gore pcr tiiplerine sollisyonlar eklenerek konvensiyonel PCR’da, PCR
amplifikasyonu gerceklestirilir. Ardindan tablo 5 gésterilen dongiilerde PCR kurulur

ve calistirilir.

Tablo 4. PCR iiriinleri i¢in verilen bilesen miktarlar

Bilesen Uriin (hiicre lizat) Kontrol
Hiicre lizat1 2uL -
10uM Primer F/R karigimi luL -
Kontrol primerleri - luL

Amplitag Gold 360 Master

miXx

25uL 25uL
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Niikleaz igermeyen su 22 uL 24 uL

Toplam hacim 50 uL 50 uL

Kullanilan Primerler:

STATS5A forward: GATAGGTAGGCATGGCAAGG

STATS5A reverse: CTGGATGGTAGGGACCCTCT

Bu primer ekzon 2 de yer alan primer amplikasyonuna neden olmaktadir 271 bp
uzunlugundadir

CDK4 forward: GCACAGACGTCCATCAGCC

CDKA4 reverse : GCCGGCCCCAAGGAAGACTGGGAG

Bu primer 557 bp uzunlugundadir.

Tablo 5: PCR déngiileri

Evre Sicakhik Zaman Dongii
Enzim aktivasyonu 95°C 10 dakika 1X
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 55°C (Tm) 30 saniye 40X
Uzama 72°C 30 saniye
Son Uzama 72°C 7 dakika 1X
Hold 4°C Hold* 1X

Basarili bir sekilde PCR dongiilerimizin ve bilesenlerimizin calistigini teyit etmek

icin Jel elektroforez yapildi.

3.2.1.2 Jel elektroforez protokolii;

1. 1xXTAE (Tris Asetik Asit Edta) tampon i¢in ve agoroz jel
konstanrasyonumuzu ayarlamak i¢in kullanildi.

2. Agaroz’umuzu %?2 olacak sekilde 2 gr agaroz hassas terazi de tartildiktan
sonra lizerine 100ml 1x TAE buffer ekliyoruz ve mikro dalgada 2-3dk

agarozlar ¢oziilene kadar 1s1tildi
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3. Agarozumuzu yaklasik 50°C soguduktan sonra 10uL EtBr (Etidyum Bromiir)
eklendik ardindan karistirilarak agaroz jelimizi sogumast icin  kuyucuk
kalibina dokiildii

4. Agaroz jelimizi jel elektroforez cihazimiza ekleyip lizerini geginceye kadar
1x TAE buffer ile tankimizi dolduruyoruz

5. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) friinlerimizi DNA yiikleme boyasi
(DNA loading dye 6X) ile muamele edildikten sonra kuyucuklara
yerlestiriyoruz ardindan 1 saat 100 V (Volt) calistirtyoruz.

bp ng/0.5pg %

3000 28 56
2000 28 56
1500 28 56
1200 28 56
1000 80 16.0
~-900 27 54
—800 27 54
—700 27 54
—600 27 54
—500 80 16.0
—400 30 6.0

— 300 30 6.0
— 200 30 6.0

— 100 30 6.0

1.7% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE,5V/cm, 1 h

Sekil 2. Jel elektroforezde kullamlan DNA ladder

3.2.1.3 Boliinme analizi (Cleavage Assay)

Hedefledigimiz sekilde PCR iiriinlerin dogrulanmasi sonucunda béliinme analizi

yapilmaktadir
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1. 1-3 uL PCR fiirlinlinii alarak yeni bir pcr tiipiine eklenir ardindan 1 ul 10X

detection reaction buffer eklenir

2. Son hacim 9ul olana kadar su eklenir tablo 6: yer alan protokole gore

Thermal cycler ¢alistirilir.

Tablo 6. Boliinme analizin gerceklestirilmesi i¢cin Thermal cycler da gereken adimlar

Evre Sicakhik Zaman Sicakhik/Zaman
1 95°C 5 dakika -
2 95° C-85°C - -2°C /saniye
3 85°C -25°C - -0.1°C /saniye
4 4°C - Hold*

Ardindan enzim sindirimi i¢in;

1.

2
3.
4

1 ul Detection enzim pcr tiiplerine konulur
37°C 1 saat inkiibe edilir

Vortex ve spin yapilir

. 4°C ye yerlestirilir ya da jel goriintiileme yapilir

3.3 Hiicre Proliferasyon Analizi

Kontrol K562 ve direngli K562 hiicrelerinde STATSA Knockout (KO) edilmis deney

grubu hiicreleri ile onlarin STAT5A’y1 ifade etmeye devam eden kontrol grubu

esleniklerinde sitotoksite analizini “cell proliferation kit (XTT)” kullanarak

gerceklestirilmistir. XTT c¢alisma prensibi ise, canli hiicrelerden tetrazolyum

tuzlariin ayristirtlmasina dayanan non-reatif spektofotometrik ve kalometrsj bir test

olan sitotoksisite analizinde tetrazolyum tuzlar1 elektron alarak indirger ve
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formazona donlismektedir. Bu sayede canli hiicreler {izerinde renk degisimi meydana
gelmektedir. Cansiz, 6li hiicreler tetrazolyum bilesiklerini indirgeme yeteneklerini
kaybettikleri i¢in renk degisimi meydana getirmeyeceklerdir. Bundan dolay1 canli
hiicre sayisinin artmasi formazon boyasinin miktar1 da arttirilacaktir. Formazon
boyasinin Ol¢limii ELISA mikroplak okuyucuda (Multiskan Fc, Thermo) ile
gerceklestirilmistir.  STATS5A  knockout  edilmesinin K562  hiicrelerinin
proliferasyonu {iizerindeki etkileri zamana bagimli olarak gosterilmistir. Bu esnada
gergeklestirilmesi planlanan bir baska analiz ise, gen cikartilmasi sonrasinda
hiicrelerin tirozin kinaz inhibitorii imatinibe verdikleri yanitin belirlenmistir.
Calismaya dahil edilen tiim I0semi hiicre hatlarimizin imatinib igin hiicrelerin
yarisin1  Oldiiren sitotoksisite dozu IC50 onceki calismalarimizda belirlenmis
durumdadir. Transkripsiyon faktoérii STATSA’ nin ¢ikartilmast sonrasinda 100 nM-
100 puM doz araliginda ve 24 - 48 - 72 saat siirecinde 16semi hiicrelerinin imatinib
hassasiyetinin geri kazanilmasi hedeflenerek, bu analiz gergeklestirilecektir. Gen
cikartilmas1 sonrasinda elde edilecek yeni IC50 degeri ile, hiicrelere spesifik olarak
onceden belirlenmis IC50 dozlarinin kiyaslanmasi sonrasinda o&zellikle direngli

hiicrelerde gozlenecek olas1 kemoterapotik yanit geri kazanimi belirlenmistir.

NO5
CHy A _s0y
-~ N
O A~ ~NC2
v T HC.. A =~
: o= TN 2 Na'
A i iR e - 5 1 Na®
N ¢ _NH
VR / \ = N
/ i g \ =N o~ SO;
¢ N N e e Detabolise \
N L L N, AN A~ SO
‘ J 7 N N
P e ] ] ] {
0O HO.
CHs ~ 0O g NO,
XTT Formazan

Sekil 3. XTT tahlilinin prensibi

3.4 Apoptoz Analizi

Kontrol ve diren¢li K562 hiicrelerinde STAT5A KO edilmis deney grubu ve onlarin
STATS5A y1 ifade eden kontrol grubu esleniklerinde apoptotik durumlarini belirlemek
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amaciyla Annexin V yontemi “BD Pharmingten FITC Annexin V apoptosis
Detection Kité kullanilarak, Normal bir hiicrenin, hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde
membran lipitlerinden biri olan fosfotidilserin (PS) bulunmaktadir. Hiicrenin
apoptoza girmesi durumunda hiicre zarmin i¢ yiizeyinde bulunan fosfotidilserin,
hiicre zarinin dis yiizeyine ge¢cmektedir. Bu gecis siireci, membran biitiinliigliniin
bozulmadigi durumda apoptotik hiicre Oliimiiniin erken evresinde meydana
gelmektedir. Hiicrenin dis yiizeyine transloke olan ve fosfatidilserine baglanan bir
protein olan Anneksin V floresan bir madde (FITC) ile isaretlenerek apoptotik
hiicrenin goriiniir hale gelmesi saglanmaktadir. PS’nin hiicrenin dig yiizeye
translokeolmasi nekrotik ve ge¢ apoptotik hiicrelerde de meydana gelmektedir. Bu
nedenle erken apoptotik hiicrelerin ayrimi propidium iodide (red fluorescence)
boyasi ile saglanmaktadir. Bu baglamda; FITC-Anneksin V ve Pl negatif olan
hiicreler canli, FITC-Anneksin V pozitif PI negatif olan apoptoz siirecine girmis
ancak heniiz membran biitiinliigli bozulmamis hiicreler erken apoptotik, FITC-
Anneksin V ve PI pozitif olan apoptoz siirecine girmis ve membran biitliinligi
bozulmus hiicreler ge¢ apoptotik, FITC-Anneksin V negatif PI pozitif olan hiicreler
ise nekrotik olarak degerlendirilecektir. Apoptoz analizi, x3 biyolojik replika olacak
sekilde gerceklestirilecektir. Meydana gelen apoptotik indiiksiyon, BD Accuri akis

sitometri cihazinda (BD Biosciences) degerlendirilmistir.

3.5 Hiicre Dongiisii Analizi

STATSA KO edilmis deney grubunu olusturan K562 parental ve direngli hiicreler ile
sagliklt kontrol hiicreleri ile STATSA KO edilmemis eslenik kontrol grubu
hiicrelerde hiicre dongiisii tutulmasi tizerindeki etkileri BD Cycletest Plus DNA
Reagent Kit” (Becton Dickinson) kullanilarak degerlendirilmistir. Bu kitin ¢aligma
prensibi, sodyum sitrat, sikkroz ve DMSO igeren tampon i¢ine toplanan hiicrelerin
membran lipitleri non-iyonik deterjani ile liziz edilmektedir. Hiicre iskeleti ve niikler
proteinler ise tripsin ile elimine edilmektedir. Riboniikleaz A RNA’lar1 sindirirken,
sperminin ise kromatinlerin stabilizasyonu saglamaktadir. Izole edilen DNA’nimn
Propidyum iyodiir (PI) boyasi ile boyanmasi sonucunda 580nm ve 650nm arasindaki
dalga boylarinda floresan 151k yaymaktadir. Elde edilen floresans 1sinlar1 sayesinde;
anoploidi (2n, 2-4n,4n) DNA miktar1 belirlenir, boylece G0/G1, G2/M ve S faz

evrelerindeki hiicre sayis1 ve ylizdeleri tespit edilmektedir. Tiim k562 hiicrelerinden
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ve direngli k562 hiicrelerinden 1x 10° hiicre 6 kuyucuklu mikroplakaya ekilip ve
hiicre dongiisii lizerindeki etki BD accuri akim sitometri cihazinda (BD Biosciences)

cihazinda degerlendirilmistir.

3.6 Gen Ekspresyon Analizleri

CRISPR/Cas9 genom diizenleme teknolojisi ile hedef genimiz STATSA KO edilmis
deney grubu hiicreler ile onlarin kontrol grubu hiicrelerden 16semi ve karsinogenez
siirecinde biiyiik 6nem tasiyan hedef genlerin mRNA transkripti seviyesindeki gen
ekspresyon profillemesi yapilmistir. Deney ve kontrol grubu hiicrelerden izole edilen
total RNA’dan cDNA c¢evrimi konvansiyonel PCR cihazinda kit manueli geregince
olusturulan termal profilde gerceklestirildikten sonra belirlenen termal profilde
hedefe spesifik genler olarak dizayn edilmis primerler ile ger¢ek zamanli PCR
cihazinda [LightCycler 480 (Roche, Germany)] kantatif PCR analizi
gerceklestirilmistir.  Bu kapsamda apoptoz, hiicre dongiisii, ilag direnci, 16semi
terapotik hedef genleri, onkogenler, tiimor siipresorlerin mRNA seviyesindeki ifade
degisiklikleri olusturdugumuz orijinal panel ile incelenmistir. Belirlenen hedef
genlerin mRNA seviyesindeki ifade profilleri her bir kuyucuk i¢in esik dongiisii (CT)
degeri LightCycler 480 kantifikasyon yazilimi (Quantification software) kullanilarak
hesaplanmistir. Daha sonra verilerin analizi “SABiosciences PCR Array Data
Analaysis” sistemine girilerek 2742 yontemi geregince hesaplanmustir. Gen ifadesi
analzii x3 biyolojik replika olacak sekilde calisilmistir ve istatiksel analizler Student-
T testi ile gerceklestirilmistir. Gen ekspresyon profilleri yapilacak hedef genlere ait

olusturdugumuz orijinal panel Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Gen ekspresyon analizinde kullanilacak hedef genler

Apoptoz | Hiicre JAK/STAT | Diger Diger STATS Onkogen

dongiisii Genler | Genler | Hedefleri | ile iliskili
BAX ATM STAM BCR GAPDH | CISH ABLI
BCL-X | CCND1 | STATI CEBPB  AKTIN | PIMI
BCL-2 | CDKNIA | STAT3 ABCG2 MTOR

CASP3 CDKN2A | STAT5A ABCC2
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CASPS8 CDKN2B | STATS5B GABI1

MCLI E2F1 SOCS1 GAB2
CDK4 IL6
JAK2

3.6.1 Gen ekspresyonu icin total RNA izolasyonu

Hiicreler inkiibasyon siireci sonunda toplanip, santrifiij sonrasi elde edilen hiicre
pelletlerinden, total RNA izolasyonlar1 “Magna Pure Compact RNA Isolation” kit
manueline gore gergeklestirilmistir. Buna gore, elde edilen hiicre pelleti iizerine
100 pul PBS ve 100 pl “Lysis-binding Buffer” eklenip karistirilip, karisim
Magnapure Compact LC (Roche) cihazina yiiklenip, otomatize RNA izolasyonu
prosediirii baglatilatilmistir. Elde edilen RNA o6rneklerinin konsantrasyonu ve
safliklar1 260/280nm ve 230/260nm dalga boylarinda absorbanslarinin dl¢tilmesi ile
belirlenmistir. Bu dlgiimler her bir 6rnekten 1-2uL kullanilarak Nanodrop cihazinda

gerceklestirilmistir.

3.6.2 Gen ekspresyonu icin cDNA sentezi

RNA’larin  ¢cDNA c¢evrimi “OneScript® Plus c¢DNA Synthesis Kit” ile
konvanisyonel PCR cihazinda yapilmistir. Genomik DNA Eliminasyon
Reaksiyonu: Hazirlanan reaksiyon karisimi 42°C’° de 5 dk inkiibe edilip, 1 dk

boyunca buz iizerinde tutulduktan sonra ters transkripsiyon karigimi hazirlanmistir

Tablo 8.cDNA i¢in bilesen ve miktarlar

Bilesen Miktar
RNA 25ng-5ug
Buffer GE 2ul
RNase-free su Degisken
Toplam Hacim 10ul
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Reverse Transkripsiyon Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi: 10 pl RNA
eliminasyon karigimi bulunan her tiipe 10 pl ters transkripsiyon karisimi eklenip,
42°C’ de 10 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 95°C° de 5 dk inkiibe edilerek
reaksiyon durduruldu. Her tiipe RNase-free su ilave edilip pipetlenerek, tiipler buz

tizerine alinip gercek zamanli PCR protokiilii ile devam edilmistir.

Tablo 9.Reverse trankripsiyon reaksiyon karisimimnin hazirlanmasi

Bilesen 1X Reaksiyon Hacmi
5X Buffer BC3 4 ul
Control P2 1ul
R3 Reverse | 2ul
Transkriptase Mix 3ul
RNase-free su
Toplam Hacim 10ul

Hiicrelerden elde edilen total RNA’ lardan sentezlenen c¢DNA’ lar PCR
reaksiyonunda kalip olarak kullanildi ve PCR sonucunda elde edilen ifadeler
birbirleriyle karsilastirildi. Yapilan analizler laboratuvarimizda bulunan Roche

LightCycler 480 platformunda gerceklestirildi. gPCR reaksiyonu hazirlandi

Tablo 10.qPCR reaksiyonu igin bilesenler ve miktarlar

Bilesen Miktar
RT? SYBR Green
) 12.5ul
Mastermix
) ) 1ul
cDNA synthesis reaction

RT? gPCR Primer Assay 1ul
RNase-free su 10.5ul

Toplam Hacim 25ul

Hazirlanan 25 pl reaksiyon karigimi, 96’ lik plak formatinindaki her bir kuyuya 25 ul
olacak sekilde dagitildi. Real-time PCR cihazinda termal profile gore amplifiye
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edilmigtir. qRT-PCR  sonuglarinin  analizi  AACt metodu kullanilarak

gerceklestirilmistir.
Tablo 11.Termal profil
Dongii Siire Sicaklik
1 10dk 95°C
40 15s 95°C
1dk 60°C
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Bulgular

4.1 Hiicre Proliferasyon Testi

Kiiltire edilmis  hiicrelerin  canlilik  yiizdelerini  hesaplamak  amaciyla
gerceklestirdigimiz tripan mavisi boyasi ile K562 hiicrelerinin yiizde %95 canli,
K562/1.2 Imatinib direngli hiicrelerin yiizde canlihg %92, K562/3nM Ponatinib
direngli hiicrelerin yiizde canliligi ise %95’tir. Elde edilen verilerin deneylerde

kullanilacak canlilikta olduklar1 gozlemlenmistir (Sekil 4).

Sekil 4. Tripan mavisi ile boyanmis 10x bilylitmede K562 hiicrelerinin sayimmi yapilmistir

4.2. Direncli Hiicrelerin Sitotoksite Analizi

K562/1.2uM Imatinib ile K562/3nM Ponatinib direncli hiicrelerine imatinib icin
0.5uM,1uM,1.2uM ve 2uM dozlar1 uygulanmistir. Direngli ponatinib hiicreleri i¢in
InM, 3nM, 6nM dozlari uygulanmistir. Direngli hiicrelerin XTT analizi ile

gerceklestirildi. 1Csp degeri calcusyn yazilim programinda hesaplanmistir.
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4.2.1 K562/1.2uM Imatinib Direncli ve K562/3nM Ponatinib Hiicrelerin
Sitotoksite Analizi

K562/1.2 uM imatinib direngli hiicrelerde 48. saatin sonunda yapilan sitotoksite
sonucunda ICso degeri 2.4 uM olarak belirlenmistir ve R:0.89 olarak belirlenmistir.
K562/3nM ponatinib direngli hiicrelere 48. saatin sonunda yapilan sitotoksite analizi

sonrasinda R degeri: 0.80, ICsg degeri ise 6nM olarak bulunmustur (Grafikl )
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Grafik 1. K562/1.2 uM imatinib direngli hiicreler ile K562/3nM ponatinib direngli hiicreleri 48.saat
sonunda sitotoksite analiz sonuglar1

4.3. Transfeksiyon Analizi

K562 hiicre hatlar1 protokole gre 25 x 10* olacak sekilde hiicreleri 6’11 well platelere
ekilmistir. Ardindan rehber RNA’lar ve Cas9 Lipofektamin crisprmax araciligiyla
transfeksiyonu gergeklestirildi. 48. saatin sonunda hiicreler toplandi ve boliinme
verimliligi i¢in belirlenen GeneArt™ Genomic Cleavage Detection kit aracilifiyla,
elektroforezde primer ve indel analizi yapildi. Elektroforez isleminde kullanilan
primerler; STATSA, CDK4 ve BRD4’tlir. Ekzon 2°de yer alan STATSA hedef baz
dizisi AAGTAGTGCCGGACCTCGAT dir ve PAM dizisi GGG, hedef gen bolgesi,
kromozom 17: 42289490-42289512 -insan, ileri iplikte yer alir ve hedeflenen geni
nakavt etmektedir. Pozitif kontrol grubumuz igin CDK4 ise hedef baz dizisi,
5’CACTCTTGAGGGCCACAAAG 3’tiir. Negatif kontrolumuz ise non-targeting
hedef baz dizisi, 5> AGTACGGATCGCGTCGATCT 3’tiir. GeneArt™ Genomic

Cleavage Detection kit araciligiyla bolinme analizi yapilmistir. Hiicrelerimizin
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tranfeksiyonu yapildiktan sonra jel -elektroforez de sekil gorildiigi {tizere
goriintiilenmistir. Kit araciligiyla indel analizi yapilmistir, jel elektroforez de seil
gosterilmistir. K562 kontrol ve direngli hiicrelerimizde STATSA nin nakavt edilmesi
sonucunda 271 bp ila 220 bp bantlar gozlemlenmistir. edef hiicre hatlarinda pozitif
kontrol olarak CDK4 nakavt edilmesi sonucunda 557 bp 342 ile 235 bp bantlar
gbzlemlenmistir. Negatif kontrol grubumuzda herhangi bir boliinme veya kesilen
bant gdzlemlenmemistir (Sekil 5,6,7,8). Indel yiizdeleri ise STATSA nakavt edilen
hiicrlerde %18.8, CDK4 nakavt edilen hiicre hatlarinda %19.2 olarak hesaplanmistir
(Grafik 2).

K562 3NM K562 3NM

K56212UM KONTROL PON/RES PON/RES

K562 K562 K562 NEGATIF K562 1.2

uM IMARES
STATSA CDK4KO  KONTROL UM 5 ms NEGATIF K5623NM CDK4KO NEGATIF
STATSAKQ  CDK4KO  KONTROL riheg
STATSA KO

KO KONTROL

Sekil 5. K562 hiicre hatt ile K562 direngli hiicrelerimize CRISPR/Cas9 yontemi uygulanmis
hiicrelerimizin PCR iiriinleri gosterilmektedir.
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K562 STATS5A KO

Sekil 6. K562 STAT5A nakavt edilmis hiicre hattinda 271 bp parental bant ile 220bp kesilen bant
goriilmektedir.

K562 1.2 UM K562 1.2 UM IMATRES K56212 UM
KS@2dMIMA/RES KS6212 UM IMATRES NEGATIF  KS62¢ 2L A0 IMA/RES CDKA KO
IMATRES CDK4 KO iatiars
KONTROL

Sekil 7. K562 1.2 uM imatinib direngli hiicre hatlarinda STAT5A nakavt edilen hiicre hatti, pozitif
kontrol olarak CDK4 nakavt hiicre hattinda ve negatif kontrol hiicrelerinde béliinme analizi

sonrasinda jel goriintiisii
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K562 INM PON/RES K562 INM K562 SNM PON/RES K562 3NM K562 3NM

STATSAKO PON/RES CDK4 NEGATIE KONTROL, PONRES PON/RES CDK4
KO STATSA KO KO

Sekil 8. K562 3nM ponatinib direngli hiicre hatlarinda STATS5A nakavt edilen hiicre hatti, pozitif
kontrol olarak CDK4 nakavt hiicre hattinda ve negative kontrol hiicrelerinde boliinme
analizi sonrasinda jel goriintiisii
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Grafik 2. STATS5A nakavt edilen hiicrelerde %18.8, CDK4 KO hiicrelerinde %19.2 indel grafigi

4.4 Apoptoz Analizi

4.4.1 K562 Kontrol Hiicre Hatti ile CRISPR/Cas9 Uygulanmis K562 Hiicrelerin
Apoptotik etkileri

K562 Kontrol grubu hiicreleri ile direngli K562 hiicrelerinde CRISPR/Cas9
uygulanmas1 sonrasinda 48.saat sonunda apoptoz ile hiicrelerin indiiklenmesi veya
inhibisyonu analiz edilmistir. K562 hattina ait apoptoz oranlarn sekil 9’da
gosterilmistir. K562 kontrol hiicrelerine apoptoz oranlart %9.9 erken apoptoz, %3.1
ge¢ apoptoz ve %0.8 nekroz gozlemlenmistir. CRISPR/Cas9 araciligiyla STATSA
nakavt edilen K562 hiicrelerinde apoptoz oranlari ise %17,7 erken apoptoz, %7.5 gec
apoptoz ve % 1.6 nekroz gozlemlenmistir. Yine pozitif kontrol olarak K562
hiicrelerinde CDK4 nakavt edilmesi sonucunda apoptoz oranlari; %10.2 erken
apoptoz, %3.2 gec apoptoz, %1.4 nekroz olarak gozlemlenmistir. K562 negatif
kontrol grubunda ise %6.9 erken apoptoz, %2.2 gec apoptoz ve %0.8 nekroz
gbozlemlenmistir. K562 kontrol hiicrelerine ait apoptoz kat degisimi grafik 3

gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla, K562 hiicrelerinde STAT5A’nin nakavt
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edilmesi sonucunda 1.93 katlik apoptoz artis1 ile yine K562 hiicrelerinin CDK4’iin

nakavt edilmesi sonucunda hiicrelerde 1.03 kat apoptoz artig1 ile K562 negatif

kontrol grubunda ise 0.7 kat azalma gozlemlenmistir.
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Sekil 9. K562 kontrol grubu ile CRISPR/Cas9 uygulanmis K562 hiicrelerinde STAT5’in nakavt
edilmesi ile K562 hiicrelerinde pozitif kontrol olarak CDK4’iin nakavt edilmesi ve negatif
kontroliin 48. saat sonrasinda apoptoz sonuglari
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Grafik 3. K562 kontrol grubu ile CRISPR/Cas9 uygulanmig K562 hiicrelerinde 48. saat sonunda
apoptoz kat degisim grafigi

4.4.2 K562 1.2 uM Imatinib Direncli Kontrol Hiicre Hatt1 ile CRISPR/CAS9
Uygulanmis K562 1.2 uM Imatinib Direncli Hiicrelerin Apoptotik etkileri

K562 1.2 uM imatinib direngli krontrol grubu ile CRISPR/Cas9 yontemi uygulanarak
bu hiicrelerin 48. saat sonunda apoptotik etkileri sekil 10’da gdsterilmistir. Ayni
zaman da bu hiicrelerin apoptoz kat degisim grafigi 4 ile de gosterilmistir. K562 1.2
uM Imatinib direngli hiicrelerde STAT5A’nin nakavt edilmesi sonucunda %16, 3
erken apoptoz, %6,4 gec apoptoz, %0,9 nekroza neden olmustur. K562 1.2 uM
imatinib direngli hiicrelerde nakavt edilen CDK4’iin apoptotik etkileri ise %7.2 erken
apoptoz, %5 ge¢ apoptoz ve % 4.2 ile nekroz ile sonuglanmistir. imatinib direngli
hiicrelerde STATSA nakavt edilmesi sonucunda 11.35 kat apoptoz artisina neden
olmustur. CDK4’iin nakavt edilmesi sonucunda 6.1 kat apoptoz artisina neden

olmustur.

36



A2 KSEZ 1. 2uMimaRes UT

o Gate: P7
A mlh-1L 2a-LR
3.4% 0.2%
%
%
-+
':I: 1
3
[Py ’
%
18- L 215-LR
3m1 wh ot ot 5 Wb ol 2
FL1-A

iz

AdS a2 2uMimaRes stataa ko

o Gate: PT
gLl 215-LIR]
0.9% G.4%
%
%
I
L "
Jo " d
%
2a-LL 2a-LR
31\)1 wd e it i Wi ot 2
FL1-2

A0G KEE21 . ZumlmaRes Pl KO

Gate: PY
F mia-LIL 215-UF
4 2% 5.0%

Sekil 10. K562 1.2 uM Imatinib direngli kontrol hiicreleri ile CRISPR/Cas9 uygulanmis hiicrelerde
48. Saat sonunda apoptoz sonuglari
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Grafik 4. K562 1.2 uM imatinib direngli kontrol hiicreleri ile CRISPR/Cas9 uygulanmis direncli
hiicrelerin 48. saat apoptoz kat degisim grafigi

4.4.3 K562 3nM Ponatinib Diren¢li Kontrol Hiicre Hatt1 ile CRISPR/CAS9
Uygulanmis K562 3nM Ponatinib Direncli Hiicrelerin Apoptotik Etkilerinin
Belirlenmesi

K562 3nM ponatinib direngli krontrol grubu ile CRISPR/Cas9 yontemi uygulanarak
bu hiicrelerin 48. saat sonunda apoptotik etkileri sekil 11°de gosterilmistir. Ayni
zaman da bu hiicrelerin apoptoz kat degisim grafigi 5 ile de gosterilmistir. K562 3
nM ponatinib direngli kontrol grubunda %8.4 erken apoptoz, %0.6 ge¢ apoptoz,
%0.2 nekroz go6zlemlenmistir. K562 3 nM ponatinib direngli hiicrelerde
STATS5A’nin nakavt edilmesi sonucunda %?22,3 erken apoptoz, %14,4 ge¢ apoptoz,
%35 nekroza neden olmustur. K562 3 nM ponatinib direngli hiicrelerde nakavt edilen
CDK4’iin apoptotik etkileri ise %14.3 erken apoptoz, %9.1 gec¢ apoptoz ve % 7.7
nekroz ile sonuglanmistir. K562 3 nM ponatinib direngli negative kontrol hiicre
grubunda %12.8 erken apoptoz, %6.9 ge¢ apoptoz % 1.1 nekroz gozlemlenmistir.

Ponatinib direngli hiicrelerde STATSA nakavt edilmesi sonucunda kontrole gore
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4.07 kat apoptoz artisina neden olmustur. CDK4’lin nakavt edilmesi sonucunda

kontrole gore 2.60 kat apoptoz artigina neden olmustur. Ponatinib direngli negative
kontrol grubunda ise 2.18 kat artis gozlemlenmistir.
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Sekil 11. K562 3nM ponatinib direncli kontrol hiicreleri ile CRISPR/Cas9 uygulanmis
hiicrelerde 48. saat sonunda apoptoz sonuclari
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Grafik 5. K562 3nM ponatinib direngli kontrol hiicreleri ile CRISPR/Cas9 uygulanmis direngli
hiicrelerin 48. Saat sonunda apoptoz kat degisim grafigi

4.5 Hiicre Dongiisii Analizi

4.5.1 K562 Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9 Uygulanmis Hiicrelerinde Hiicre
Dongiilerinin belirlenmesi

K562 kontrol grubu hiicreler ile gen manipiilasyonu yapilmis hiicrelerde hiicre
dongiisii analizi yapilmistir (Sekil 12). Hiicre dongiisii analizi igin 48.saat sonunda
K562 kontrol grubunda GO/G1 %46,3, S fazinda ise %25,2, G2/M fazinda ise %19.2
olarak goézlemlenmistir. CRISPR/Cas9 uygulanan hiicrelerde STATSA nin nakavt
edilmesi sonrasinda hiicre dongiisiinde GO/G1 fazinda %43,5, S fazinda %27,5,
G2/M fazinda %19,9 olarak gozlemlenmistir. K562 hiicrelerinde CDK4’iin nakavt
edilmesi hiicre dongiisiinde GO/G1 fazinda %44,8, S fazinda %25,7, G2/M fazinda
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ise %20,7 olarak gozlemlenmistir.K562 hiicrelerinde negatif kontrol
dongiisiinde GO/G1 fazinda %45,7, S fazinda %25,6, G2/M fazinda ise %20,0

olarak gozlemlenmistir.
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Sekil 12. K562 kontrol hiicresi ile CRISPR/Cas9 uygulanmis hiicre hatlarinda gézlemlenen 48.

saat hiicre dongiisii analiz sonuglari
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4.5.2. K562 Kontrol hiicre Hatt1 ile CRISPR/Cas9 Uygulanmis Hiicre
Hatlarinda Hiicre Dongiisii Kat Degisimlerinin Belirlenmesi

K562 kontrol grubunda gore, 48. Saatte hiicre dongiisiinde STATSA nakavt edilen
hiicre hattinda GO/G1 0.93 Kkat azaldigi, CDK4 nakavt edilmesi ile yine GO/G1 0.96
kat azaldig1 negatif kontrol hiicre hattinda G0/G1 0.98 kat azaldig gézlemlenmistir.
S fazinda kontrole gére STATSA nakavt edilen hiicrelerde 1.07 kat arttigi, CDK4
nakavt edilen hiicre hatlarinda ise 1.01 kat arttigi, negatif kontrol grubunda S fazi
1.01 kat arttig1 gozlemlenmistir. G2/M fazina bakildiginda STAT5A nakavt edilen
hiicrelerde yine 1.03 kat arttigi, CDK4 nakavt edilen hiicre hattinda G2/M faz1 1.07
kat artt1g1, Negatif kontrol grubunda ise G2/M faz1 1.04 arttigi gozlemlenmistir
(Grafik 6, Tablo 12)

Tablo 12. K562 kontrol hiicre katt1 ile CRISPR/CAS9 uygulanmig hiicrelerde 48. saat hiicre dongiisii
yiizde degerleri ve kat degisim sonuglari

Hiicre Hatlar1 GO0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
.~ K562 Kontrol grubu (%) 463 252 192
K562 Hiicre grubu STAT5A 43.5 27.5 19.9
KO (%)
K562 Hiicre Grubu STATSA 0.93 1.07 1.03
KO Kat Degisimi (%)
K562 Hiicre Grubu CDK4 44.8 25.7 20.7
KO (%)
K562 Hiicre Grubu CDK4 0.96 1.01 1.07
KO Kat Degisimi (%)
K562 Hiicre Grubu Negatif 45.7 25.6 20
Kontrol (%)
K562 Hiicre Grubu Negatif 0.98 1.01 1.04

Kontrol Kat Degisimi (%)
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Grafik 6. K562 kontrol hiicre katt1 ile CRISPR/CAS9 uygulanmus hiicrelerde 48. saat sonunda hiicre
dongiisii kat degisim grafigi

4.5.3 K562 Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9 Uygulanan Hiicre Hatlarinda

GO0/G1, S, G2/M Fazlar1 Arasinda Anlamh Fark Vardir

K562 kontrol grubu ile K562 STAT5A nakavt edilen hiicre hattinda GO/G1 fazinda
kiyaslandiginda anlamsal fark oldugu gozlemlenmistir (p:0.0073)(Grafik 7, Tablo
13). K562 STATSA nakavt hiicre hatti ile K562 negatif kontrol grubunda
kiyaslandiginda S fazinda anlamsal fark oldugu gozlemlenmistir (p: 0.0407). (Grafik
8, Tablo 14) K562 Kontrol grubu ile K562 CDK4 nakavt edilen hiicre hattinda G2/M
fazi anlaml fark gézlemlenmistir (p:0.0201) (Grafik 9, Tablo 15)

Tablo 13. K562 hiicre hatti ile K562 CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre G0/G1 Fazi p degerleri

K562 STAT5A K562 CDK4 K562 negatif kontrol

G0/G1 Fazn KO KO
p degeri
K562 Kontrol grubu 0.0073 0.1611 0,2131
K562 STAT5A KO 0.1855 0.1397
K562 CDK4 KO 0.9966
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Grafik 7. K562 hiicre hatti ile K562 CRISPR/cas9 uygulanmig hiicre hatlarinda G0/G1 faz grafigi

Tablo 14. K562 hiicre hatt1 ile K562 CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre S Fazi p degerleri

K562 STAT5A KO K562 CDK4 KO K562 negatif
kontrol

S faz p degerleri

K562 Kontrol grubu  0.2168 >0.9999 0.6442
K562 STAT5A KO 0.2291 0.0407
K562 CDK4 KO 0.6210
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Grafik 8. K562 hiicre hatti ile K562 CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinda S faz grafigi

Tablo 15. K562 hiicre hatti ile K562 CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre G2/M Faz1 p degerleri

K562 STAT5A KO K562 CDK4 KO K562 negatif
G2/M faz p E—
degerleri
K562 Kontrol grubu 0,2185 0,0201 0,0772
K562 STAT5A KO 0,3761 0,8740
K562 CDK4 KO 0,7723
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Grafik 9. K562 hiicre hatt1 ile K562 CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinda G2/M faz grafigi

454 K562 1.2 uM imatinibe Direncli Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9
Uygulanmis Direncli Hiicrelerinde Hiicre dongiilerinin belirlenmesi

K562 1.2 uM imatinib direncli hiicreler ile gen manipiilasyonu yapilmis direngli
hiicrelerde hiicre dongiisii analizi yapilmistir (Sekil 13). Hiicre dongiisii analizi i¢in
48.saat sonucunda sonucunda K562 1.2 uM imatinib direngli kontrol grubunda
GO0/G1 %41.8, S fazinda ise %36.9, G2/M fazinda ise %21.7 olarak gozlemlenmistir.
CRISPR/Cas9 wuygulanan direngli hiicrelerde STAT5A’nin  nakavt edilmesi
sonrasinda hiicre dongiisiinde G0/G1 fazinda %43.4, S fazinda %34.3, G2/M fazinda
%21.3 olarak gozlemlenmistir. Direngli hiicrelerde CDK4’{in nakavt edilmesi hiicre
dongiisiinde G0/G1 fazinda %43.3, S fazinda %35.5, G2/M fazinda ise %21,7 olarak
gozlemlenmistir. Negatif kontrol grubunda ise G0/G1 fazinda %39.3, S fazinda
%36.8, G2/M fazinda %23.8 gézlemlenmistir.
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Sekil 13. K562 1.2 uM imatinib direngli kontrol hiicresi ile CRISPR/Cas9 uygulanmis direngli hiicre
hatlarinda gozlemlenen 48. saat hiicre dongiisii analiz sonuglari

455 K562 1.2uM Imatinib Direncli Kontrol hiicre Hatt1 ile CRISPR/Cas9

Uygulanmis Direngli Hiicre Hatlarinda Hiicre Dongiisii Kat Degisimlerinin
Belirlenmesi
K562 1.2 uM imatinib direngli kontrol grubunda gore, 48. Saatte hiicre dongiisiinde
STATS5A nakavt edilen hiicre hattinda GO/G1 1.0383 kat arttigi, CDK4 nakavt

edilmesi ile yine GO/G1 1.0359 kat arttig1 gozlemlenmistir. S fazinda kontrole gore
STATSA nakavt edilen hiicrelerde 0.9458 kat azaldigi, CDK4 nakavt edilen hiicre
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hatlarinda ise 0.9626 kat azaldig1 tespit edilmistir. G2/M fazina bakildiginda CDK4
nakavt edilen hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla herhangi bir degisim
saptanamamustir, ancak STATSA nakavt edilen hiicrelerde yine 0.9816 kat azaldig:
saptanmistir. Negatif kontrol hiicrelerimiz kontrole gore, GO/G1 faz1 0.94 kat, S fazi
ise 0.99 kat azalmistir. G2/M fazi1 1.09 kat artmistir (Tablo 16, Grafik10)

Tablo 16: K562 1.2 uM imatinib direngli kontrol hiicre katti ile CRISPR/CAS9 uygulanmis direngli
hiicrelerde 48. saat hiicre dongiisii yiizde degerleri ve kat degisim sonuglari

Hiicre Hatlar1 GO0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
K562 1.2 uM Imatinib 41,8 39 21,7
direncli Kontrol grubu (%)
K562 1.2 uM Imatinib 43,4 34,9 21,3
direngli STATSA KO (%)
K562 1.2 uM Imatinib 1.0383 0.9458 0.9816
Direngli STAT5A KO Kat
Degisimi (%)
K562 1.2 uM Imatinib 43,3 35,5 21,7
diren¢li CDK4 KO (%)
K562 1.2 uM Imatinib 1.0359 0.9626 1
direngli CDK4 KO Kat
Degisimi (%)
K562 1.2 uM Imatinib 39.3 36.8 23.8

direncli negatif kontrol (%)
K562 1.2 uM Imatinib 0.94 0.99 1.09
direngli negatif kontrol Kat
Degisimi (%)
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Grafik 10. K562 1.2 uM imatinib direngli kontrol hiicre katti ile CRISPR/Cas9 uygulanmis direngli
hiicrelerde 48. saat hiicre dongiisii kat degisim grafigi

45.6 K562 1.2 uM Imatinib direngli Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9
Uygulanan Hiicre Hatlarinda GO0/G1, S, G2/M Fazlar1 Arasinda Anlamh
Fark Vardir

K562 1.2 uM imatnib direngli kontrol grubuna kiyasla K562 1.2 uM imatnib direncli
STATS5A nakavt edilen hiicre hattinda, K562 1.2 uM imatnib direngli CDK4 nakavt
edilen hiicre hattinda ve K562 1.2 uM imatnib direngli negatif kontrol grubu G0/G1
fazinda kiyaslandiginda anlamsal fark oldugu goézlemlenmistir (p: 0.0151), (p:
0.0229), (p: 0.0051). K562 1.2 uM imatnib direngli STATSA nakavt edilen hiicre
hatt1 ile K562 1.2 uM imatnib direncli negatif kontrol grubu G0/G1 fazinda anlamsal
fark vardir (p: <0.0001). K562 1.2 uM imatnib direngli CDK4 nakavt edilen hiicre
hattinda ve K562 1.2 uM imatnib diren¢li negatif kontrol grubu GO/G1 fazinda
kiyaslandiginda anlamsal fark oldugu goézlemlenmistir (p: 0,0001) (Grafik 11, Tablo
17). S fazinda herhangi bir anlamli fark gozlemlenmemistir (Grafik 12, Tablo
18).K562 1.2 uM imatnib direngli kontrol grubu ile K562 1.2 uM imatnib direngli
negatif kontrol grubu G2/M fazinda anlamsal fark vardir (p: 0,0160). K562 1.2 uM
imatnib direngli STATSA nakavt edilen hiicre hatti ile K562 1.2 uM imatnib direngli
negatif kontrol grubu G2/M fazinda anlamsal fark vardir (p: 0,0050). K562 1.2 uM
imatnib direncli CDK4 nakavt edilen hiicre hattinda ve K562 1.2 uM imatnib direngli
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negatif kontrol grubu G2/M fazinda kiyaslandiginda anlamsal fark oldugu
gozlemlenmistir (p: 0,0457) (Grafik 13, Tablo 19).

Tablo 17. K562 1.2 uM imatinib direngli hiicre hatti ile K562 1.2 uM imatinib direncli
CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinin G0/G1 Faz p degerleri

GO0/G1 Faz1 p K562 1.2 uM K562 1.2 uM K562 1.2 uM
degerleri imatnib direncli imatnib direncli imatnib direncli
STAT5A KO CDK4 KO negatif kontrol
K562 1.2 UM 0.0151 0.0229 0.0051
imatnib direncli
kontrol
K562 1.2 UM 0.9892 <0.0001
imatnib direncli
STAT5A KO
K562 1.2 uM 00001
imatnib direncli
CDK4 KO

50




GO0/G1 Fazi

% %k
%
50=- " %k %k %k %k
= * ok %
o
@ ——
=~
g: 40 —— —_—
S
E:
=
g
S 304
o
-
8
9
Z 204
Iy
3
Q
S
2 10==
Q¢
o
o)
0 T T
(*] ) trol
rengli corA¥ i negatit wort
dir b jnib Y . oy dirend
inib n Wi mat““b
562 u

Hiicre Hatlan

Grafik 11. K562 1.2 uM imatinib direngli hiicre hatti ile CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinda
GO0/G1 faz grafigi

Tablo 18. K562 1.2 uM imatinib direncli hiicre hatti ile K562 1.2 uM imatinib direncli
CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinin S Faz1 p degerleri

S Fazi1 p degerleri K562 1.2 uM K562 1.2 uM K562 1.2 uM
imatnib direncli imatnib direncli imatnib direncli
STAT5A KO CDK4 KO negatif kontrol
K562 1.2 UM 0.7993 0.4077 0.9991
imatnib direncli
kontrol
K562 1.2 UM 0.8807 0.7292
imatnib direncli
STAT5A KO
K562 1.2 UM 03481
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Grafik 12. K562 1.2 uM imatinib direngli hiicre hatt1 ile CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinda S
faz grafigi
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Tablo 19. K562 1.2 uM imatinib direngli hiicre hatt1 ile K562 1.2 uM imatinib direngli CRISPR/cas9
uygulanmis hiicre hatlarmnin G2/M Fazi1 p degerleri

G2/M Faz1 p K562 1.2 uM K562 1.2 uM K562 1.2 uM
degerleri imatnib direncli imatnib direncli imatnib direncli
STAT5A KO CDK4 KO negatif kontrol
K562 1.2 UM 0,8036 0,8681 0,0160
imatnib direncli
kontrol
K562 1.2 UM 0,3976 0,0050
imatnib direncli
STAT5A KO
K562 1.2 UM 00457

imatnib direncli

CDK4 KO
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Grafik 13. K562 1.2 uM imatinib direngli hiicre hatt1 ile CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinda
G2/M faz grafigi

457 K562 3nM Ponatinib Direncli Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9
Uygulanmis Direncli Hiicrelerinde Hiicre dongiilerinin belirlenmesi

K562 3nM Ponatinib direngli hiicreler ile gen manipiilasyonu yapilmis direncli
hiicrelerde hiicre dongiisii analizi yapilmistir (Sekil 14). Hiicre dongiisii analizi i¢in
48.saat sonucunda sonucunda K562 3nM Ponatinib direncli kontrol grubunda G0/G1
%46.0, S fazinda ise %?24.3, G2/M fazinda ise %?24.7 olarak gozlemlenmistir.
CRISPR/Cas9 uygulanan direncli hiicrelerde STAT5A’nin nakavt edilmesi
sonrasinda hiicre dongiisiinde G0/G1 fazinda %50.4, S fazinda %23.5, G2/M fazinda

%19.4 olarak gozlemlenmistir. Direncli hiicrelerde CDK4’{in nakavt edilmesi hiicre
54



dongiisiinde GO/G1 fazinda %46.8 S fazinda %25.9, G2/M fazinda ise %20 olarak
gozlemlenmistir. Negatif kontrol hiicre hattinda G0/G1 faz1 %47.4, S faz1 %23.3,
G2/M faz1 %23.6 olarak gozlemlenmistir.

A1 KAEZ 3nk Pon Res Kontrol ADZ KAEZ 3nk PonRes STATSA KO
§ Gate: R1 o Gate: R
GG GG
= 46 0% = 50.4%
= gd 39 =] gE a9
=l AHE 2 =l SE2M
E 24 7% c 19. 4%
& a

AD3 KAEZ 2nM Pon Res ChDk4 KO Ald KERZ 2nMPonRes MK
o Gate: R = Gate: B
F F
G0G GOG
= | 46 8% o 47 4%

Count
Count

Sekil 14. K562 3nM ponatinib direncli kontrol hiicresi ile CRISPR/Cas9 uygulanmis direncli
hiicre hatlarinda gozlemlenen 48. saat hiicre dongiisii analiz sonuc¢lari

45.8 K562 3nM Ponatinib Direncli Kontrol hiicre Hatti1 ile CRISPR/Cas9

Uygulanmis Direngli Hiicre Hatlarinda Hiicre Dongiisii Kat Degisimlerinin

Belirlenmesi

K562 3nM Ponatinib direngli kontrol grubunda gore, 48. Saatte hiicre dongiistinde
STATSA nakavt edilen hiicre hattinda GO/G1 1.09 kat arttig1, CDK4 nakavt edilmesi
ile yine GO/G1 1.01 kat arttig1 gozlemlenmistir. Negatif kontrol grubu GO0/G1 faz
1,03 kat arttig1 gozlemlenmistir. S fazinda kontrole gére STATSA nakavt edilen
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hiicrelerde 0.96 kat azaldigi, CDK4 nakavt edilen hiicre hatlarinda ise 1,06 kat arttig1
tespit edilmistir. Negatif kontrol grubunda S faz1 0.95 kat azaldig1 goézlemlenmistir.
G2/M fazima bakildiginda STATSA nakavt edilen hiicrelerde yine 0.78 kat azaldigi,
CDK4 nakavt edilen hiicrelerde 0,80 kat azaldigi, negatif kontrol grubunda ise 0,95
kat azaldig1 saptanmistir (Grafik 14, Tablo 20)

Tablo 20. K562 3nM ponatinib direngli kontrol hiicre katt1 ile CRISPR/CAS9 uygulanmis direngli
hiicrelerde 48. saat hiicre dongiisii yiizde degerleri ve kat degisim sonuglari

Hiicre Hatlar1 GO0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
K562 3nM Ponatinib direncli 46,0 243 247
Kontrol grubu (%)
K562 3nM Ponatinib direngli 50,4 23,5 194
STAT5A KO (%)
K562 1.2 uM Imatinib Direngli 1.09 0.96 0.78
STATSA KO Kat Degisimi (%)
K562 3nM Ponatinib direngli CDK4 46,8 25,9 20
KO (%)
K562 3nM Ponatinib direngli CDK4 1.01 1,06 0,80
KO Kat Degisimi (%)
K562 3nM Ponatinib direngli negatif 47,4 23,3 23,6
kontrol (%)
K562 3nM Ponatinib direngli negatif 1,03 0,95 0,95

kontrol kat degisimi (%)
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Grafik 14. K562 3nM ponatinib direngli kontrol hiicre katt1 ile CRISPR/Cas9 uygulanmis direngli
hiicrelerde 48. saat hiicre dongiisii kat degisim grafigi

459 K562 3nM Ponatinib Direngli Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9
Uygulanan Hiicre Hatlarinda G0/G1, S, G2/M Fazlar1 Arasinda Anlamh
Fark Vardir

K562 3nM ponatinib direngli kontrol grubuna kiyasla K562 3nM ponatinib direngli
STATSA nakavt edilen hiicre hattinda ve K562 3nM ponatinib direngli negatif
kontrol grubu G0/G1 fazinda kiyaslandiginda anlamsal fark oldugu gozlemlenmistir
(p: 0,0011), (p: 0,0429). K562 3nM ponatinib direngli STATSA nakavt edilen hiicre
hatt1 ile K562 3nM ponatinib direngli CDK4 nakavt edilen hiicre hattinda G0/G1
fazinda anlamsal fark vardir (p: 0,0065). (Garfik 15, Tablo 21). S fazinda herhangi
bir anlamli fark gozlemlenmemistir (Grafik 16, Tablo 22). K562 3nM ponatinib
direncli kontrol grubuna kiyasla K562 3nM ponatinib direngli STATSA nakavt
edilen hiicre hattinda ve K562 3nM ponatinib diren¢li CDK4 nakavt edilen hiicre
hattinda G2/M fazinda kiyaslandiginda anlamsal fark oldugu gozlemlenmistir (p:
0.0013) ((p: 0,0057). K562 3nM ponatinib direngli STATSA nakavt edilen hiicre
hattinda ve K562 3nM ponatinib direngli negatif kontrol grubu G2/M fazinda anlamh
fark gozlemlenmistir ((p: 0,0395) (Garfik 17, Tablo 23).
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Tablo 21. K562 3nM ponatinib direngli hiicre hatti ile K562 3nM ponatinib direncli
CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinin G0/G1 Faz p degerleri

G0/G1 Faz1 p K562 3nM ponatinib K562 3nM ponatinib K562 3nM ponatinib
degerleri direncli STATSA KO direncli CDK4 KO direncli negatif
kontrol
K562 3nM ponatinib s 0.4731 0.0429
direncli kontrol
K562 3nM ponatinib 0.0065 0.0732
direncli STAT5A KO
K562 3nM ponatinib 0.3408
direncli CDK4 KO
GO/G1 Fazi
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Grafik 15. K562 3nM Ponatinib direngli hiicre hatti ile CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinda
GO/G1 faz grafigi
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Tablo 22. K562 3nM ponatinib direngli hiicre hatt1 ile K562 3nM ponatinib direncli
CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinin S Faz1 p degerleri

S Faz1 p degerleri K562 3nM K562 3nM K562 3nM
ponatinib ponatinib direngli ponatinib direngli
direncli STATS5A CDK4 KO negatif kontrol
KO

K562 3nM 0.3519 0.9969 0.2362

ponatinib direncli
kontrol

K562 3nM 0.2741 0.9884

ponatinib direncli
STAT5A KO

K562 3nM 01807
ponatinib direncli

CDK4 KO
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Grafik 16. K562 3nM Ponatinib direngli hiicre hatt1 ile CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinda S
faz grafigi

Tablo 23. K562 3nM ponatinib direngli hiicre hatti ile K562 3nM ponatinib direncli
CRISPR/cas9 uygulanmis hiicre hatlarinin G2/M Faz1 p degerleri

G2/M Fazn p K562 3nM K562 3nM ponatinib K562 3nM
degerleri ponatinib direng¢li  direncli CDK4 KO ponatinib
STAT5A KO direncli negatif
kontrol
K562 3nM 0.0013 0.0057 0.0982
ponatinib

direncli kontrol

K562 3nM 0.6101 0.0395

ponatinib
direncli

STAT5A KO
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K562 3nM
ponatinib
direncli CDK4
KO

Hiicre Dongiisii G2/M Fazi Ortalama % degerleri
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Grafik 17. K562 3nM Ponatinib direngli hiicre hatt1 ile CRISPR/cas9 uygulanmig hiicre hatlarinda

G2/M faz grafigi
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4.6 Gen Ekspresyon Analizi

K562 hiicre hatt1, direngli hiicrelerde ve CRISPR/Cas9 yontemi uygulanan hiicrelerin
48. saat sonunda RNA izolasyonu yapildi. ¢cDNA c¢evrimi sonrasinda gen ifadeleri

analiz edildi.

4.6.1 STATSA Nakavtinin Gen Ekspresyonuna Etkisi

Bu ¢alismada, STATSA geninin nakavt edildigi K562 hiicre hattinda, ¢esitli genlerin
ekspresyon diizeylerinde belirgin ve istatistiksel olarak anlamli degisiklikler
gozlemlenmistir. Nakavt edilen STATSA, hiicredeki bazi genlerin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. BCL2, 1,24 kat azalma (p = 0,0058) CDKN2B, 1,43 kat
azalma (p = 0,0114) ABL1, 1,11 kat azalma (p = 0,0317) E2F1: 5,42 kat artis (p =
0,0063) anlamli degisiklikler gézlemlenmistir. BCL2, Apoptozu (hiicre 6limiinii)
inhibe eden BCL2 geninde, STAT5A nakavtindan sonra 1,24 kat azalma
gbézlemlenmistir. Bu azalma, hiicrelerin apoptoza daha yatkin hale gelmis
olabilecegini diisiindiirmektedir (p = 0,0058). CDKN2B, Hiicre dongiisiinii kontrol
eden CDKN2B geninde ise 1,43 kat azalma tespit edilmistir. Bu azalma, hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde aksamalara yol acgabilir ve hiicre proliferasyonunu
etkileyebilir (p = 0,0114). ABL1, ABL1 gen ekspresyonunda 1,11 kat azalma
goriilmiistiir. ABLI1, hiicre biiylimesi ve farklilasmasinda rol oynayan bir kinaz
olarak bilinir ve bu azalmanin hiicresel sinyal yolaginda 6nemli etkileri olabilir (p =
0,0317). E2F1, E2F1, hiicre dongiisiiniin G1/S gegis noktasini kontrol eden 6nemli
bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu gende 5,42 kat artis gozlemlenmistir. STAT5A'nin
nakavti, E2F1'in artan ekspresyonunu tetikleyerek hiicre proliferasyonunu
hizlandirabilir (p = 0,0063). STAT5A'nin bu genlerin ekspresyonunda 6nemli bir rol
oynayabilecegini ve hiicresel silireglerdeki yerinin kritik oldugunu gostermektedir

(Tablo 24, Grafik 18).
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Tablo 24. K562 hiicre hatti ile CRISPR/Cas9 uygulanmig K562 hiicre hatlarinda kontrole gére gen
ifadelerindeki kat degisimleri

Kontrole Gore Kat Degisimleri

Gen Sembolii K562 STAT5A | K562 CDK4 nakavt Nrggthi ) KSrE:skS;/,tA('ESA
nakavt (Pozitif Kontrol) Kontrol degteri)
BAX -0,93 -0,83 2,10 0,0606
CDKN1A -0,05 0 0,91 0,2579
STAT5B -0,32 0,14 1,08 0,1554
BCLX 0 0,44 0,45 0,1070
CDKN2A -0,54 2,27 1,39 0,3906
SOCs1 -0,81 0,36 -2,54 0,1781
BCL2 -1,24 -0,47 0,90 0,0058
CDKN2B -1,43 -0,73 -2,87 0,0114
ABL1 -1,11 -0,73 0,07 0,0317
CASP3 -0,77 0,18 0,77 0,2437
E2F1 5,42 -1,03 0,57 0,0063
JAK2 -0,67 -0,29 0,35 0,0585
CASP8 -0,65 0,29 1,16 0,2531
STAM -0,21 0,53 1,25 0,1228
BCR 0,75 0,12 -0,18 0,3345
MCL1 -1,28 -8,52 0,5 0,3714
STAT1 -0,45 0,08 0,78 0,7684
ATM 2,92 4,34 3,94 0,2454
STAT3 -10,61 -0,99 0,63 0,3501
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STAT5A -0,05 -0,69 0,23 0,0022
mTOR -0,5 -11,8 1,12 0,4156
TP53 -0,34 0,47 -1,19 0,3753
CISH -0,26 0,25 0,26 0,3973
RUNX3 -2,48 -1,3 -0,2 0,3195
K562 Hucre Hatti
10=
5_

Kontrole gore kat degisimleri

-10=

| W K562 STAT5A nakavt
BEm K562 CDK4 nakavt

K562 Negatif Kontrol

Grafik 18. K562 hiicre hatt1 ile CRISPR/Cas9 uygulanmig K562 hiicre hatlarinda kontrole gére gen

ifadelerindeki kat degisim grafigi
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4.6.2 STATS5A Nakavtin K562 1.2 uM Imatinib Direncli Hiicre Hattinda
Gen Ekspresyonunda Degisikliklerin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, STATSA geninin nakavt edildigi K562 1.2 uM imatinib direngli hiicre
hattinda, cesitli genlerin ekspresyon diizeylerinde belirgin ve istatistiksel olarak
anlaml degisiklikler gozlemlenmistir. TP53 gen ekspresyonunda 1.5 kat artis
gbzlenmis ve bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.0348). TP53’iin
artist, hiicre dongiisii ve apoptoz kontroliinde Onemli rol oynayan bir timor
baskilayici gen olarak imatinib direncine karsi olasi bir yanit olabilir. CISH geninde
1.16 kat artis gozlenmis ve bu degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.0459).
CISH, JAK/STAT sinyal yolunu diizenleyen bir inhibitdr olarak bilinir ve STATSA
knockout’unun JAK/STAT yoluna etkisini yansitiyor olabilir. ATM geninde 1.96 kat
azalma gozlenmis olup, bu degisim ¢ok anlamlidir (p=0.0007). ATM, DNA hasar
yanitinda kilit rol oynayan bir gen olup, azalan ekspresyonu imatinib direncinde
genetik stabilitenin azalmasiyla iliskilendirilebilir. STATSA geninde beklenildigi
gibi 0.40 kat azalma kaydedilmis olup, bu azalma anlamlidir (p=0.0255).
STATS5A’nin nakavti, bu genin baskilanmasinin imatinib direnci tizerindeki etkilerini
aragtirmaya yoneliktir. RUNX3 geninde 1.18 kat artis gozlenmis ve bu artig anlaml
bulunmustur (p=0.0460). RUNX3, tiimor baskilayict bir gen olup, artis1 imatinib
direncinin 6nlenmesine katkida bulunabilir. STAT5A nakavti imatinib direncini
etkileyen ¢ok sayida genin ekspresyonunda oOnemli degisikliklere yol actifim
gostermektedir. Ozellikle ATM, TP53, CISH ve RUNX3 gibi genlerdeki
degisiklikler, imatinib direncinde bu genlerin potansiyel rollerine isaret etmektedir.
Ayrica, STATSA eksikliginin diger JAK/STAT yol bilesenlerinde dengeleyici bir
etki yaratabilecegi diistiniilmektedir. (Tablo 25, Grafik 19).

Tablo 25. K562 1.2 uM imatinib direngli hiicre hatt1 ile CRISPR/Cas9 uygulanmis direngli K562
hiicre hatlarinda kontrole gére gen ifadelerindeki kat degisimleri
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Kontrole Gore Kat Degisimleri

K562 12 UM K562 1.2 uM 56219 uM K562 1.2
.2 U . 2U : o o
Gen , imatinib Direncli | uM Imatinib

Imatinib Direncli Imatinib Direncli Direncli
Sembolii STATSA nak CDK4 nakavt N £ K | STAT5A
nakavt egatif Kontro
(Pozitif Kontrol) | - ° nakavt ((p
degeri)

BAX -0,81 -2,15 5.88 0,3365
STAT5B 1,13 0,71 7,71 0,1890
BCLX 0,97 0,90 7,49 0,0831
SOCS1 0,54 -0,52 7,04 0,5239
BCL2 0,50 0,43 7,31 0,8218
ABL1 -0,19 0,70 7,45 0,3766
CASP3 1,15 -0,42 7,92 0,5747
JAK?2 0,12 0,08 8,03 0,0698
CASPS8 -1,64 0,24 8,08 0,2879
STAM 0,52 0,33 7,45 0,1639
BCR 0,16 0.4 6,93 0,9566
STAT1 1,00 0,90 6,8 0,2931
ATM -1,96 2,11 5,98 0,0007
STAT3 0,5 0,6 7,25 0,4051
STAT5A -0,40 -0,21 6,71 0,0255
mTOR 1,4 -0,76 6,57 0,8780
TP53 15 -0,38 761 0,0348
CISH 1,16 0,98 7,69 0,0459

0,79 -6.81 0,0460
RUNX3 1,18
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Grafik 19. K562 1.2 uM imatinib direngli hiicre hatti ile CRISPR/Cas9 uygulanmig K562 hiicre
hatlarinda kontrole gore gen ifadelerindeki kat degisim grafigi

4.6.3 STATSA Nakavtin K562 3nM Ponatinib Direncli Hiicre Hattinda Gen
Ekspresyonunda Degisikliklerin Belirlenmesi

STATS5B gen ekspresyonu, Ponatinib'e direngli STATS5A nakavt hiicrelerinde 6nemli
Olgiide azalmistir (-1.57 kat, p = 0.0194). Bu durum, STAT5A’nin yoklugunda
STATSB ekspresyonunun baskilandigini ve STATS5B’nin Ponatinib direncinde
potansiyel bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. STAT5A gen ekspresyonu ise
azalmistir (-0.71 kat, p = 0.0397). ABL1 gen ekspresyonu, Ponatinib'e direngli
STAT5A nakavt hiicrelerinde 6nemli Olgiide azalmistir (-0.22 kat, p = 0.0056).
ABLI, Ponatinib’in hedefledigi bir kinazdir ve bu azalmanin, ilag¢ direnci ile iliskili
olabilecegi diistiniilmektedir. JAK2 gen ekspresyonu, STAT5A nakavt grubunda
anlamli derecede azalmigtir (-0.83 kat, p = 0.0030). JAK-STAT sinyal yolunun
onemli bir bileseni olan JAK2’deki bu azalma, Ponatinib direnciyle iligkili olabilir ve
bu yolaktaki bozulmalarin direncin olusumuna katkida bulunabilecegini gosterir.

STATS3 gen ekspresyonu, STAT5A nakavt grubunda anlamli derecede azalmistir (-
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0.71 kat, p = 0.0278). Bu azalma, STAT3’iin Ponatinib direncinde kritik bir rol
oynayabilecegini ve bu genin potansiyel bir direng belirteci olabilecegini
diisiindiirmektedir. TP53 gen ekspresyonu, Ponatinib'e direngli STATSA nakavt
hiicrelerde belirgin sekilde artmistir (1.04 kat, p = 0.0469). TP53, hiicre dongiisii
kontrolii ve apoptozda yer alir; bu artig, Ponatinib'e diren¢ gelistirmis hiicrelerde
TP53’tn rol oynayabilecegini ve apoptozun baskilanmis olabilecegini 0One
stirmektedir. CISH gen ekspresyonu, STAT5A nakavt grubunda anlamli bir azalma
gostermistir (-0.17 kat, p = 0.0203). CISH, JAK-STAT yolunu negatif diizenleyen
bir gen olup bu azalma, STAT yolundaki degisimlerin Ponatinib direncine etkisini
isaret edebilir. STATL1 gen ekspresyonu, STAT5A nakavt grubunda anlamli bir artis
gostermistir (0.09 kat, p = 0.0208). STAT1’in artmasi, Ponatinib direncinde bir rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgular, Ponatinib tedavisine diren¢li K562
hiicrelerinde bazi genlerdeki belirgin degisikliklerin Ponatinib direncine katkida
bulunabilecegini ortaya koymaktadir. Ozellikle STATSB, ABL1, JAK2 ve STAT3
gibi genlerdeki anlamli degisiklikler, bu genlerin Ponatinib direncinde kritik roller
oynayabilecegini isaret etmektedir. = Ayrica, TP53 ve CISH gibi genlerdeki
ekspresyon degisiklikleri, direngli hiicrelerin apoptoz ve sinyal yolaklarinda
adaptasyonlar gelistirdigini gostermektedir. Bu bulgular, Ponatinib direnci gelistiren
hiicrelerdeki biyolojik siireglerin daha iyi anlasilmasi ve tedavi stratejilerinin

gelistirilmesi agisindan 6nemlidir (Tablo 26, Grafik 20).
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Kontrole Gore Kat Degisimleri
K562 3nM Ponatinib
K562 3nM K562 3nM K562 3nM
Gen Direncli CDK4 Ponatinib
Ponatinib Direncli . Ponatinib Direncli Direncli
Sembolii nakavt (Pozitif _
STATS5A nakavt Negatif Kontrol | STATSA nakavt

Kontrol) (p degeri)
BAX 145 1,18 -1,10 0,3359
STAT5B 157 247 0,21 0,0194
BCL-X 153 1,40 -1,71 0,1366
SOCs1 0.13 -1.29 254 0,2049
BCL2 0.27 -0.88 -2.30 0,7083
ABL1 0.22 -0.83 2.83 0,0056
CASP3 0.55 -0.09 2.60 0,4386
JAK?2 -0.83 -1.74 -0.87 0,0030
CASPS 2.24 0.92 -0.66 0,3505
STAM -0.10 -0.04 -1.09 0,4407

0.39

BCR 2.06 -1.30 0,2233
CDK4 542 0,31 1,83 0,3813
STAT1 0.09 0,19 1,10 0,0208
ATM 011 1,10 -1,85 0,8614
STAT3 -0.71 -3,37 434 0,0278
STATS5A 071 -1,23 1,53 0,0397
mTOR 0.11 0,14 2,29 0,9766
P53 1.04 2,12 -2.18 0,0469
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CISH -0.17 -0,09 0,69 0,0203
RUNX3 -0.59 -0,40 1,88 0,3880
CCDN1 0.20 -0,50 -0.84 0,7043

Tablo 26. K562 3nM ponatinib direngli hiicre hatt1 ile CRISPR/Cas9 uygulanmis direngli K562
hiicre hatlarinda kontrole gére gen ifadelerindeki kat degisimleri

Kontrole gore kat degisimleri
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Direngli STAT5A nakavt

K562 3nM Ponatinib Direngli CDK4
nakavt (Pozitif Kontrol)

K562 3nM Ponatinib Direncli Negatif Kontrol

Grafik 20. K562 3nM Ponatinib direngli hiicre hatti ile CRISPR/Cas9 uygulanmis K562 hiicre

hatlarinda kontrole gore gen ifadelerindeki kat degisim grafigi
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4.6.4 STAT5A nakavt sonrasinda Imatinib ve Ponatinib Direncli K562 Hiicre
Hatlarinda Gen Ekspresyon Profillerinin Analizi

STATS5A'"in K562 hiicrelerinde gen ekspresyonu diisiik (-0.05), Imatinib'e direncli
hiicrelerde STAT5A'nin ekspresyonu azamistir (-0.40). Bu, K562 1.2 uM imatinib
direngli STATSA KO hiicrelerinde STATS5A'min ifadesinin  azaltildiginm
gostermektedir. K562 3 nM ponatinib direngli STATS5A KO (-0.71) hiicrelerinde
STATS5Amin ekspresyonu daha da diisilk. STATSA'min ponatinib direnci ile iligkili
olabilecegini veya ponatinib'in STAT5A'nin ekspresyonunu etkileyebilecegini 6ne
stirebilir. STATS5A'nin ekspresyonunun direngli hiicrelerde daha da azaldigi
goriilmektedir. Bu, STATS5A'nin bu ilaglara karsi direng ile ilgili bir rol
oynayabilecegini digiindiirmektedir. K562 STAT5A KO (-1.24) hiicrelerinde BCL-2
ekspresyonu 6nemli dl¢iide azalmis, bu da STAT5A'nin BCL-2'nin diizenlenmesinde
rol oynadigimi gosteriyor. K562 1.2 pM imatinib direngli STATSA KO (0.50) ve
K562 3 nM ponatinib direngli STATSA KO (0.27) direngli hiicrelerde BCL-2
ekspresyonunun arttigi gozlemlenmistir. Bu artis, STAT5Amin eksikligi ile BCL-
2'nin  yeniden ifade edilmesinin, ilag direnci ile iligskili olabilecegini
diisindgrmektedir. K562 STAT5A KO (-0.67) hiicrelerinde JAK2 ekspresyonunu
onemli Olgiide azaltmis. Bu, STAT5A'nin JAK2'nin diizenlenmesinde bir rol
oynadigint gostermektedir. K562 1.2 uM imatinib direngli STAT5A KO (0.12) ve
K562 3 nM ponatinib direngli STATSA KO (-0.83) hiicrelerinde JAK2
ekspresyonunun azalmasi, STAT5A'nin eksikligi ile iliskili olabilir. Imatinib direngli
hiicrelerde  JAK2'min  biraz  artmug olmasi, bu direncin JAK2 ile
iligskilendirilebilecegini veya farkli bir mekanizma etkili olabilir. K562 STAT5A KO
(-10.61) hiicrelerinde STAT3'lin ekspresyonunu Onemli Olgiide azaltmis, bu da
STAT5A'nin STAT3'lin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini1 gostermektedir.
K562 1.2 uM imatinib direngli STATSA KO (0.50) hiicrelerinde STAT3
ekspresyonunun arttigi, ancak K562 3 nM ponatinib direngli STAT5A KO (-0.71)
hiicrelerinde STAT3 ekspresyonunun azaldigi gozlemleniyor. Bu durum, STAT3'lin
imatinib ve ponatinib direnci ile farkli sekillerde iliskili olabilecegini
diisiindiirmektedir. K562 STATS5A KO (2.92) hiicrelerinde ATM ekspresyonunu
artirmig, bu da STATS5A'min ATM'iin diizenlenmesinde rol oynayabilecegini
diistindiiriir. K562 1.2 uM imatinib direngli STAT5A KO (-1.96) ve K562 3 nM
ponatinib direngli STATS5A KO (0.11) hiicrelerinde ATM ekspresyonunun diismesi,
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bu ilaglarn ATM ekspresyonunu etkileyebilecegini veya ATM'nin diisiik
ekspresyonunun dirence katkida bulunabilecegini diisiindiirebilir. K562 STAT5A
KO (-0.5) hiicrelerinde mTOR ekspresyonunu Onemli Ol¢lide azaltmis, bu da
STATS5Amin mTOR'un diizenlenmesinde bir rol oynadigini diisiindiirebilir. K562 1.2
uM imatinib direngli STATSA KO (1.40) hiicrelerinde mTOR ekspresyonunun
arttig1, ancak K562 3 nM ponatinib direngli STATSA KO (0.11) hiicrelerinde mTOR
ekspresyonunun azaldigir goézlemleniyor. Bu durum, mTOR'un ilag direnci ile farkli
sekillerde iliskilendirilebilecegini ve STATSA'nin  eksikligi ile mTOR
ekspresyonundaki degisikliklerin, bu ilaglarin etkileriyle iliskili olabilecegini
diistindiirebilmektedir. K562 STAT5A KO (-0.34) hiicrelerinde TP53 ekspresyonunu
azaltmig, bu da STATS5A'min TP53'lin diizenlenmesinde 06nemli bir rol
oynayabilecegini gosterir. K562 1.2 pM imatinib direngli STAT5A KO (1.53) ve
K562 3 nM ponatinib direngli STATSA KO (1.04) hiicrelerinde TP53 ekspresyonu
artmig. Bu, TP53'in artistnin bu ilaglarin  direnci ile iligkili olabilecegini
diisiindiirebilir. TP53'lin artis1, hiicresel stres yanitt ve DNA hasar ile iligkilidir, bu
da ilaca direngli hiicrelerin TP53'ii daha yiiksek seviyelerde ifade edebilecegini
gostermektedir. K562 STATSA KO (-0.26) hiicrelerinde CISH ekspresyonunu
onemli olctide azaltmig, bu da STATSA'nin CISH'in diizenlenmesinde rol oynadigini
gostermektedir. K562 1.2 pM imatinib direngli STATSA KO (1.16) hiicrelerinde
CISH ekspresyonunun arttig1, ancak K562 3 nM ponatinib direncli STAT5A KO (-
0.17) hiicrelerinde CISH ekspresyonunun diistiigii gozlemlenmektedir. K562 1.2 uM
imatinib direncli STATSA KO (1.18) hiicrelerinde RUNX3 ekspresyonunun arttigi,
ancak K562 3 nM ponatinib direngli STAT5A KO (-0.59) hiicrelerinde RUNX3
ekspresyonunun azaldigi gozlemleniyor. Bu durum, RUNX3'lin imatinib ve

ponatinib direnci ile farkli sekillerde iliskili olabilmektedir (Sekil 15)
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K562 STAT5A KO K562 1.2 uM imatinib direngli STAT5A KO K562 3nM Ponatinib STAT5A KO

Sekil 15. K562 hiicre hatti ile drengli hiicre hatlarinda STATSA nakavt edilmesi sonrasinda olusan
gen ifadelerindeki degisimin 1s1 grafigi

4.6.5 CDK4 nakavt sonrasinda imatinib ve Ponatinib Direncli K562 Hiicre

Hatlarinda Gen Ekspresyon Profillerinin Analizi

K562 CDK4 KO (4.34) hiicrelerinde CDK4'lin yoklugunun ATM gen ekspresyonunu
etkiledigini ve bu etkinin ila¢ direnci durumuna bagl olarak degistigini gosteriyor.
K562 1.2 uM Imatinib direncli CDK4 KO (-2.11) ile K562 3 nM Ponatinib direngli
CDK4 KO (1.10) hiicrelerinde ATM ekspresyonu arasindaki farklilik, bu ilaglarin
hiicresel mekanizmalar tizerindeki etkilerini ve gen ekspresyonu iizerindeki dolaylh
etkilemektedir. K562 CDK4 KO (-11.80) hiicrelerinde mTOR gen ekspresyonunda
biiylik bir diislis oldugunu gosteriyor. Bu diisiis, CDK4'liin mTOR ekspresyonunu
pozitif yonde etkileyen bir rolii olabilecegini diisiindiiriiyor. K562 1.2 uM Imatinib
direngli CDK4 KO (-0.76), hiicrelerinde imatinib direnci ile birlikte mTOR
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ekspresyonunu az miktarda azalttigim1 gosteriyor. Imatinib direnci, mTOR
ekspresyonundaki bu kiiglik diisiisii etkileyebilir. K562 3 nM Ponatinib direngli
CDK4 KO (-0.14) hiicrelerinde ponatinib direnci ile birlikte mTOR ekspresyonunda
neredeyse minimal bir degisiklik yarattigin1 géstermektedir (Sekil 16).

K562 CDK4 KO K562 1.2 uM imatinib Direngli CDK4 KO K562 3nM Ponatinib Direngli CDK4 KO

Sekil 16. K562 hiicre hatti ile drengli hiicre hatlarinda CDK4 nakavt edilmesi sonrasinda olusan gen
ifadelerindeki degisimin 1s1 grafigi

74



Tartisma

Kronik miyeloid 16semi (KML), kemik iligi ve kan dolasiminda miyeloid kokenli
olgunlasmamis 16semik hiicrelerin birikimi ile karakterize edilen bir hematolojik
kanser tiiriidiir. Bu malignitenin temel nedeni, kromozom 9 ve 22'min uzun kollar1 (q
kollar1) arasinda gergeklesen karsilikli translokasyondur. Bu translokasyon, BCR
(breakpoint cluster region) ve ABL genlerini bir araya getirerek Philadelphia
kromozomu (Ph) olarak bilinen anormal bir kromozomal yapinin olusumuna yol
acmaktadir ve (BCR/ABL filizyon proteininin ekspresyonunu saglamaktadir
(Deininger et al., 2000). BCR/ABL proteininin siirekli aktif olan tirozin kinaz
aktivitesi, kontrolsiiz hiicre biiylimesine neden olur ve ayni zamanda farklilasma,
hiicre yapigmasi, go¢c ve apoptotik yanit gibi normal hiicresel islevlerdeki cesitli
bozukluklarin sorumlusu olarak goriilmektedir. Bu nedenle, Ph-pozitif KML'li
hastalarin tedavisinde BCR/ABL filizyon proteini onemli bir hedef olarak kabul
edilmektedir (Peled et al., 2002).

Tirozin kinazlar, kanserli hiicrelerde genellikle onkojenik bir rol iistlenerek
hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesine ve g¢ogalmasma neden olur. Ozellikle kronik
miyeloid 16semide (KML), BCR-ABL tirozin kinaz fiizyon proteini siirekli olarak
hiicre bliylimesini ve boliinmesini tesvik eder (Chislock et al., 2013). Tirozin
kinazlar, hiicresel sinyal yollarin1 diizenleyerek normal sartlarda hiicrelerin diizgiin
caligmasini saglar; ancak asir1 aktivasyonlari veya mutasyonlari, hiicrelerin stirekli
bliylimesine, ¢ogalmasina ve programlanmis hiicre 6liimiinden (apoptoz) kagcmasina
yol agarak kanserli hiicrelerin sag kalimini uzatmaktadir ve hastaligin ilerlemesine
katkida bulunmaktadir (Saraon et al., 2021). Kanser tedavisinde tirozin kinazlar
onemli hedefler haline gelmistir ve tirozin kinaz inhibitorleri (TKI'lar) bu enzimlerin
aktivitesini bloke ederek kanserli hiicrelerin biiylimesini durdurmaktadir. KML
tedavisinde kullanilan Imatinib gibi TKI'lar, BCR-ABL fiizyon proteini iizerinde
etkili olup hastaligin ilerlemesini engelleyebilmektedir (Goldman et al., 2001).
Ancak, tirozin kinazlarin mutasyona ugramasi veya alternatif sinyal yollarinin
aktivasyonu, TKI'lara karsi diren¢ gelisimine neden olarak tedavide onemli bir
zorluk olusturmakta ve yeni nesil tirozin kinaz inhibitorlerinin gelistirilmesini
gerektirmektedir (Attili et al.,, 2023). Imatinib ve ikinci nesil tirozin kinaz

inhibitorleri (TKI'ler) nilotinib ve dasatinib, prognozu ve yasam beklentisini
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istatistiksel olarak dnemli 6l¢giide iyilestirmistir. Kronik miyeloid 16semi hastalarinin
Bununla birlikte, TKI'lere direng, 6nemli bir klinik zorluk olmaya devam etmektedir.
Ucgiincii kusak bir TKI olan ponatinib, BCR-ABL'ye bagl diren¢ mekanizmalarina
sahip hastalarda sonuglar1 iyilestirse de, hastalarin bir kismi BCR-ABL'den bagimsiz
direng gelistirir ve ponatinib tedavisi basarisiz olmaktadir (Mitchell et al.,2018).

Transkripsiyonun sinyal dontstiiriiciileri ve aktivatorleri (STAT) proteinleri,
sitokin reseptor siiper ailesinin iyeleri tarafindan kullanilan sitoplazmik
transkripsiyon faktorleridir. Bir ligandin hiicre yiizeyindeki kendi reseptoriine
baglanmasinin ardindan fosforile edilirler. Daha sonra STAT'lar dimerlesir ve hedef
gen promotorlerine baglanarak gen ifadesinde hizli degisiklikler meydana
getirebilecekleri bir ¢ekirdege goc ederler. Hiicre ¢ogalmasini ve sag kalimin
modiile ettikleri i¢in, anormal aktivasyonlari hiicresel doniisiime katkida
bulunabilmektedir (Bowman et al., 2000). iki farkli gen tarafindan kodlanan iki ¢ok
benzer protein - STAT5A (96 kDa) ve STATS5B (94 kDa), STAT ailesine aittir
(Grimley et al.,1999). STATS proteinleri akut miyeloid 16semi (AML), akut
lenfositik 16semi (ALL), kronik miyeloid 16semi (KML), HTLV-I ile iliskili yetiskin
T hiicreli 16semi/lenfoma gibi baz1 hematolojik malignitelerde siirekli olarak aktive
edilir ve bu da 16semogenezdeki 6nemlerini gostermektedir (Benekli et al., 2003).
STATS proteinleri, KML'min gelisimi i¢in hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve hayatta
kalmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Hoelbl et al., 2010). imatinib mesilat (IM) gibi
BCR-ABL'yi hedef alan tirozin kinaz inhibitorlerinin (TKI) gelistirilmesi, KML
tedavisinde devrim yaratmistir. Ancak olusan ial¢ direnci nedeniyle yetersiz
kalmaktadir. BCR-ABL mutasyonlarinin ortaya ¢ikmast KML hiicrelerinin  IM
direncini tesvik etmektedir (Gambacorti-Passerini et al., 2003). Bu nedenle, KML'yi
tyilestirmek icin tamamlayict tedavi stratejilerine ihtiyag¢ duyulmaktadir
(Cumaraswamy et al., 2014). STATS5, KML'de onemli bir ilag hedefi haline
gelmektedir. STATS'in kemoterapiye direngli KML hiicrelerinin bakiminda 6nemli
bir rol oynadig1 bildirilmistir (Prost et al., 2015). Bu nedenle, STATS'i hedeflemek,
TKI'ye direngli hale gelen relaps KML hastalarina da fayda saglamaktadir.
Losemide STATS't hedeflemek i¢in c¢esitli yaklasimlar kullanilmistir. Bunlar
arasinda, dnceden onaylanmis ilaglarin hiicre tabanli tarama, psikotrop ila¢ pimozidin
KML hiicrelerinde potansiyel bir STATS inhibitorii olarak tanimlanmasina olanak

saglamistir (Nelson et al.,, 2011). Pimozid, STAT5'in tirozin fosforilasyonunu
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azaltmis ve KML hiicrelerinde biiylime durmasi ve apoptozu indiiklemistir (Gumus
et al., 2023). Pimozidin 16semik hiicrelerde deubiquitinating (DUB) enzimi USP1'i
hedef aldig1 bildirilmistir, bu da pimozidin STATS aktivitesi iizerindeki etkilerinin
dolayli olabilecegini gostermektedir (Mistry et al., 2011). Bu da STAT5
proteinlerinden STATS5A’nin farkli ilag stratejilerin arastirilmasina olanak

saglamaktadir.

CRISPR/Cas9, bakteriyel adaptif bagisikligin 6nemli bir bileseni olan
CRISPR/Cas sistemi, cas niikleazindan ve iki ayr1 RNA bileseninden,
programlanabilir bir crRNA (CRISPR RNA) ve sabit bir tracrRNA'dan (trans-
aktiflestirici ctRNA) olugmaktadir. Cas proteini, istilact faj DNA'sim1 kiigiik
parcalara kesebilir ve bu pargalar daha sonra bir ara parga olarak CRISPR dizisine
entegre edilmektedir. Daha sonra, CRISPR dizisi, Cas proteinlerini kesme i¢in ¢ift
sarmall1 bir RNA yapist olusturan crRNA ve tamamlayici bir tractRNA {iretmek
lizere transkripsiyona ugrar (Datsenko et al., 2012, Jinek et al., 2012). Istilact
DNA'daki crRNA hedefli diziye bitisik, protospacer bitisik motif (PAM) olarak
adlandirilan kisa bir dizi, CRISPR/Cas kompleksinin hedef DNA baglanmasi
sirasinda tanidigi adaptasyon ve girisim asamalarinda 6nemli bir rol oynar. Bir
PAM dizisinin yoklugu, Cas ile hedef DNA arasindaki afiniteyi degistirebilir,
clinkii spesifik PAM dizisi tanima, hedef olmayan dizileri hedef olmayan dizilerden
ayirt etmeye yarar (Westra, et al., 2013). CRISPR/Cas9 teknolojisi 2014 yilinda
Jenniffer Doudna ve Emmanuella Charpentier tarafindan kesfedildi (Doudna and
Charpentier 2014). Tasarim kolaylig1 ve verimliligi sayesinde genetik miithendisligi
alaninda bir ¢1gir agmistir (Hsu et al., 2014). Bu yilizden bilim insanlar1 farkl
organizmalarda bu teknigi denemeye baglamistir. Ayni zamanda 16semi
arastirmalarin CRISPR/Cas9 ile ilgili ¢aligmalar da artmaktadir (Huang, et al.,
2018). Bu caligmalarin ¢ogu cesitli genlerin islevini agiklamak in vitro kosullarinda
yapilan ¢alismalardir (Vukovic et at., 2015). 2015 yilinda Valleta ve arkadaslar
CRISPR/Cas9 ile ilgili yaptiklar1 ¢alismalarda 16semi hiicre hattindan edinilmis
mutasyonlar1 deiizeltebilecegi ilk kez gosterilmistir (Valletta et al., 2015). Kronik
miyeloid l6semi de CRISPR/Cas9 yontemi kullanilmasi terapdtik potansiyeli
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yiiksek adaylardan biri haline gelmistir. Kronik miyeloid 16semi, onkoprotein olan
BCR-ABL fiizyon geninin varligiyla ile karakterize edilmektedir (Garcia-Tufion et
al., 2017). Bir arastirmada, CRISPR/Cas9’un BCR/ABI fiizyon genini etkili bir
sekilde nakavt edilmesi sonrasinda onkoprotein ifadesindeki azalma olmasi ve
timorjenik etkilerinde azalmasina neden oldugu goézlemlenmistir. Bu yaklasim
dogrultusunda KML in vitro ve in vivo fare modellerinde de basarili olmustur

(Barghout et al., 2021).

Bu tez calismasinda, imatinib ve ponatinib’e direngli KML hiicre hatlarinda

CRISPR/Cas9 araciligiyla STATSA’nin silinmesi, baskilanmasi sonrasinda hiicre
proliferasyonu, transfeksiyon analizi, apoptozu, hiicre dongiisii analizi, ¢esitli
biyolojik fonksiyonlarda bulunan genlerin mRNA seviyesindeki ekspresyonlar gibi
hiicresel yanitlar iizerindeki etkisi aragtirllmistir. Bu amagla KML hiicre hatti modeli
atasal K562 ve onun 1.2 uM Imatinib’e ile 3 nM Ponatinib’e diren¢ kazandirilmis
K562/Imal.2 ila K562/Pon3 direngli hiicrelerde molekiiler diizeyde analizler
yapilmigtir. Ayrica STATS5A nakavti sonrasinda bu hiicrelerde hiicresel yanit
analizleri bu deney grubu i¢in de gerceklestirilmistir.
Bu baglamda oncelikle K562 hiicre grubu, K562/Imal.2 ve K562/Pon3 hiicre
gruplarina CRISPR/Cas9 yontemi ile STATSA ve Pozitif kontrol olarak CDK4
nakavt edildi. Transfeksiyon islemini lipofektamincrisprmax aracilifiyla yapildi.
Transfeksiyon verimliligi Yu ve ark. Yaptigi calismada K562 hiicre hattinda
lipofektamin crisprmax denemesi sonrasin % indel 20 +2 olarak belirlenmistir. Hiicre
gruplarimizda STATSA nakavt grubunda %18.8 olarak hesaplanmistir. CDK4 nakavt
grubunda ise %19.2 olarak hesaplanmistir. Bu baglamda lipfektamincrisprmax K562
hiicrelerinde etkinligi Yu ve ark. Yaptigi calismalar ile ortigsmektedir (Yu et al.,
2016).

K562 hiicre grubu ile K562 direngli gruplara CRISPR/Cas9 uygulanmasi
sonucunda STATSA nin nakavt edilmesi, CDK4 nakavt edilmesi (pozitif kontrol) ve
negatif kontrol hiicre hatlarimizda anneksin V yontemine gore elde ettigimiz
sonuclar su sekildedir. Bunun sonucunda K562 STATS5A ko hiicre hattimiz kontrol
grubuna gore 1.93 katlik apoptoz artis1 gostermistir. K562 CDK4 ko hiicre hattimiz
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kontrol grubuna gore hiicrelerde 1.01 kat apoptoz artis1 ile K562 negatif kontrol
grubunda ise 1.42 kat artis gozlemlenmistir. STATSA nakavtin K562 hiicrelerine
apoptoza etkisi ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizin verileri literatiir
icin bir ilk niteligindedir. Kaneshige ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir in vivo
caligmasinda KU815 ve NCO2 hiicre hatlarinda AK-2922 aracilifiyla STATS
inhibisyonuna neden olmustur ve bu siirecte apoptozu indiikledigi bildirilmistir
(Kaneshige et al., 2023). Nakatani ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada AML
hiicre hattinda CDK4 inhibisyonu apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Nakatani et
al.,2021). imatinib direngli hiicrelerde STATSA nakavt edilmesi sonucunda 11.35 kat
apoptoz artisina neden olmustur. Kaymaz ve arkadaglari K562/IMA-3+ SiRNA
direncli grupta transfekte edilmemis benzerlerine kiyasla 3,08 kat apoptoz artisi
oldugunu bildirmislerdir (Kaymaz et al.,, 2015). CDK4’iin nakavt edilmesi
sonucunda 6.1 kat apoptoz artisina neden olmustur. STATS5A nakavtin K562
iamtinibe direngli hiicrelerinde apoptoza etkisi ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamizin verileri literatiir icin bir ilk niteligindedir. Ponatinib direngli
hiicrelerde STAT5A nakavt edilmesi sonucunda kontrole gore 4.07 kat apoptoz
artisina neden olmustur. Gumus ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada 1nM ponatinibe
direngli K562 hiicrelerine STATS inhibitorii olan pimozid uygulandiginda apoptozu
14 kat indiikledigi bildirilmistir (Gumus et al., 2023). CDK4’ilin nakavt edilmesi
sonucunda kontrole gore 2.60 kat apoptoz artisina neden olmustur. Ponatinib direncli
negative kontrol grubunda ise 2.18 kat artis gozlemlenmistir. Calismamizin verileri
literatiir i¢in bir ilk niteligindedir.

K562 hiicre grubu ile K562 direngli gruplara CRISPR/Cas9 uygulanmasi
sonucunda STATS5A nin nakavt edilmesi, hiicre hatlarimizda hiicre dongiisi
analizleri su sekildedir. K562 kontrol grubunda gore, 48. Saatte hiicre dongiisiinde
STATS5A nakavt edilen hiicre hattinda GO/G1 %43.5 fazinda arrestlenmistir ve
anlamlhidir. CRISPR/Cas9 uygulanan imatinib direngli hiicrelerde STAT5A’nin
nakavt edilmesi sonrasinda hiicre dongiisiinde GO/G1 fazinda %43.4, areestlenmistir
ve anlamladir. CRISPR/Cas9 uygulanan ponatinib direngli hiicrelerde STATSA nin
nakavt edilmesi sonrasinda hiicre dongiisiinde G0/G1 fazinda %350.4 arreslenmistir
ve anlamhidir. Casetti ve arkadaslar1 in vivo ¢alismalarinda KML hiicre hatlarinda
(K562, LAMAS84, MEGO1) STATSA tek basina nakavt edildiginde hiicre dongiisii

tizerinde dogrudan bir etki goriilmedigi ancak bu durumun hiicrelerin uzun siireli
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hayatta kalmasini destekleyen sinyal yollarinin zayiflatacagini bildirmektedir (Casetti
et al., 2013). Kollman ve arkadaslart yaptigi in vivo ¢alismada KML hiicrelerinde
STATSA nakavti sonrasinda GO/G1 fazinda arrestlendigi bildirilmistir (Kollman et
al., 2019). Bu da bulgularimiz ile oértiismektedir.

Gen ekspresyon caligmalariyla ilgili sinirlt sayida veri bulunmaktadir. K562 hiicre
grubu ile K562 direncgli gruplara CRISPR/Cas9 uygulanmasi sonucunda STATSA
nin nakavt edilmesi, hiicre hatlarimizda gen ifadelerindeki degisiklikler su sekildedir;
K562 STATSA ko hiicre grubunda, kontrole kiyasla BCL-2 -1.24 kat anlaml
azaldigin1 bu da hiicrelerin apoptoza daha duyarli hale geldigini gostermektedir.
CDKN2B-1.43 kat anlaml1 azaldig1 STAT5A'nin yoklugunda bu genin baskilanmasi,
hiicre dongiisiiniin diizensizlesmesine yol acabilmektedir. ABL1 -1.11 kat anlamli
azalmasi, hiicre biiylimesinin inhibe oldugunu gosterebilir. CASP3 -0.77 kat gen
ifadelerinde anlamli apoptoz mekanizmasinin etkinliginin azaldigini veya baska bir
sekilde diizenlendigini diistinmekteyiz. E2F1 gen ifadesindendeki anlamli 5,42 kat
artis, proliferasyon hizini artirabilir. STATSA KO sonrasi, hiicreler, proliferatif
sinyalleri siirdiirebilmek i¢cin E2F1 ekspresyonunu artirmig olabilir. Bu artis,
STATS5A'min normalde hiicre proliferasyonunu dogrudan veya dolayli olarak
baskilamasindan kaynaklaniyor olabilir. STAT5A'nin yoklugunda, hiicreler E2F1
seviyelerini artirarak proliferasyonu desteklemeye calisiyor olabilirler. STAT5A gen

ifadesindeki hafif anlamli azalma gostermektedir (-0.05).

K562 1.2 uM imatinib direngli STATSA nakavti sonrasinda meydana gelen gen
ifadesindeki degisiklikler su sekildedir; ATM gen ifadesinde anlamli azalma (-1.96)
hiicrelerin DNA hasarma kars1 olan yanitim1 zayiflatabilir. STAT5Amin varliginda
ATM'in daha yiiksek seviyelerde tutuluyor olabilecegi, STAT5A'nin eksikligi
durumunda ise ATM ekspresyonunun baskilandig1 diisiiniilebilir. Bu, hiicrelerin
DNA hasarina kars1 daha savunmasiz hale gelmesine yol acabilir. TP53 gen
ifadesinde anlamli artis (1.5) hiicrede bir stres yaniti yaratabilir, bu da TP53 ifadesini
artirabilir. Imatinib direncine sahip hiicrelerde, TP53'{in artis1, hiicrenin hayatta
kalma mekanizmalarin1 giliclendirme ¢abasi olarak yorumlanabilir. Hiicreler,
STAT5A'nin yoklugunda proliferatif sinyalleri azaltip, TP53 aracilifiyla hiicre

dongiisiinii kontrol altina almay1 hedefliyor olabilir. Casetti ve arkadaglar1 in vivo
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caligmalarinda KML hiicre hatlarinda shS5A uygulamasi, normal ve KML CD34+
hiicrelerinde STAT5A'nin zayiflatilmasi, hiicrelerde bazal oksidatif stresi ve DNA
hasarmi artirdigr ve, p53 ve CHK2 yolaklarinin aktivasyonunda artis nedeniyle,
STATS5Amin hiicresel stresin yonetiminde 6nemli bir rol oynadigini bildirilmistir.
Bulgularimiz bu ¢alisma ile ortiismektedir (Casettiet al., 2013). CISH gen ifadesinde
anlamli artis (1,16) bir geri besleme mekanizmasi olarak diisiiniilebilir. imatinib
direncine sahip hiicrelerde CISH artis1, hiicrelerin STAT sinyal yolagim
baskilayarak, STATS5A'nin yoklugunda dengenin saglanmasina c¢alistigini
gosterebilir. Bu artis, hiicrenin kalan JAK-STAT aktivitesini sinirlayarak, hiicredeki
proliferatif sinyalleri dengelemeye yonelik bir yanit olabilir. Brachet-Botineau ve
arkadasalarinin K562 hiicrelerinde yaptig1 calismada CISH geni imatinib direngli
hiicreye gore ekspresyonun azaldigi gézlemlenmistir (Brachet-Botineau et al., 2020).
STATSA gen ifadesinde anlamli azalis (-0.40), genin tamamen baskilanmamig
olabilecegini ya da hiicrelerin bu gene yonelik bir miktar geri besleme
mekanizmasiyla yanit verdigini gosterebilir. Hiicredeki STATSA aktivitesinin bu
diisiik seviyelerde kalmasi, hiicrenin dengeyi koruma ¢abasi olarak yorumlanabilir.
Runx3 gen ifadesinde anlamli artis (1,18), STAT5A nakavt sonrasinda hiicrelerin
proliferatif —sinyalleri zayifladigt i¢in, hiicreler farklilagma ve apoptoza
yonlendirilebilir. Bu durumda, Runx3 ifadesinin artisi, hiicrelerin bu siireglere uyum
saglama ¢abasini yansitabilir. Runx3'iin artisi, STATSA'nin yoklugunda, hiicrelerin
stresle basa c¢ikmak ve sinyal yollarin1 yeniden diizenlemek icin baslattigir bir
kompansatuar yanit olabilir. Runx3'lin artmasi, hiicrelerin mevcut stres kosullarinda
hayatta kalmak i¢in yeniden programlandigini gosterebilir. STAT5A'nin yoklugunda,
hiicrelerin kanserlesme egilimlerini baskilamak amaciyla Runx3 ifadesini artirmis
olmasi olasidir. Bu artis, hiicrelerin imatinib direncine ve STATS5A eksikligine karsi

gelistirdigi bir savunma mekanizmasi olabilecegi diistiniilmektedir.

K562 3nM ponatinibe direngli hiicrelerde STATSA nakavti sonrasinda gen
ifadesindeki degisiklikler su sekildedir; STATSB gen ifadesinde anlamli azalma (-
1.57) STATSA eksikliginin STATS5B ekspresyonu iizerinde dolayli bir etkisi
oldugunu veya STAT5B'min de bazi fonksiyonel etkilerinin STATSA tarafindan
dengelendigini gosterebilir. ABL1 gen ifadesinde anlamli artis (0.22) STAT5A'nin

yoklugunda, ABL1 ifadesindeki artig, hiicrenin biiyiime ve proliferasyon sinyallerini
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artirma c¢abasi olarak yorumlanabilir. Bu artis, STAT5A'nin normalde ABLI
ekspresyonunu baskilayan bir rolii olabilecegini ve STATS5A'min eksikligi
durumunda bu baskilamanin ortadan kalktigin1 gosterebilir. JAK2 gen ifadesindeki
anlamli azalma (-0.83) JAK-STAT sinyal yolaklarimin genel olarak etkilenmis
olabilecegini gosterir. JAK2'nin azalmis olmasi, STAT5A'nin yoklugunda sinyal
iletiminde bir bozulma yasandigini ve JAK-STAT yolunun etkisinin azaldigim
gostermektedir. STAT1 gen ifadesindeki anlamli anlamli artis (0.09) STAT1'in daha
fazla aktive olmasina neden olabilir. Bu artis, STAT1'in STAT5A'nin roliinii telafi
etmeye calistigi veya STAT1 sinyal yollarin hiicre stresine yanit olarak aktivite
kazandig1 anlamina gelebilir. STAT3 gen ifadesindeki anlamli azalma (-0.71)
STAT5A'nin eksikliginin hiicresel sinyal yollarinda yaratmis oldugu degisikliklerin
bir yansimasi olabilir. STATSA ve STAT3 arasindaki etkilesimler, JAK-STAT
sinyal yollarindaki degisiklikler ve hiicre adaptasyon siiregleri, STAT3 ifadesindeki
azalmay1 acgiklayabilir. STATSA'nin yoklugu, STAT3 aktivitesini ve ekspresyonunu
etkileyebilir, bu da hiicrelerin yeni kosullara yanit verme seklini degistirebilmektedir.
STATS5A gen ifadesindeki anlamli azalma (-0.71), TP53 gen ifadesinde anlamli artis
(1.04) TP53, hiicresel stres ve DNA hasari yanitinda rol oynar. STAT5A'nin
eksikligi, hiicredeki stres yanitlarini etkileyebilir ve TP53 ifadesinin artmasina yol
acabilir. Bu artis, STATSA'nin eksikliginde hiicrenin DNA onarima veya apoptoza
yonelme ¢abasini yansitiyor olabilir. CISH gen ifadesindeki anlamli azalma (-0.17)
JAK-STAT sinyal yolaklarin1 negatif olarak diizenler. STAT5A'nin nakavt edilmesi,
CISH ifadesinde azalmaya neden olabilir, ¢linkii CISH'in STAT5A'nin aktivitelerini
diizenlemedeki rolii, STAT5A'nin eksikligi durumunda yeterli olmayabilir. Ayrica,
CISH ekspresyonu azalmis olabilir ¢linkii hiicre, STAT5A'nin yoklugunda farkli

yollarla denge kurmaya calisiyor olabilecegini diigiindiirmektedir.

STATSA nakavt sonrasinda imatinib ve ponatinib direngli K562 hiicre gen
ifadesindeki degisiklikler su sekildedir; K562 STAT5A KO (-1.24) hiicrelerinde
BCL-2 ekspresyonu Onemli oOlgiide azalmis, bu da STATS5Amm BCL-2'nin
diizenlenmesinde rol oynadigini gosteriyor. K562 1.2 uM imatinib direngli STATSA
KO (0.50) ve K562 3 nM ponatinib direngli STATSA KO (0.27) direngli hiicrelerde
BCL-2 ekspresyonunun arttig1 gozlemlenmistir. Bu artis, STAT5A'nin eksikligi ile

BCL-2'nin yeniden ifade edilmesinin, ila¢ direnci ile iligkili olabilecegini
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diisindgrmektedir. K K562 STAT5A KO (-0.67) hiicrelerinde JAK2 ekspresyonunu
onemli Olgiide azaltmis. Bu, STAT5A'nin JAK2'nin diizenlenmesinde bir rol
oynadigim1 gdstermektedir. K562 1.2 uM imatinib direngli STATSA KO (0.12) ve
K562 3 nM ponatinib direngli STATSA KO (-0.83) hiicrelerinde JAK2
ekspresyonunun azalmasi, STATS5A'nin eksikligi ile iliskili olabilir. Imatinib direngli
hiicrelerde  JAK2'min  biraz  artmigs olmasi, bu direncin JAK2 ile
iliskilendirilebilecegini veya farkli bir mekanizma etkili olabilir. K562 STATSA KO
(-10.61) hiicrelerinde STAT3'lin ekspresyonunu Onemli Ol¢iide azaltmis, bu da
STATS5A'min STAT3'iin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.
K562 1.2 uM imatinib direngli STATSA KO (0.50) hiicrelerinde STAT3
ekspresyonunun arttigi, ancak K562 3 nM ponatinib direngli STATSA KO (-0.71)
hiicrelerinde STAT3 ekspresyonunun azaldigi gozlemleniyor. Bu durum, STAT3'lin
imatinib ve ponatinib direnci ile farkli sekillerde iliskili olabilecegini
disiindiirmektedir. Yin ve arkadaglar1 yaptiklart ¢alismada K562 hiicrelerde ve
imatinib direngli K562 direncli hiicrelerinde SH-4-54 inhibitorii araciligiyla
STAT3/STATS inhibisyonuna neden olmaktadir. Bunun sonucunda Direngli
hiicrelerde ve K562 hiicrelerde STAT3 ve STATS gen ifadesinde azalma meydana
gelmektedir. STATS baskilanan K562 hiicrelerinde STAT3 gen ifadesinde azalma
meydana gelmektedir (Yin et al., 2023). K562 STAT5A KO (2.92) hiicrelerinde
ATM ekspresyonunu artirmig, bu da STAT5A'nin ATM'nin diizenlenmesinde rol
oynayabilecegini diisiindiiriir. K562 1.2 uM imatinib direngli STAT5A KO (-1.96)
ve K562 3 nM ponatinib direngli STATS5A KO (0.11) hiicrelerinde ATM
ekspresyonunun diismesi, bu ilaglarin ATM ekspresyonunu etkileyebilecegini veya
ATM'nin diisiik ekspresyonunun dirence katkida bulunabilecegini diigiindiirebilir.
K562 STAT5A KO (-0.26) hiicrelerinde CISH ekspresyonunu onemli Olgiide
azaltmis, bu da STATS5SAmin CISH'in diizenlenmesinde rol oynadigim
gostermektedir. K562 1.2 uM imatinib direngli STATSA KO (1.16) hiicrelerinde
CISH ekspresyonunun arttig1, ancak K562 3 nM ponatinib direncli STAT5A KO (-
0.17) hiicrelerinde CISH ekspresyonunun diistiigii gozlemlenmektedir. K562 1.2 uM
imatinib direncli STATSA KO (1.18) hiicrelerinde RUNX3 ekspresyonunun arttig1,
ancak K562 3 nM ponatinib direngli STAT5A KO (-0.59) hiicrelerinde RUNX3
ekspresyonunun azaldigi gozlemleniyor. Bu durum, RUNX3'in imatinib ve

ponatinib direnci ile farkli sekillerde iligkili olabilecegini diistinmekteyiz.
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Elde ettigimiz veriler 1518inda K562 hiicrelerinde ve direngli K562 hiicrelerinde
STATSA nakavt sonrasinda meydana gelen gen ifadelerindeki degisiklikler bize
ponatinib ve imatinib’in ila¢ direncinde farkli mekanizmalar araciligiyla direng
kazanmaktadir. STATSA ila¢ direnci iizerindeki etkisi CRISPR/Cas9 sonrasinda
KML hiicrelerinde apoptozu indiiklemektedir. STATSA ifadesindeki azalma
olmasina ragmen bazi onkogenik genlerin rol almasi ilag¢ direnci ile iligkili olup aym
zamanda STATS5A negatif geri besleme aracit olan CISH genin aktivasyonun ve
mekanizmasindan kaynaklandigimi diisiinmekteyiz bu siirrecte STATSA ile iliskili
transkripsiyonel geri beslenme mekanizmalarini arastirma i¢in 6nemli bir konu
oldugunu diisiinmekteyiz. Bunun sonucunda K562 hiicre hattinda ve direngli K562
hatlarinda CRISPR/Cas9 kullanilarak STAT5A’nin nakavt edilmesi ile bu hiicre
hatlarinda rol oynayan epigenetik ve stres mekanizmalarinin daha iyi aragtirilmasi

diisiincesindeyiz.
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Sonug¢ ve Oneriler

STAT5A'min nakavti, JAK2, STAT3 ve CISH sinyal yollarinda farkli
degisikliklere neden olur. Bu, STAT5A'nin gen ekspresyonu ve sinyal yollarindaki
roliinii vurgulamaktadir. Ilag direncli hiicreler, STAT5A'min eksikligi durumunda
sinyal yollarini1 farkli sekilde diizenler. Imatinib ve ponatinib direnci, bu yollarin
adaptasyonunu ve etkilenmesini gosterir. STAT5A'nin yoklugu, hiicrelerin cesitli
sinyal yollarmi1 yeniden diizenlemesine neden olur. Bu diizenlemeler, hiicresel
yanitlar ve ilag direncini etkiler. Direngli hiicre hatlarinda gézlemlenen degisiklikler,
STATS5Amin eksikligi durumunda hiicrelerin nasil adapte oldugunu ve ¢esitli sinyal
yollarint nasil diizenledigini gosterir. Elde edilen bilgiler 1s1ginda, STAT5A'nin
sinyal yollar1 iizerindeki etkilerini ve ilag direnci durumundaki roliinii daha iyi
anlamamiza yardimci olabilir.

Gelecek aragtirmalar, STATS5Ammn ve ilgili sinyal yollarmin ilag direnci
tizerindeki etkilerini daha ayrintili bir sekilde inceleyebilir. Bu, kanser tedavileri ve
ilag gelistirme stratejileri i¢in 6nemli bilgiler saglayabilir. STAT5A'nin nakavti ve
farkli ila¢ diren¢ kosullari, hiicre i¢indeki sinyal yollarinda belirgin degisikliklere yol
acmaktadir. Bu degisiklikler, STAT5A'nin ve diger genlerin islevlerinin ve ilag
direncinin daha 1yi anlagilmasini saglayabilecegini diisiinmekteyiz. Bu tez ¢aligmasi
STATSA'n sinyal yollarindaki roliinii ve ilag direnci kosullarindaki etkilerini daha
iyl anlamak i¢in 6nemli bir temel saglar ve ileri arastirmalar i¢in yon gosterici
olabilecegini diistinmekteyiz. Elde edilen veriler ile bu tez ¢alismasi l6semi
calismalarinda CRISPR/Cas9 tabanli ilaglarin gelistirilmesine 6nemli katkida

bulunacagin diisiinmekteyiz
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Ekler

Tez caligmamizda K562 hiicre hatti ile direngli K562 hiicreleride in vitro
kosullarindan galisildindan dolay1 “Etik Kurul Onay Belgesi, Goniillii Onam Formu,

Olgu Rapor Formu” gereksinim duyulmamustir.
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