
 

 

 

 

 

 

  

T.C. 

EGE ÜNİVERSİTESİ 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Tıbbi Byoloji Anabilim Dalı  

İzmir 

2024 

Besne ÇELİK 

TİROZİN KİNAZ İNHİBİTÖRLERİNE DİRENÇLİ KRONİK MYELOİD 

LÖSEMİ HÜCRELERİNDE STAT5A’ NIN CRISPR/CAS9 İLE 

ÇIKARTILMASININ TERAPÖTİK ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

  Yüksek Lisans Tezi 



 

 

 

 

 

 

 

  

T.C. 

EGE ÜNİVERSİTESİ 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 

Tezli Yüksek Lisans 

İzmir 

2024 

Besne ÇELİK  

TİROZİN KİNAZ İNHİBİTÖRLERİNE DİRENÇLİ KRONİK MYELOİD 

LÖSEMİ HÜCRELERİNDE STAT5A’NIN CRISPR/CAS9 İLE 

ÇIKARTILMASININ TERAPÖTİK ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Danışman 

Doç. Dr. Burçin Kaymaz 

 



I 

 

Tez Değerlendirme Kurulu Üyeleri 

 

                                                                                                                                                                      

                              

                                           (Adı Soyadı )                                (İmza) 

 

Başkan  : Doç. Dr. Burçin KAYMAZ 

(Danışman) 

....................................................... 

Üye  : Prof.Dr. ………………. 

 

....................................................... 

Üye  : Prof.Dr. ………………. ....................................................... 

  

  

  

  

 

Yüksek Lisans Tezinin  kabul edildiği tarih: ............................................. 



II 

 

Önsöz 

 

Bu tez çalışmam, akademik eğitimim boyunca yaptığım araştırmalar ve deneyimlerin 

sonucu olarak ortaya çıkmıştır. Yüksek lisans eğitimim süresince edindiğim 

akademik bilgi ve becerilerin, yaptığım araştırmalar neticesinde bilgi birikimimin 

sürekli genişlediği ve bu alana katkıda bulunmayı olanak tanıdı. Tez çalışmam, 

mevcut literatüre katkı sağlamayı hedeflemektedir. Buna bağlı olarak tez çalışmamın 

literatürdeki bilgi eksikliklerin giderilmesi amaçlanmaktadır. Bu tez çalışmam 

süresince sistematik bir yaklaşım benimseyerek, elde edilen bilgilerin güvenirliği için 

özen gösterdim. Bu çalışma da elde ettiğim bulguların bilim dünyasına önemli bir 

katkı sağlayacağını ve genç araştırmacılar için faydalı yeni araştırma sorularının 

ortaya çıkmasını umut ediyorum. Bu tez çalışması süresinde karşılaşan zorluluklar ile 

bilimsel araştırmanın ne kadar zorlu bir süreç olduğunu anladım. Bilimsel merak, 

araştırma azminin, bilgi üretmenin çok önemli olduğunu inceleme fırsatı buldum.  

Aynı zamanda tez çalışmamda yaşadığım zorluklar neticesinde, bu zorlukların 

üstesinden gelmek için gösterdiğim çaba, ana önemli akademik deneyimler 

kazandırdı. Bu deneyimler, akademik kariyerim boyunca önemli bir rehber olacaktır. 

Sonuç olarak bu tez çalışmasının kendi alanına önemli bir katkı sağlamasını ve 

gelecekteki diğer araştırma konuları için ilham kaynağı olacağına ve bilimsel 

araştırmaların üretiminin ve paylaşılmasının önemine inanarak bu tezin bu sürece 

katkı sağlamasını diliyorum. 

 

  İzmir, 21.08.2024 Besne ÇELİK 
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Özet 

Tirozin Kinaz İnhibitörlerine Dirençli Kronik Miyeloid Lösemi Hücrelerinde 

STAT5’A’nın CRISPR/Cas9 ile Çıkarılmasınin Terapötik Etkilerinin 

Araştırılması 

     Kronik myeloid lösemi (KML) yapıcı tirozin kinaz aktivitesine sahip bir füzyon 

proteini olan onkoprotein BCR-ABL1 (Breakpoint-cluster region/Abelson kinase) 

ile karakterize edilen kronik miyeloproliferatif bir neoplazmdır.  

    Tirozin kinazlar, hücre çoğalmasına, farklılaşmasına, hücre göçüne, 

metabolizmasına ve programlanmış hücre ölümüne yol açan bu sinyal iletim 

sürecinin önemli aracılarıdır. Tirozin kinaz sinyal yolları normalde düzensiz 

proliferasyonu önler veya apoptotik uyaranlara karşı duyarlılığa katkıda bulunur. 

Tirozin kinazların kanser moleküler patogenezindeki rolü çok büyüktür ve son 

zamanlarda, potansiyel antikanser ilaç hedefleri olarak moda olan kinazlarla, 

Imatinib ve ikinci nesil tirozin kinaz inhibitörleri (TKI'ler) nilotinib ve dasatinib, 

prognozu ve yaşam beklentisini istatistiksel olarak önemli ölçüde iyileştirmiştir.  

 

     Kronik miyeloid lösemi hastalarının bununla birlikte, TKI'lere direnç, önemli bir 

klinik zorluk olmaya devam etmektedir. Üçüncü kuşak bir TKI olan ponatinib, 

BCR-ABL'ye bağlı direnç mekanizmalarına sahip hastalarda sonuçları iyileştirse 

de, hastaların bir kısmı BCR-ABL'den bağımsız direnç geliştirir ve ponatinib 

tedavisi başarısız olur. Kronik miyeloid lösemide, sinyal ileticisi ve transkripsiyon 

aktivatörü 5a – STAT5A, BCR-ABL gibi tirozin kinaz onkogenlerinin (TKO) aşağı 

akış yönünde çok önemli bir efektörüdür ve transkriptomik çalışmaya dayalı olarak, 

STAT5A ve runt ile ilgili transkripsiyon faktörü 3'ün (RUNX3) ekspresyonunu 

arttırması da Tirozin Kinaz İnhibitörlerine karşı dirence neden 

olabilir. STAT5A'nın ayrıca KML hücrelerinin imatinib mesilat gibi tirozin kinaz 

inhibitörlerine (TKI) direncini arttırdığı gösterilmiştir. Belirli bir kanserin kemo 

direncinde önemli olan bir enzimi kodlayan bir genin CRISPR/CAS9 kullanılarak 

etkisizleştirilmesi, kemoterapiden önce veya kemoterapiyle birlikte verilebilecek 

potansiyel bir tedavidir. 
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  Bu çalışmada, Kronik myeloid lösemi hücre modeli K562 ile onun 1.2 

µM İmatinibe direnç kazandırılmış formu K562/Ima-Res ile 3 nM Ponatinib’ e 

direnç kazandırılmış K562/Pon-Res hücrelerinde Sinyal İleticisi ve Transkripsiyon 

Aktivatörü 5A – STAT5A' nın genom düzenleme teknolojisi Crispr/Cas9 ile 

çıkartılması (knock-out edilmesi) sonrasında, lösemik hücreler üzerindeki 

sitotoksik, apoptotik, hücre döngüsü tutulması üzerindeki etkilerin ve 

karsinogenetik kilit yolaklarda bulunan seçilmiş genlerin mRNA seviyesindeki 

ekspresyon değişimlerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  

 

       Bu çalışmada Imatinib dirençli hücrelerin IC50 2.4 uM ve ponatinib dirençli 

hücrelerimizde 6nM olarak belirlenmiştir. Bu tez çalışmlarında, K562 ve dirençli 

hücre hatlarında CRISPR/Cas9 uygulanarak STAT5A nakavt sonrasında hücresel 

yanıt analizleri araştırılmıştır.  STAT5A nakavtı sonrasında apoptotik etkilerini 

Annexin V yöntemine göre değerlendirilmiştir. Hücre döngüsü üzerindeki etki “BD 

Cycletest Plus DNA Reagent Kit” ile değerlendirilmiştir. Gen ekspresyon 

değişimleri, tüm STAT5A nakavt hücre grubu ile   kontrol gruplarından elde edilen 

mRNA’larla RT-qPCR ile belirlenmiştir. STAT5A nakavtı sonrasında dirençli 

hücre gruplarında apoptotic etkiye neden olduğu ve hücre arrestinin G0/G1 fazında 

arrestine neden olduğu tespit edilmiştir.  

 

    STAT5A'nın nakavtı sonrasında dirençli hücrelerde JAK2, STAT3 ve CISH sinyal 

yollarında farklı değişiklikler gözlemlenmiştir. Bu durum, STAT5A'nın gen 

ekspresyonu ve sinyal yollarındaki rolünü vurgulamaktadır. İlaç dirençli hücreler, 

STAT5A'nın yokluğunda sinyal yollarını farklı şekilde düzenlemektedir. İmatinib ve 

ponatinib direnci, bu yolların adaptasyonunu ve etkilenmesini göstermektedir. 

STAT5A'nın yokluğu, hücrelerin çeşitli sinyal yollarını yeniden düzenlemesine 

neden olmaktadır. Bu da STAT5A'nın silinmesinin KML hücrelerindeki ilaç 

direncini anlamada önemli bir rol oynadığını ve KML tedavisinde ilaç direnci ile 

ilişkili mekanizmanın aydınlatılmasına katkıda bulunabileceğini düşündürmektedir. 

Anahtar Kelimeler; Kronik myeloid lösemi, kemoterapötik direnci, genom 

düzenleme teknolojisi, STAT5A,  
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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 – 

STAT5A 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. 
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     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 µM 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 mRNA level of selected genes in key carcinogenetic 

pathways after the removal of CRISPR/Cas9. 

 

     In this study, the IC50 values for imatinib-resistant cells were determined as 2.4 

µM 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 G0/G1 phase.  

     

After the knockout of STAT5A, different changes were observed in the JAK2, 

STAT3, 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 STAT5A 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, STAT5A 
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 Giriş 

      1.1 Araştırmanın Problemi 

Kanser, günümüzde önemli halk sağlığı sorunudur.  Kanser vakaları 2025 yılına 

kadar her yıl >20 milyon yeni kanser vakası beklenmektedir ve bu vakaların artacağı 

öngörülmektedir.  Dünya çapında kanser vakalarının ve ölümlerin önde gelen nedeni 

olmaya devam etmektedir (Ferlay et al. 2015).   

Moleküler ve tümör biyolojisi hakkında artan bilgi ile kanser tedavisine yönelik yeni 

yaklaşımlar ortaya çıkmıştır (Schiller et al. 2002). Gelişen tedavi yöntemleri avantaj 

sağlasa da ilaç direnci hâlâ kanser tedavisinde bir zorluk olarak devam etmektedir. 

Bu durum ilaç direncine bağlı gelişen kanser mekanizmasının aydınlatılması ve yeni 

tedavi yaklaşımlarının ortaya çıkmasına neden olmuştur (Haider et al. 2020). 

Kanser hücrelerinin tedaviye karşı direnç göstermesi son yıllarda kanser tedavisinin 

zorlu yönlerinden biridir (Nikolaou et al. 2018). Kanser hücrelerine yönelik hedefli 

tedavilerin keşfinde kaydedilen ilerlemeler antikanser ajanların onaylanmasına yol 

açsa da direnç, yaşamı tehdit eden bir yan etki olarak kanser tedavilerinin önüne 

geçmektedir (Oun et al. 2018). İlaç direnci, kanser hücrelerinde içsel ve dışsal 

faktörleri arasındaki karmaşık etkileşim sonucunda kanser direncinde katkıda 

bulunmaktadır.  Kanser direncinde rol oynayan içsel faktörler onkojenik yolları 

aktive ederek ilaç hedeflerinin ve tedavilere karşı duyarsızlaşmasına ayrıca DNA 

onarım mekanizmalarını güçlendirerek sağkalım yollarının aktivasyonuna neden 

olmaktadır. Böylece, kanser tedavileri sitotoksik etkilerden kaçmasına yol 

açmaktadır (Dzobo et al. 2018). 

1.2 Araştırmanın Sorusu 

Araştırmamızda kullandığımız biyoteknolojik bir yöntem olan düzenli aralıklarla 

bölünmüş palindromik tekrar kümeleri (CRISPR) ve Cas9 proteini ile  dirençli 

lösemi hücre grubu ile kontrol grubu sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatörü 5A 

(STAT5A)'nın çıkarılması üzerindeki sitotoksik, hücre proliferasyonu, apoptotik 

etkilerin değerlendirilmesi, hücre döngüsü tutulması üzerindeki etkilerin araştırılması 

ve karsinogenetik olarak rol oynayan genlerin mRNA seviyesindeki değişimleri 

belirlenmektedir. Bu yöntem ile dirençli lösemik hücrelerde meydana gelen ilaç 

direncinde rol oynayan proteinin çıkarılması sonucunda dirençli lösemi hücrelerinin 

proliferasyonunu inhibe etmeyi sağlayacağımızı düşünmekteyiz. 
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1.3 Araştırmanın Hipotezleri 

Kronik miyeloid lösemi (KML) tedavisinde rol oynayan tirozin kinaz inhibitörleri 

(TKİ) hücre çoğalmasına, farklılaşmasına, hücre göçüne, metabolizmasına ve 

programlanmış hücre ölümüne yol açan bu sinyal iletim sürecinin önemli aracılarıdır. 

Potansiyel antikanser ilaç hedefleri olarak imatinib ve ikinci nesil tirozin kinaz 

inhibitörleri (TKİ'ler) nilotinib ve dasatinib, prognozu ve yaşam beklentisini 

istatistiksel olarak önemli ölçüde iyileştirmiştir. Kronik miyeloid lösemi hastalarının 

bununla birlikte, TKİ'lere direnç, önemli bir klinik zorluk olmaya devam etmektedir. 

Üçüncü kuşak bir TKİ olan ponatinib, BCR-ABL'ye bağlı direnç mekanizmalarına 

sahip hastalarda sonuçları iyileştirse de, hastaların bir kısmı BCR-ABL'den bağımsız 

direnç geliştirir ve ponatinib tedavisi başarısız olmaktadır. Dolayısıyla, 

kemoterapötik ajanlara direnç kazandıran tüm kanserler, aşamalı olarak 

büyümelerine ve malignite özellikleri sergilemelerine izin veren çoklu mutasyonlar 

içerdiğinden, kanser hücresi genomunu hedeflemek çekici bir yaklaşım haline 

gelmektedir. 

Kronik miyeloid lösemide sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatörü 5a (STAT5A), 

BCR-ABL gibi tirozin kinaz onkogenlerinin (TKO) aşağı akış yönünde çok önemli 

bir efektörüdür ve transkriptomik çalışmaya dayalı olarak, STAT5A ve runt ile ilgili 

transkripsiyon faktörü 3'ün (RUNX3) ekspresyonunu arttırması da tirozin kinaz 

İnhibitörlerine karşı dirence neden olabilir. STAT5A'nın ayrıca KML hücrelerinin 

imatinib mesilat gibi tirozin kinaz inhibitörlerine (TKI) direncini arttırabilir.  

CRISPR/Cas9 yöntemi ile dirençli lösemi grubu ile kontrol grubunda STAT5A’nın 

çıkartılması TKİ direncini inhibe etmede önemli bir rol oynayabilir. 

Araştırmamızda kronik miyeloid lösemi de ilaç direnci kazandırılmış imatinib ve 

ponatinib tirozin kinaz inhibitörleri, CRISPR/Cas9 yöntemi ile STAT5A’nın 

çıkarılması sonucunda dirençli kronik miyeloid lösemi grubu ile kontrol grubunun 

terapötik etkisi araştırılmıştır. 

 

1.4 Araştırmanın Varsayımları 

Araştırmamızda CRISPR/Cas9 yöntemi ile STAT5A’nın çıkarılması sonucunda 

direnç kazandırılmış lösemi hücre grubu ile kontrol grubu hücreleri üzerindeki 

etkilerin araştırılması hedeflenmiştir. Bu yöntem ile direnç kazandırılmış lösemi 
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hücre grubu ile kontrol grubu üzerindeki sitotoksik, hücre proliferasyonu, apoptotik, 

hücre döngüsü üzerindeki etkiler ve mRNA ifadesindeki değişimler incelenmiştir. 

 

1.5 Araştırmanın Sınırlılıkları 

Araştırmamızda dirençli ve kontrol lösemi hücreler ile in vitro koşullarında 

çalışılmıştır. Deney hayvanları ile hastalar grupları ile çalışılmadığından in vivo bir 

çalışma yapılmamıştır. Buna bağlı olarak herhangi bir değerlendirme de 

bulunmamıştır. 

 

1.6 Araştırmanın Amacı 

Kronik myeloid lösemi (KML) yapıcı tirozin kinaz aktivitesine sahip bir füzyon 

proteini olan onkoprotein BCR-ABL1 (Breakpoint-cluster region/Abelson kinase) ile 

karakterize edilen kronik miyeloproliferatif bir neoplazmdır.  

Tirozin kinazlar, hücre çoğalmasına, farklılaşmasına, hücre göçüne, metabolizmasına 

ve programlanmış hücre ölümüne yol açan bu sinyal iletim sürecinin önemli 

aracılarıdır. Tirozin kinaz sinyal yolları normalde düzensiz proliferasyonu önler veya 

apoptotik uyaranlara karşı duyarlılığa katkıda bulunur. Tirozin Kinazın 

ekspresyonunun ve aktivitesinin mutasyonlar veya diğer mekanizmalar yoluyla 

deregülasyonu, çok çeşitli hastalıklara yol açar ve aynı zamanda kanser hücrelerinin 

klasik bir özelliğidir. Tirozin kinazların kanser moleküler patogenezindeki rolü çok 

büyüktür ve son zamanlarda, potansiyel antikanser ilaç hedefleri olarak moda olan 

kinazlarla, Imatinib ve ikinci nesil tirozin kinaz inhibitörleri (TKI'ler) nilotinib ve 

dasatinib, prognozu ve yaşam beklentisini istatistiksel olarak önemli ölçüde 

iyileştirmiştir. Kronik miyeloid lösemi hastalarının bununla birlikte, TKI'lere direnç, 

önemli bir klinik zorluk olmaya devam etmektedir. Üçüncü kuşak bir TKI olan 

ponatinib, BCR-ABL'ye bağlı direnç mekanizmalarına sahip hastalarda sonuçları 

iyileştirse de, hastaların bir kısmı BCR-ABL'den bağımsız direnç geliştirir ve 

ponatinib tedavisi başarısız olmaktadır. 

 Kronik myeloid lösemi hücre modeli K562 ile onun 1.2 µM İmatinibe direnç 

kazandırılmış formu K562/Ima-Res ile 3 nM Ponatinib’ e direnç kazandırılmış 

K562/Pon-Res hücrelerinde STAT5A' nın genom düzenleme teknolojisi 

CRISPR/Cas9 ile çıkartılması (knock-out edilmesi) sonrasında, lösemik hücreler 
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üzerindeki sitotoksik, apoptotik, hücre döngüsü tutulması üzerindeki etkilerin ve 

karsinogenetik kilit yolaklarda bulunan seçilmiş genlerin mRNA seviyesindeki 

ekspresyon değişimlerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Böylelikle kontrol grubu 

hücreler ile deney grubu hücreler arasında yapılacak istatistiksel analizler sonrasında, 

gen ifadelenmelerindeki değişikliklerin de saptanmasıyla, bir transkripsiyon faktörü 

olarak lökomogenez gelişim sürecini tetikleyen STAT5A geninin çıkartılmasının 

olası terapötik etkileri belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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Genel Bilgiler 

 2.1 Kronik Miyeloid Lösemi  

Kronik miyeloid lösemi (KML), 22. kromozom da bulunan BCR (Breakpoint Cluster 

Region) geni ile 9. kromozomda bulunan ABL1 geninin translokasyonu sonucunda 

oluşmaktadır (Zheng, 2013).  Bunun sonucunda kromozom 9 uzamaktadır, 

kromozom 22 ise kısalmaktadır. Philadelphia kromozom, genellikle hatalı kromozom 

22 olarak bilinmektedir (Surace et al., 2014). Bu onkogenin varlığı akut lenfoblastik 

lösemi olguların %15’inde, kronik miyeloid lösemi olgularının %95’inde 

gözlemlenmiştir (Ravandi and Kebriaei 2009). Bu translokasyon sonucunda 210 kDa 

(p210), 190kDa (p190) ve p229 füzyon proteini oluşmuştur (Score et al., 2010). 

Kronik miyeloid lösemi, BCR-ABL1 sonucunda oluşan p210 füzyon proteini ile 

ilişkilidir. BCR-ABL1 füzyon proteini, KML hücrelerin proliferasyonunda ve sağ 

kalım da işlev gören bir enzim olan fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) 

ilişkilendirilmektedir (Quintás-Cardama and Cortes 2009). C-Abl proteinin başlangıç 

ekzon dizisi ile BCR dizisinin yer değiştirilmesi sonucunda oluşan p210 mutant 

proteini, sitoplazmada artan tirozin kinaz aktivitesine yol açmaktadır (Carofiglio et 

al., 2020). Tirozin kinaz hücre proliferasyonunu ve apoptozun inhibe edilmesini 

teşvik etmektedir.  Bu durum hücre döngüsünün hızlanmasına, DNA onarım 

süreçlerinin de engellenmesine yol açmaktadır (Hantschel, et al., 2003, Lemmon, and 

Schlessinger 2010). BCR-ABL1 onkogeni CRK benzeri protein (CRKL) ile 

etkileşim göstermektedir. Bu durum normal ABL proteininden ayırt etmektedir. Bu 

füzyon proteini, janus kinaz (JAK)/Sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatörü 5 

(STAT5) sinyal yolunu aktive eder ve RAS-protoonkogen (RAS) proteinlerini 

dolaylı olarak aktive edilmesini sağlamaktadır (Uemura et al., 1997, Ikeda et al., 

2022).   STAT (Sinyal iletici ve Transkripsiyon Aktivatörü), hücre zarından 

çekirdeğe sinyallerin iletilmesinden sorumludur, buna bağlı olarak gen ifadelerinde 

değişikliklere neden olmaktadır (Seif et al., 2017). BCR-ABL tirozin kinaz aktivitesi 

STAT ailesinin bir üyesi olan STAT5’i aktive etme yeteneğine sahiptir, bu durumda 

anormal bir şekilde hücre proliferasyonunda, sağ kalımda, BCR-ABL lösemi 

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

 

 



6 

 

 

2.2 Kronik Miyeloid Lösemi de Tirozin kinaz İnhibitörleri (TKI) 

Kronik miyeloid lösemi olgularında tedaviye yönelik kullanılan tirozin kinaz 

inhibitörleri (TKİ) BCR::ABL adenozin trifosfat (ATP) bağlayıcı bölgesine 

bağlanarak, substratların fosforilasyonunu engeller ve  BCR::ABL’nin 

lökomonogenez sinyalleşmesini inhibe etmektedir. Tirozin kinazlar, hücre 

proliferasyonu, hücre göçüne, apoptoza yol açan sinyal iletim araçları için önemli 

arcılardır. Tirozin kinazların kanser patogenezinde önemli rol oynamaktadır. Son 

zamanlarda potansiyel antikanser ilaç hedefleri haline gelmektedir. Gıda ve İlaç 

Dairesi (FDA) tarafından onaylanan ilk TKİ imatinib mesilatıdır (İM) (Mitchell et al., 

2018). Yapılan IRIS çalışmalarında imatinib mesilatı, kronik fazdaki KML 

olgularının yaklaşık %74’ünde tam sitogenetik remisyon, balstik fazdaki KML 

olgularının %11’inde hematolojik yanıt oluşturmaktadır (Kantarjian et al., 2002). 

İmatinib mesilatında yüksek moleküler yanıt ve sitogenetik oranlarına rağmen KML 

olgularında ilaç direnci gelişmektedir. Bu durum Ph- pozitif (Ph+) KML olguları için 

sorun olmaktadır (Yoshida and Melo 2004).  İM direncine karşı ikinci ve üçüncü 

nesil TKİ’ler gelişmesine neden olmuştur. İkinci ve üçüncü nesil TKİ (dasatinib, 

nilotinib, bosutinib ve ponatinib) ‘ler iyi bir remisyon oranı sağlasada hiçbiri KML 

olgularında oluşan direncin üstesinden gelememektedir (Kantarjian et al., 2021, 

Cortes et al., 2018).  

 

2.2.1 Dasatinib (Sprycel, BMS-35425) 

İkinci nesil bir TKİ olan dasatinib, İM direncin üstesinden gelmek için geliştirilmiş 

çok hedefli bir TKİ’dir (Travis, 2004). Dasatinib, ATP bağlanma bölgesine 

bağlanarak ABL aracılıyla inhibe edici etki göstermektedir. Bu durumda ATP 

bağlanma bölgesindeki P-döngüsündeki mutasyonlar ABL kinazın in vitro 

koşullarında dasatinibe olan etkinliği azalmıştır (Lombardo, et al., 2004).  İmatinib 

ile karşılaştırıldığında T hücre popülasyonları gösteren bir tür immünolojik 

değişikliklere neden olmaktadır. Buna bağlı olarak dasatinib ile tedavi edilen KML 

olgularının yüksek seviyede efektör CD4+ T hücre popülasyonu bulunması ile 

doğrulanmaktadır (Nerreter et al., 2014). Aynı zamanda tedavi edilen olguların 
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periferik kan örneklerinde dentritik hücreler, sitotoksik T ve doğal öldürücü 

hücrelerde (natural killer, NK) artış olduğu bildirilmiştir (Futosi et al., 2012). 

 

2.2.2 Nilotinib (Tasigna,AMN107, Novartis)  

İkinci nesil TKİ olan nilotinib, imatinib türevidir ve yüksek özgüllükle tasarlanmıştır. 

Nilotinib, ATP bağlanma bölgesinde yer alan P-loop katlanarak ABL tirozin kinazın 

inaktif formuna bağlanmaktadır. Bunun sonucunda substrat bağlanma bölgesini 

bloke ederek, ATP bağlanma alanını bozmaktadır. Bu durumda tirozin kinaz 

enziminin katalitik aktivitesini inhibe etmektedir (Yang and Fu, 2015, Xie et al., 

2016). İmatinib dirençli BCR-ABL mutasyonların inhibisyonunda güçlü bir ajandır 

ancak T315I mutasyonuna karşı etkili değildir (Blay and Von 2011). Nilotinib, 

epidermal büyüme faktörü reseptörleri, SRC kinazlar, vasküler endotelyal büyüme 

faktöründe etkili olmaktadır (Weisberg et al., 2007). Ayrıca hücre ölümünü ile 

otofajiyi de tetiklediğinden apoptozu indüklemektedir (Shaker et al., 2013). 

 

2.2.3 Bosutinib (SKI-606, Wyeth), 

İkinci nesil bir TKİ olan bosutinib, c-KIT ile trombosit kaynaklı büyüme faktörüne 

karşı inhibitör etkinliğine sahip SCR-ABL kinaz inhibitörüdür (Remsing Rix et al., 

2009). Bosutinib, M318 ile van der walls bağları ile bir hidrojen bağı oluşturmaktadır 

( Levinson and  Boxer 2012). ABL kinazın P halkası bosutinib iel temas 

etmemektedir, bu durumda P halkası mutasyonlarına karşı bosutinibi duyarlı hale 

gelmektedir. İmatinib dirençli KML hücre hatlarında bosutinibe karşı duyarlılık 

gösterilmiştir ancak T315I mutasyonuna karşı bosutinib duyarlılık göstermemiştir 

(Redaelli et al., 2009). 

 

2.2.4 Ponatinib (AP24534) 

Üçüncü nesil TKİ olan ponatinib, T315I mutasyonuna karşı aktivite gösteren güçlü 

bir inhibitördür.  T315I da hidrojen bağı oluşmaması sonucunda ponatinibin etinil 

kısmı, ATP bağlanma bölgesinde yer değiştirerek karbon-karbon bağı oluşmasını 

sağlamaktadır. Bu durumda P-loop ile yakın temas kurarak F317 ile bir hidrojen bağı 

oluşturmaktadır. TKİ ile F317 arasındaki mutasyonlar in vitro koşullarında 

ponatinibi olumsuz etkilemektedir (Zhou et al., 2011). Ponatinib, T315I mutasyonu 
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dahil olmak üzere diğer BCR-ABL mutasyonlarına karşı güçlü bir inhibitördür. Bu 

mutasyonlara karşı etkili olsa da BCR-ABL den bağımsızda direnç oluşmaktadır, 

buna bağlı olarak ponatinib tedavisi başarısız olmaktadır (Mitchell et al., 2018).  

 

2.3 Kronik Miyeloid Lösemi Hücrelerinde İlaç Direnci 

Kronik miyeloid lösemi hücrelerinde TKİ direncinin en bilinen mekanizması 

BCR::ABL1 kinaz alan mutasyonlarıdır (Branford et al., 2018). BCR::ABL1’den 

bağımsız gelişen direncin mekanizması henüz anlaşılmamıştır TKİ direnci  ile ilişkili 

olarak düşünülen alternatif sinyal yolları, DNA onarımı, epigenetik işlev bozukluğu, 

BCR::ABL1 aşırı ifade edilmesidir (Alves, et al., 2021).  KML hücrelerinde direnç, 

tirozin kinazda meydana gelen kinaz bölgesindeki değişiklikler ile 

ilişkilendirilmektedir (Jabbour et al., 2013).  Kinaz alanında meydana gelen 

mutasyonlar TKİ’lerin BCR::ABL1’in ATP bağlanma bölgesine bağlanmasını engel 

olur ve bunun sonucunda TKİ’lere karşı direnç kazanmaktadır (Fernandes  et al., 

2022). Bunlara ek olarak çoklu mutasyonlara sahip olguların ikinci nesik TKİ yanıtı 

zayıf olmaktadır. Ayrıca T315I’a ek mutasyonlara sahip olguların üçüncü nesil TKİ 

olan ponatinib’e yanıt yine zayıf olmaktadır (Parker et al., 2016).  BCR::ABL1 aşırı 

ifadesi bir başka direnç mekanizmasıdır. Bu direnç mekanizması TKİ aracılığıyla 

inhibe edilmesi gereken onkoproteinin konsantrasyonunu artırarak dirence neden 

olmaktadır (Mahon et al., 2000). Duyarlı ve dirençli KML olgularında yapılan bazı 

çalışmalarda DNA onarım genlerinin (RAD51L1, FANCA, ERCC5) aşırı ifade 

edilmesi KML’de DNA onarım mekanizmasında bozuklağa neden olmaktadır. Bu 

durum TKİ direncinde ve KML evriminde doğrudan rol oynamaktadır (de Lavallade 

et al., 2010). BCR::ABL1, KML’de inhibe edilmesi ve kinaz aktivite eksikliğini 

gidermek için alternatif sinyal yollarını aktive etmektedir. Bu sinyal yolları (SRC, 

RAS/MAPK, JAK/STAT, PI3K/AKT) TKİ direncine katkıda bulunmaktadır (Alves 

et al., 2021).  

  2.3.1. KML Direncin de  JAK/STAT Sinyal Yolu 

KML de sağ kalımı, proliferasyonu ve ilaç direnci ile ilişkili olan JAK/STAT sinyal 

yolu STAT3 ve STAT5 efektörleri ile gerçekleşmektedir. (Amarante-Mendes et al., 

2022, Brachet-Botineau et al., 2020). KML CD34+ hücrelerinde TKİ direncine 

neden olan Y705 fosforilasyonu sonucunda STAT3 aktivasyonuna neden olmaktadır. 
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Yapılan çalışmalarda bu direncin üstesinden gelmek için imatinib ve STAT3 

inhibitörü olan BP-5-087 ile kombinasyon tedavileri uygulanmıştır. Bunun 

sonucunda TKİ’ye dirençli lösemik kök hücreler ile prognitör hücrelerin sağ kalımın 

azalmasına neden olmuştur (Eiring et al., 2014).  Yine benzer bir çalışmada JAK1 ile 

BCR::ABL1’in beraber inhibe edildiğinde benzer sonuçlar elde edilmiştir. 

JAK1/STAT3 sinyallemesin eksintrik olarak aktive edildiğinden KML hücrelerinde 

kalıcılığı sağlamaktadır (Kuepper et al., 2019).  Benzer bir şekilde STAT5’in aşırı 

ifade edilmesi in vitro ve in vivo koşullarda TKİ kaynaklı KML hücrelerinin 

apoptoza olan hassasiyeti azalttığı bildirilmiştir (Warsch et al., 2011).  BCR-ABL, 

FLT3, JAK2 ve IL5 sinyallemesine yanıt olarak STAT5 aktive olmaktadır (Gupta et 

al., 2019). STAT5 sinyallemesi Pim-1 ve siklin D2 hedef genlerin ifadesini yukarı 

regülasyonuna neden olur ve hücre lökomogenezini teşvik etmektedir ( Gupta et al., 

2019, Klejman et al.,2002).  Aynı zamanda fosforile edilmiş STAT5, PI3K/AKT 

sinyal yolunu aktive ederek hücre büyümesini arttırmaktadır. Diğer yandan 

STAT5’in inhibe edilmesi, anti apoptotik proteinler olan BCL-2 , MCL-1’in 

ifadelerini azaltır, pro-apoptotik protein olan Bim ifadesini ise artırmaktadır (Harir et 

al., 2007). Dolayısıyla KML’de STAT5 aktivasyonu, hücre proliferasyonu, sağ 

kalımı, apoptoz inhibisyonu ve imatinibe karşı direnç oluşturmaktadır (Minieri et al., 

2018). STAT5 ikiye ayrılmaktadır STAT5A ve STAT5B bunlar kanser hücrelerinin 

sağ kalımında ve lösemi patogenezinde önemli rol oynamaktadır. Yapılan bir 

çalışmada imatinibe duyarlı ve dirençli KML hücrelerinde STAT5A’nın siRNA 

aracılığıyla baskılanması apoptozu indüklediği ve imatinibe karşı duyarlılığın 

artmasına neden olmuştur (Kosova et al., 2010). TKİ direncine karşı STAT5A’yi 

hedeflemek potansiyel terapötik hedef haline gelmektedir. 

 

2.4 CRISPR-Cas9 Teknolojisi  

CRISPR (Kümelenmiş Düzenli Aralıklı Kısa Palindromik Tekrarlar) gen bölgeleri 

bazı bakteriler ve arkelerde bakteriyofaj enfeksiyonuna ve plazmit transferine karşı 

bağışıklık geliştirmek için CRSIPR ile ilişkili genler tarafından kodlanan RNA 

kılavuzlu adaptif bağışıklık sistemleri geliştirmiştir. Daha sonra farklı DNA’nın kısa 

parçaları ile yeni ara parçalar konak kromozom içerisindeki CRISPR tekrar ara 

parçasına dahil edilmektedir (Mojica et al., 2016). CRISPR/Cas9 tekniği DNA 

dizisini belirli bir noktadan çift sarmallı kırıklara neden olan DNA endonükleaz Cas9 
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ve rehber RNA bulunmaktadır (Ran et al., 2013). Rehber RNA’lar, crRNA ve 

tracrRNA içermektedir. Her ikisinin de farklı işlevleri bulunmaktadır crRNA 20-22 

bp’lik istenen DNA dizisine bağlanırken tracrRNA ise DNA kırıklarına neden olan 

Cas9 için bir çerçeve olarak işlev görmektedir (Wang et al., 2016). Cas9 proteini S. 

pyrogenes bakterisinden türetilmiştir ve SpCas9 olarak adlandırılmaktadır. 1368 

amino aside sahip çok işlevli bir endonükleazdır. Cas9’ın iki belirgin bölgesi rehber 

RNA’yı istenen DNA bölgesinden bağlar ve DNA dizisinde çift sarmal kırıklara 

neden olmaktadır (Mei et al., 2016, Jiang and Doudna, 2017). CRISPR/Cas9’un 

nükleaz bölgesi HNH, RuvC ve PAM ile etkileşim bölgelerinden oluşmaktadır 

(Nishimasu et al., 2014). Cas9 proteinin HNH benzeri bölgesi, DNA dizisinde hedef 

bölgedeki PAM tanıma bölgeleri için özgüllük sağlayarak PAM ile etkileşimiyle 

hedef DNA’da çift sarmal kırıklarına neden olmaktadır (Nishimasu et al., 2014, Jiang 

and Doudna, 2017).  Bu bağlamda RNase H katlanması ile tanımlanan retroviral 

integraz süper ailesinin proteinlerine yapısal olarak benzeyen Cas9 proteini RuvC 

benzeri bölgeyi hedeflemeyen ipliği kesmektedir (Ariyoshi et al., 1994). Yapılan 

mutagenez çalışmalarında bu iki bölgenin Cas9 DNA endonükleaz olarak önemini 

göstermektedir. Bu iki alan değiştiğinde Cas9, endonükleaz işlevini kaybetmektedir 

(Nishimasu et al., 2014).  CRISPR/Cas9 sistemi, kullanım kolaylığı, yüksek 

verimliliği ve tasarım kolaylığından dolayı çok çeşitli organizmalarda genom 

manipülasyonunda güçlü bir araç olarak uygulanmaktadır (Hsu  et al., 2014). 

CRISPR/Cas9, çinko parmak nükleazları (ZFN’ler) ve transkripyon aktivatörü 

benzeri efektör nükleazlar (TALEN’ler)  gibi nükleaz aracılı gen düzenleme 

tekniklerinin aksine, DNA’nın tanınması bir protein aracılığıyla değil 20nt’lik rehber 

RNA dizisi tarafından belirlenmektedir (Doudna and Charpentier 2014, 

Chandrasegaran and  Carroll 2016). Böylece DNA tanıma alanlarındaki protein 

mühendisliği ortadan kalkarak büyük ölçekli genomik manipülasyonların ve 

uygulanabilirliği açısından yaygın olarak benimsenmesine neden olmaktadır (Hu et 

al., 2016). 

 

2.5 Kronik Miyeloid Lösemi Hücrelerinde CRISPR-Cas9 Yöntemi 

CRISPR/Cas9 yöntem, Cas9’un özgül alanları etkin bir şekilde kesmesini sağlaya, 

hücreleri homolog olmayan uç birleştirme (NHEJ) yoluyla DNA’yı onarması için 

aktive edilen Tek rehber RNA (sgRNA) aracılığıyla çalışmaktadır. CRISPR/Cas9 
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sistemi baz eklemeleri veya delesyonlara neden olmaktadır, buna bağlı oluşan 

çerçeve kayması mutasyonları ile gen ifadesinde değişikliklere yol açmaktadır. Bu 

sayede DNA dizisinde büyük bir parça silinmiş olur hedef genin kolay bir şekilde 

nakavt (Knock-out, KO) edilmesini sağlamaktadır (Braun et al., 2020). KML’de 

BCR-ABL füzyon geni onkojenik bir nedendir. Bu nedenle BCR-ABL bozulması 

veya nakavt (Knock-out,KO) edilmesi durumunda BCR-ABL füzyon proteinin 

üretimini de ortadan kaldırmaktadır. Bunun sonucunda KML hücrelerini de tedavi 

etmemiz mümkün hale gelmektedir. Yapılan çalışmalarda CRISPR/Cas9 sistemi 

kanser hücrelerindeki füzyon genlerini etkili bir şekilde düzenlendiği bildirilmiştir. 

BCR-ABL lösemi hücrelerinde olası onkojenik etkinliğini önlemek için 

CRISPR/Cas9 sistemi kullanılmıştır (García-Tuñón et al., 2017, Vuelta et al., 2021).  

K562 hücrelerinde CRISPR gRNA FokI nükleaz ile CRISPR/Cas9 sistemleri 

kullanılmıştır (Luo et al., 2019). Yapılan çalışma sonucunda CRISPR/Cas9 yöntemi 

ile imatinib tedavisine karşı duyarsız veya dirençli KML olguların tedavisinde güçlü 

bir terapötik potansiyel olduğunu ve bu yöntemin TKİ direnci KML olguları için bir 

tedavi seçeneği olabileceği öne sürülmüştür (Zeng et al., 2024). 
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Gereç ve Yöntem 

3.1 Hücrelerin Kültüre Edilmesi 

Hücre kültürü yaşam bilimlerindeki en önemli tekniklerden biri olmaktadır. 

Dokuların veya organların çıkarılması ve bunların hayatta kalmalarına veya 

çoğalmalarına olanak sağlayacak yapay bir ortama yerleştirilmesi için kullanılan 

genel terimdir. Hücrelerin optimal şekilde büyümesi için temel çevresel 

gereksinimler şunlardır: Kontrollü sıcaklık, hücre bağlanması için substrat ve doğru 

pH ve ozmolaliteyi koruyan uygun büyüme ortamı ve inkübatör. Hücre kültüründe 

en önemli nokta, in vitro kültür için uygun büyüme ortamının seçilmesidir. Hücre 

kültürü ortamı genellikle uygun bir enerji kaynağı ve hücre döngüsünü düzenleyen 

bileşikler içermektedir. Tipik bir kültür ortamı, amino asitler, vitaminler, inorganik 

tuzlar, glikoz ve büyüme faktörleri, hormonlar ve bağlanma faktörlerinin kaynağı 

olarak serumdan oluşan bir tamamlayıcıdan oluşur. Besin maddelerine ek olarak 

ortam aynı zamanda pH ve ozmolalitenin korunmasına da yardımcı olmaktadır. Proje 

çalışmamızda kullanılan hücre hattı ve özellikleri Tablo 1 de gösterilmiştir.  

 

Table 1. K562 Hücre hatları ve Özellikleri 

 

Hücre Hattı Özellikleri 

K562 K-562 (İnsan Kafkas Kronik Miyeloid Lösemi)- ECACC 

(Eyropean Hücre Kültürleri Koleksiyonu), Morfoloji: Lenfoplast). 

Kronik miyeloid lösemi hücresi 

K562/IMA 1.2 1.2 μM Imatinib’e dirençli K562 hücre hattıdır. 

Laboratuvarımızda, K562 hücrelerine 1 nM’dan başlayıp, 

ikilenme zamanına bağlı olarak, hücrelerin canlılık yüzdesine ve 

koloni oluşturmamalarına dikkat edilerek İmatinib ilavesini 

takiben, 8 aylık süreç sonunda 1.2 μM direnç kazandırılmıştır 
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K562/Pon3 3 nM Ponatinib’e dirençli K-562 hücre hattıdır. 

Laboratuvarımızda, benzer şekilde K562 hücrelerine 0.1 nM’dan 

başlayıp Ponatinib ilavesini takiben, 10 aylık süreç sonunda 3 nM 

direnç kazandırılmıştır. 

 

3.1.1 Hücrelerin Çoğalma Koşulları ve Değerlendirilmesi 

Tirozin kinaz, inhibitörlerine direnç kazandırılmış K562/Ima-Res, K562/Pon-Res 

hücreleri ile K562, kronik miyeloid lösemi hücre hatları çalışmamızda kullanılmıştır. 

Bu hücre hatların  çoğalması in-vitro koşullarında  gerçekleştirilmiştir. Hücrelerin 

proliferasyonları için RPMI 1640 %10 Fetal bovine serum (FBS) 2mM l-glutamin, 

100U/mL penisilin, 0,1 mg/ml streptomisin kullanılmıştır. Proje çalışmamızda 

lösemik hücre hatlarımız ve kontrol grubumuzu filtreli kapaklı flasklara (25 cm2 ve 

75 cm2 lik) ekildi. Hücrelerde %85 konfluent elde edene kadar çoğalma ve büyüme 

elde edilene kadar hücrelerin 37ºC’ de % 95 nem ve %5’lik CO2’li etüvde 

inkübasyonu sağlanmıştır. Hücrelerin sayısı ve canlılığını tripan blue (tripan mavisi) 

boyası ile belirlenmiştir. 50 uL hücre ve 50uL tripan mavisi karışımını hazırlayıp 

Neubayer lamda, ışık mikroskobu altında hücre sayımı yapılmıştır. Tripan mavisi  

çalışma prensibi, hücre içine boyayı alarak mavi renkte görnmesini sağlar, bu 

hücreler ölü olarak değerlendirilir. Boyayı hücre içine almayıp parlak renkte görünen 

hücreler canlı olarak değerlendirilmiştir. Canlı ve ölü hücre sayısını ml başına 

şeklinde hücre canlılığı % olarak hesaplanmıştır. Hücrelerin takip işlemleri ve 

düzenli aralıklarla inverted mikroskop kullanılarak gerçekleşmiştir. Pasajlama 

sonrasında hücreleri stoklama için DMSO (Dimetil sülfoksit) ve serum karışımı ile 

dondurularak -80ºC saklanmıştır. 
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Şekil 1. Neubayer Lam 

 

3.1.2 Dirençli Hücrelerin Elde Edilmesi 

TKI dirençli KML hücre hatları elde edilmesi için 8-10 aylık süreç sonunda direnç 

kazandırılmıştır. K562/1.2Imatinib dirençli hücre hattı 1nM dan başlayarak, hücre 

canlılık yüzdesi ve koloni oluşturmamalarına dikkat edilerek ımatinib ilavisi ile 

ikilenme zamanına bağlı olarakta 8 aylık süreçte 1.2uM direnç kazandırılmıştır. K-

562/3nM Ponatinib dirençli hücre hattında ise 0.1 nM dan başlayarak ponatinib 

ilavesine takiben 10 aylık süreçte direnç kazandırılmıştır. 

 

3.2 Transfeksiyon Verimliliği 

Proje çalışmamızda KML hücre hattı kullanılacak olup, sentetik gRNA dizileri ile 

STAT5A genine spesifik olarak dizayn edilmiş “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 belirlenmiştir.  Cas9 kesimi ise “TrueCut™ Cas9 Protein v2 (1 

mg/mL) 25 μg, Catalog number:A36497, Thermo Scientific” ile gerçekleştirilmiştir. 

Sentetik gRNA’ lar ile Cas9 kesim proteininin hücrelere transfeksiyon ise, lipid bazlı 

bir yeni nesil transfeksiyon ajanı olan “Lipofectamine™ CRISPRMAX ile Cas9 

Transfection Reagent, Catalog number:CMAX00015 Thermo Scientific” 

transfeksiyon reaktifi” kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  Tranfeksiyon için “Opti-
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MEM™ Reduced Serum Medium Catalog number:31985062 Thermo Scientific” 

serumu azaltılmış medium kullanılacaktır. gRNA Transfeksiyon işlemlerine ait 

protokol aşağıda detaylı olarak Tablo 2. de verilmiştir. 

 

Tablo 2. Transfeksiyon Protokolü 

 

 Adımlar Eylem Prosedür Detayları 

Gün 

 0 

 

 

 

     

 

1 

 

Ekilen hücreler 

Transfeksiyondan bir gün önce, yapışık hücrelerinizi 

aşağıdaki yönergelere göre tohumlayın, böylece 

transfeksiyon gününde %30-70 oranında birleşirler. 

 96-well 24-well 6-well 

Kuyu 

başına 

hücre 

yoğunluğu 

8,000–

18,000 

hücre 

40,000–

90,000 

hücre 

250,000–

450,000 

hücre 

Kuyu 

başına 

medyanın 

nihai hacmi 

 

100 µL 

 

0.5 mL 

 

2 mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gün  

 

1 

 

     1 

      

 2 

Tüp 1'i hazırlamak: 

Cas9 proteini +  

Opti-MEM™ I 

Medium’da Cas9 

Plus™  

Reaktifi ile gRNA 

solüsyonu 

ÖNEMLİ! Lipofectamine™ CRISPRMAX™ Reaktifini 

(Tüp 2) seyreltmeden önce daima Cas9 protein/gRNA/Cas9 

Plus™ reaktif solüsyonunu (Tüp 1) hazırlanacaktır. 

a. Standart iki parçalı gRNA formatını (crRNA:tracrRNA) 

kullanılıyorsa, crRNA:tracrRNA dupleksini oluşturmak 

için TrueGuide™ crRNA ve TrueGuide™ tracrRNA'yı 5X 

tavlama tamponunda tavlanacaktır. Premium tek parça 

formatı (sgRNA) için bu adımı atlanabılır ve Adım 2b ile 

devam edilecektir. 

b. TrueCut™ Cas9 Protein v2, gRNA (crRNA:tracrRNA 

duplex veya sgRNA), Lipofectamine™ Cas9 Plus™ 

Reaktifi ve Opti-MEM™ I İndirgenmiş Serum Medium 

taze, RNAse içermeyen mikrosantrifüj tüpünde aşağıdaki 

tabloya göre İyice karıştırmak. 

 

Reaktif 96-well 24-well 6-well 

Opti-MEM™ I 

Medium 

   5 µL 

 

  25 µL     125 

µL 

Cas 9 protein 250 ng 

(1.5 

pmol) 

1250 ng 

(7.5 

pmol) 

6250 ng 

(37.5 

pmol) 

gRNA    
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(crRNA:tracrR

NA duplex or 

sgRNA)* 

50 ng 

(1.5 

pmol) 

240 ng 

(7.5 

pmol) 

1200 ng 

(37.5 

pmol) 

Lipofectamine

™ Cas9 Plus™ 

Reagent** 

 

0.5 µL 

 

2.5 µL 

 

12.5 µL 

Lipofectamine™ Cas9 Plus™ Reaktifini en son eklemek. 

2 

        

  3         

Tüp 2'yi 

hazırlamak: 

Lipofectamine™ 

CRISPRMAX™  

reaktifini Opti-

MEM™ I 

Medium’da  

Seyreltmek 

Lipofectamine™ CRISPRMAX™ Transfeksiyon 

Reaktifini Opti-MEM™ I İndirgenmiş Serum Medium’da 

aşağıdaki tabloya göre taze, RNAse içermeyen bir 

mikrosantrifüj tüpünde İyice seyreltmek. 

Reaktif 96-well 24-well 6-well 

Opti-MEM™ I 

Medium 

    5 µL    25 µL   125 µL 

Lipofectamine

™ 

CRISPRMAX

™ Reagent 

    

   0.3 µL 

   

     1.5 µL 

 

    7.5 µL 
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Tüp 2'yi oda 

sıcaklığında  

1 dakika inkübe 

etmek 

Opti-MEM™ I Medium’da (Tüp 2) seyreltilmiş 

Lipofectamine™ CRISPRMAX™ Reaktifini oda 

sıcaklığında 1 dakika inkübe etmek. 

Tüp 2'yi oda sıcaklığında 5 dakikadan fazla 

bırakmayacaktır. 

Not: gRNA/Opti-MEM™ I solüsyonunu oda sıcaklığında 1 

dakikadan daha uzun süre inkübe edilebilir. Tüp 1 oda 

sıcaklığında 30 dakikaya kadar bırakıldığında transfeksiyon 

verimliliğinde hiçbir değişiklik gözlemlenmedi. 

 

 

5 

 

 

 

Tüp 1 + Tüp 2'yi 

karıştırmak 

Seyreltilmiş Lipofectamine™ CRISPRMAX™ Reaktifini 

(Tüp 2) gRNA/Opti-MEM™ I solüsyonuna (Tüp 1) 

eklemek ve pipetleyerek iyice karıştırmak. 

 

Not: Yüksek verimli kurulum için (örneğin, 96-well format 

veya diğerleri), Tüp 2'yi daha hacimli bir ana karışım 

  

 

 

   1 

  

 

 

1 

 

 

2 

+ 
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olarak hazırlanabilecek için Tüp 2'nin içeriğini daima Tüp 

1'e eklemek. 

 

 

6 

 

10-15 dakika oda 

sıcaklığında  

inkübe etmek 

 

 

Tüp 1 + Tüp 2 karışımını (yani transfeksiyon kompleksi) 

oda sıcaklığında 10-15 dakika inkübe edin. 
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Hücrelere 

transfeksiyon 

kompleksi  

eklemek ve 37°C'de 

inkübe etmek. 

 

a. Aşağıdaki tabloya göre %30-70 izdihamda yapışkan 

hücrelerinize transfeksiyon kompleksini (6. Adımdan) 

eklemek. 

 

Reaktif 96-

well 

24-

well 

6-

well 

Cas9 

protein/gRNA/transfeksiyon 

reaktif kompleksi 

 

10 

µL 

 

 50 

µL 

 

  250 

µL 

b. Hücreleri 37°C'de 2 gün inkübe etmek. 

 

 

Gün 3-4 
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Genom düzenleme 

verimliliğini 

doğrulamak  

ve alt uygulamalara 

geçmek 

a. Kuluçkadan sonra kültür medium’u çıkarımak ve 

hücreleri 50-500 μL PBS ile durulamak. 

b. Genomik bölünme algılama tahlilini gerçekleştirmek için 

hücrelerin bir bölümünü kullanılacak. downstream 

deneylerinde kullanmak için en yüksek bölünme 

verimliliğini gösteren klonları seçilecektir. 

Not: TrueGuide™ Pozitif Kontroller (insan AVVS1, 

CDK4, HPRT1 veya fare Rosa 26) ile transfekte edilmiş 

hücrelerde gen düzenleme etkinliğini doğrulamak için 

GeneArt™ Genomic Cleavage Detection kitin 

kullanılması önerilmektedir. 

 

3.2.1 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile Jel Elektroforez  

  

Genetik olarak manipüle edilmiş dirençli ve kontrol K562 hücre hatlarımızda 

tranfeksiyon verimliliği gözlemlenmektedir. Bunun için “GeneArt™ Genomic 

Cleavage Detection kit” aracılığı ile PCR yapıldı ve PCR ürünlerimizi teyit 

edebilmek için jel elektroforez yapıldı.  Jel elektforozde pcr ürünlerimizi tespit etmek 

   10 
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için GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, ready-to-use (Katalog numarası #SM0323) 

DNA merdiven (ladder) kiti kullanıldı.  

 

3.2.1.1 PCR protokolü (GeneArt™ Genomic Cleavage Detection kit); 

1. 50ul Hücre lizis buffer ile  2uL protein parçalıyıcı solüsyonları mikrosantrifüje 

içerisinde karıştırılır. 

2. Bu karışımdan 50 ul alarak 200g 5 dakika 4ºC santrifüj edilen hücrelerin peletleri 

üzerine resüspanse edilerek karıştırılır. Ardından PCR tüplerine aktarılır (0.200ul 

eppendorf) ve Thermal Cycle da aşağıda yer alan Tablo 3 da sıcaklığa ve zamana 

uygun çalıştırılır. 

Tablo 3. Thermal Cycler sıcaklık ve zaman  döngüleri  

 

Sıcaklık Zaman 

68ºC 15 dakika 

95ºC 10 dakika 

4ºC Hold 

 

3. Thermal Cycler dan sonra hücre lizatlarını vortekleyerek tablo 4 verilen bilgilere 

göre pcr tüplerine solüsyonlar eklenerek konvensiyonel PCR’da, PCR 

amplifikasyonu gerçekleştirilir. Ardından tablo 5 gösterilen döngülerde PCR kurulur 

ve çalıştırılır. 

 

Tablo 4. PCR ürünleri için verilen bileşen miktarları 

 

Bileşen Ürün  (hücre lizatı) Kontrol 

Hücre lizatı 2 uL - 

10uM Primer F/R karışımı 1 uL - 

Kontrol primerleri - 1 uL 

Amplitaq Gold 360 Master 

mix 
25 uL 25 uL 
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Nükleaz içermeyen su 22 uL 24 uL 

Toplam hacim 50 uL 50 uL 

 

Kullanılan Primerler: 

STAT5A forward: GATAGGTAGGCATGGCAAGG 

STAT5A reverse: CTGGATGGTAGGGACCCTCT  

Bu primer ekzon 2 de yer alan primer amplikasyonuna neden olmaktadır 271 bp 

uzunluğundadır 

CDK4 forward: GCACAGACGTCCATCAGCC 

CDK4 reverse : GCCGGCCCCAAGGAAGACTGGGAG 

Bu primer 557 bp uzunluğundadır. 

Tablo 5: PCR döngüleri  

 

Evre Sıcaklık Zaman Döngü 

Enzim aktivasyonu 95ºC 10 dakika 1X 

Denatürasyon 95ºC 30 saniye 

40X Bağlanma 55ºC (Tm) 30 saniye 

Uzama 72ºC 30 saniye 

Son Uzama 72ºC 7 dakika 1X 

Hold 4ºC Hold* 1X 

 

Başarılı bir şekilde PCR döngülerimizin ve bileşenlerimizin çalıştığını teyit etmek 

için Jel elektroforez yapıldı. 

 

3.2.1.2 Jel elektroforez protokolü; 

1. 1xTAE (Tris Asetik Asit Edta) tampon için ve agoroz jel 

konstanrasyonumuzu ayarlamak için kullanıldı. 

2. Agaroz’umuzu %2 olacak şekilde 2 gr agaroz  hassas terazi de tartıldıktan 

sonra üzerine 100ml 1x TAE buffer ekliyoruz ve mikro dalgada 2-3dk 

agarozlar çözülene kadar ısıtıldı 
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3. Agarozumuzu yaklaşık 50ºC soğuduktan sonra 10uL EtBr (Etidyum Bromür) 

eklendik ardından karıştırılarak agaroz jelimizi soğuması için  kuyucuk 

kalıbına döküldü 

4. Agaroz jelimizi jel elektroforez cihazımıza ekleyip üzerini geçinceye kadar 

1x TAE buffer ile tankımızı dolduruyoruz 

5. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ürünlerimizi DNA yükleme boyası 

(DNA loading dye 6X) ile muamele edildikten sonra kuyucuklara 

yerleştiriyoruz ardından 1 saat 100 V (Volt) çalıştırıyoruz.  

 

Şekil 2. Jel elektroforezde kullanılan DNA ladder 

 

3.2.1.3 Bölünme analizi (Cleavage Assay) 

 

 Hedeflediğimiz şekilde PCR ürünlerin doğrulanması sonucunda bölünme analizi 

yapılmaktadır 
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1. 1-3 uL PCR ürününü alarak yeni bir pcr tüpüne eklenir ardından 1 ul 10X 

detection reaction buffer eklenir 

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

Thermal cycler çalıştırılır. 

 

 

 

 

 

Tablo 6. Bölünme analizin gerçekleştirilmesi için Thermal cycler da gereken adımlar 

Evre Sıcaklık Zaman Sıcaklık/Zaman 

1 95ºC 5 dakika - 

2 95º C-85ºC - -2ºC /saniye 

3 85ºC -25ºC - -0.1ºC  /saniye 

4 4ºC - Hold* 

 

Ardından enzim sindirimi için; 

1. 1 ul Detection enzim pcr tüplerine konulur 

2. 37ºC 1 saat inkübe edilir 

3. Vortex ve spin yapılır  

4. 4ºC ye yerleştirilir ya da jel görüntüleme yapılır 

 

3.3 Hücre Proliferasyon Analizi 

Kontrol K562 ve dirençli K562 hücrelerinde STAT5A Knockout (KO) edilmiş deney 

grubu hücreleri ile onların STAT5A’yı ifade etmeye devam eden kontrol grubu 

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

gerçekleştirilmiştir. XTT çalışma prensibi ise, canlı hücrelerden tetrazolyum 

tuzlarının ayrıştırılmasına dayanan non-reatif spektofotometrik ve kalometrşj bir test 

olan sitotoksisite analizinde tetrazolyum tuzları elektron alarak indirger ve 
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formazona dönüşmektedir. Bu sayede canlı hücreler üzerinde renk değişimi meydana 

gelmektedir. Cansız, ölü hücreler tetrazolyum bileşiklerini indirgeme yeteneklerini 

kaybettikleri için renk değişimi meydana getirmeyeceklerdir. Bundan dolayı canlı 

hücre sayısının artması formazon boyasının miktarı da arttırılacaktır. Formazon 

boyasının ölçümü ELISA mikroplak okuyucuda (Multiskan Fc, Thermo) ile 

gerçekleştirilmiştir. STAT5A knockout edilmesinin K562 hücrelerinin 

proliferasyonu üzerindeki etkileri zamana bağımlı olarak gösterilmiştir. Bu esnada 

gerçekleştirilmesi planlanan bir başka analiz ise, gen çıkartılması sonrasında 

hücrelerin tirozin kinaz inhibitörü imatinibe verdikleri yanıtın belirlenmiştir. 

Çalışmaya dahil edilen tüm lösemi hücre hatlarımızın imatinib için hücrelerin 

yarısını öldüren sitotoksisite dozu IC50 önceki çalışmalarımızda belirlenmiş 

durumdadır. Transkripsiyon faktörü STAT5A’ nın çıkartılması sonrasında 100 nM-

100 𝛍M doz aralığında ve 24 - 48 - 72 saat sürecinde lösemi hücrelerinin imatinib 

hassasiyetinin geri kazanılması hedeflenerek, bu analiz gerçekleştirilecektir. Gen 

çıkartılması sonrasında elde edilecek yeni IC50 değeri ile, hücrelere spesifik olarak 

önceden belirlenmiş IC50 dozlarının kıyaslanması sonrasında özellikle dirençli 

hücrelerde gözlenecek olası kemoterapötik yanıt geri kazanımı belirlenmiştir.  

 

 

Şekil 3. XTT tahlilinin prensibi 

 

 

3.4 Apoptoz Analizi 

Kontrol ve dirençli K562 hücrelerinde STAT5A KO edilmiş deney grubu ve onların 

STAT5A yı ifade eden kontrol grubu eşleniklerinde apoptotik durumlarını belirlemek 
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amacıyla Annexin V yöntemi “BD Pharmingten FITC Annexin V apoptosis 

Detection Kité kullanılarak, Normal bir hücrenin, hücre zarının sitoplazmik yüzünde 

membran lipitlerinden biri olan fosfotidilserin (PS) bulunmaktadır. Hücrenin 

apoptoza girmesi durumunda hücre zarının iç yüzeyinde bulunan fosfotidilserin, 

hücre zarının dış yüzeyine geçmektedir. Bu geçiş süreci, membran bütünlüğünün 

bozulmadığı durumda apoptotik hücre ölümünün erken evresinde meydana 

gelmektedir. Hücrenin dış yüzeyine transloke olan ve fosfatidilserine bağlanan bir 

protein olan Anneksin V floresan bir madde (FITC) ile işaretlenerek apoptotik 

hücrenin görünür hale gelmesi sağlanmaktadır. PS’nin hücrenin dış yüzeye 

translokeolması nekrotik ve geç apoptotik hücrelerde de meydana gelmektedir. Bu 

nedenle erken apoptotik hücrelerin ayrımı propidium iodide (red fluorescence) 

boyası ile sağlanmaktadır. Bu bağlamda; FITC-Anneksin V ve PI negatif olan 

hücreler canlı, FITC-Anneksin V pozitif PI negatif olan apoptoz sürecine girmiş 

ancak henüz membran bütünlüğü bozulmamış hücreler erken apoptotik, FITC-

Anneksin V ve PI pozitif olan apoptoz sürecine girmiş ve membran bütünlüğü 

bozulmuş hücreler geç apoptotik, FITC-Anneksin V negatif PI pozitif olan hücreler 

ise nekrotik olarak değerlendirilecektir. Apoptoz analizi, x3 biyolojik replika olacak 

şekilde gerçekleştirilecektir. Meydana gelen apoptotik indüksiyon, BD Accuri akış 

sitometri cihazında (BD Biosciences) değerlendirilmiştir. 

 

3.5 Hücre Döngüsü Analizi 

STAT5A KO edilmiş deney grubunu oluşturan K562 parental ve dirençli hücreler ile 

sağlıklı kontrol hücreleri ile STAT5A KO edilmemiş eşlenik kontrol grubu 

hücrelerde hücre döngüsü tutulması üzerindeki etkileri BD Cycletest Plus DNA 

Reagent Kit” (Becton Dickinson) kullanılarak değerlendirilmiştir. Bu kitin çalışma 

prensibi, sodyum sitrat, sükroz ve DMSO içeren tampon içine toplanan hücrelerin 

membran lipitleri non-iyonik deterjanı ile liziz edilmektedir. Hücre iskeleti ve nükler 

proteinler ise tripsin ile elimine edilmektedir. Ribonükleaz A RNA’ları sindirirken, 

sperminin ise kromatinlerin stabilizasyonu sağlamaktadır. İzole edilen DNA’nın 

Propidyum iyodür (PI) boyası ile boyanması sonucunda 580nm ve 650nm arasındaki 

dalga boylarında floresan ışık yaymaktadır. Elde edilen floresans ışınları sayesinde; 

anöploidi (2n, 2-4n,4n) DNA miktarı belirlenir, böylece G0/G1, G2/M ve S faz 

evrelerindeki hücre sayısı ve yüzdeleri tespit edilmektedir. Tüm k562 hücrelerinden 
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ve dirençli k562 hücrelerinden 1x 106 hücre 6 kuyucuklu mikroplakaya ekilip ve 

hücre döngüsü üzerindeki etki BD accuri akım sitometri cihazında (BD Biosciences) 

cihazında değerlendirilmiştir. 

 

3.6 Gen Ekspresyon Analizleri  

CRISPR/Cas9 genom düzenleme teknolojisi ile hedef genimiz STAT5A KO edilmiş 

deney grubu hücreler ile onların kontrol grubu hücrelerden lösemi ve karsinogenez 

sürecinde büyük önem taşıyan hedef genlerin mRNA transkripti seviyesindeki gen 

ekspresyon profillemesi yapılmıştır. Deney ve kontrol grubu hücrelerden izole edilen 

total RNA’dan cDNA çevrimi konvansiyonel PCR cihazinda kit manueli gereğince 

oluşturulan termal profilde gerçekleştirildikten sonra belirlenen termal profilde 

hedefe spesifik genler olarak dizayn edilmiş primerler ile gerçek zamanlı PCR 

cihazında [LightCycler 480 (Roche, Germany)] kantatif PCR analizi 

gerçekleştirilmiştir.  Bu kapsamda apoptoz, hücre döngüsü, ilaç direnci, lösemi 

terapötik hedef genleri, onkogenler, tümör süpresörlerin mRNA seviyesindeki ifade 

değişiklikleri oluşturduğumuz orijinal panel ile incelenmiştir. Belirlenen hedef 

genlerin mRNA seviyesindeki ifade profilleri her bir kuyucuk için eşik döngüsü (CT) 

değeri  LightCycler 480 kantifikasyon yazılımı (Quantification software) kullanılarak 

hesaplanmıştır. Daha sonra verilerin analizi “SABiosciences PCR Array Data 

Analaysis” sistemine girilerek 2−ΔΔCt yöntemi gereğince hesaplanmıştır. Gen ifadesi 

analzii x3 biyolojik replika olacak şekilde çalışılmıştır ve istatiksel analizler Student-

T testi ile gerçekleştirilmiştir. Gen ekspresyon profilleri yapılacak hedef genlere ait 

oluşturduğumuz orijinal panel Tablo 7’de verilmiştir. 

 

Tablo 7. Gen ekspresyon analizinde kullanılacak hedef genler 

 

Apoptoz Hücre 

döngüsü 

JAK/STAT Diğer 

Genler 

Diğer 

Genler 

STAT5 

Hedefleri 

Onkogen 

İle ilişkili 

BAX ATM STAM BCR GAPDH CISH ABL1 

BCL-X CCND1 STAT1 CEBPB AKTİN PIM1  

BCL-2 CDKN1A STAT3 ABCG2  MTOR  

CASP3 CDKN2A STAT5A ABCC2    
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CASP8 CDKN2B STAT5B GAB1    

MCL1 E2F1 SOCS1 GAB2    

 CDK4 IL6     

  JAK2     

 

 

 

3.6.1 Gen ekspresyonu için total RNA izolasyonu  

Hücreler inkübasyon süreci sonunda toplanıp, santrifüj sonrası elde edilen hücre 

pelletlerinden, total RNA izolasyonları “Magna Pure Compact RNA Isolation” kit 

manueline göre gerçekleştirilmiştir.  Buna göre, elde edilen hücre pelleti üzerine 

100 µl PBS ve 100 µl “Lysis-binding Buffer” eklenip karıştırılıp, karışım 

Magnapure Compact LC (Roche) cihazına yüklenip, otomatize RNA izolasyonu 

prosedürü başlatılatilmiştir. Elde edilen RNA örneklerinin konsantrasyonu ve 

saflıkları 260/280nm ve 230/260nm dalga boylarında absorbanslarının ölçülmesi ile 

belirlenmiştir. Bu ölçümler her bir örnekten 1-2uL kullanılarak Nanodrop cihazında 

gerçekleştirilmiştir. 

 

3.6.2 Gen ekspresyonu için cDNA sentezi 

RNA’ların cDNA çevrimi “OneScript® Plus cDNA Synthesis Kit” ile 

konvanisyonel PCR cihazında yapılmıştır. Genomik DNA Eliminasyon 

Reaksiyonu: Hazırlanan reaksiyon karışımı 42°C’ de 5 dk inkübe edilip, 1 dk 

boyunca buz üzerinde tutulduktan sonra ters transkripsiyon karışımı hazırlanmıştır 

Tablo 8.cDNA için bileşen ve miktarlar  

 

 

 

 

 

 

 

Bileşen Miktar 

RNA 

Buffer GE 

25ng-5ug 

2ul 

RNase-free su 

Toplam Hacim 

Değişken 

10ul 
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Reverse Transkripsiyon Reaksiyon Karışımının Hazırlanması: 10 μl RNA 

eliminasyon karışımı bulunan her tüpe 10 μl ters transkripsiyon karışımı eklenip, 

42°C’ de 10 dk inkübe edilmiştir. Daha sonra 95°C’ de 5 dk inkübe edilerek 

reaksiyon durduruldu.  Her tüpe RNase-free su ilave edilip pipetlenerek, tüpler buz 

üzerine alınıp gerçek zamanlı PCR protokülü ile devam edilmiştir. 

Tablo 9.Reverse trankripsiyon reaksiyon karışımının hazırlanması 

 

Bileşen 1X Reaksiyon Hacmi 

5X Buffer BC3  4 ul 

Control P2 

R3 Reverse 

Transkriptase Mix 

RNase-free su 

1ul 

2ul 

3ul 

Toplam Hacim 10ul 

 

Hücrelerden elde edilen total RNA’ lardan sentezlenen cDNA’ lar PCR 

reaksiyonunda kalıp olarak kullanıldı ve PCR sonucunda elde edilen ifadeler 

birbirleriyle karşılaştırıldı. Yapılan analizler laboratuvarımızda bulunan Roche 

LightCycler 480 platformunda gerçekleştirildi. qPCR reaksiyonu hazırlandı 

Tablo 10.qPCR reaksiyonu için bileşenler ve miktarlar 

 

Bileşen Miktar 

RT2 SYBR Green 

Mastermix 

cDNA synthesis reaction 

12.5ul 

1ul 

RT2 qPCR Primer Assay 1ul 

RNase-free su 

Toplam Hacim 

10.5ul 

25ul 

 

Hazırlanan 25 μl reaksiyon karışımı, 96’ lık plak formatınındaki her bir kuyuya 25 µl 

olacak şekilde dağıtıldı. Real-time PCR cihazında termal profile göre amplifiye 
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edilmiştir. qRT-PCR sonuçlarının analizi ΔΔCt metodu kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. 

Tablo 11.Termal profil  

 

 

Döngü Süre Sıcaklık 

1 10dk 95ºC 

40 15s 

1dk 

95ºC 

60ºC 
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Bulgular 

4.1 Hücre Proliferasyon Testi 

Kültüre edilmiş hücrelerin canlılık yüzdelerini hesaplamak amacıyla 

gerçekleştirdiğimiz tripan mavisi boyası ile K562 hücrelerinin yüzde %95 canlı, 

K562/1.2 İmatinib dirençli hücrelerin yüzde canlılığı %92, K562/3nM Ponatinib 

dirençli hücrelerin yüzde canlılığı ise %95’tır. Elde edilen verilerin deneylerde 

kullanılacak canlılıkta oldukları gözlemlenmiştir (Şekil 4). 

 

 

Şekil 4.Tripan mavisi ile boyanmış 10x büyütmede K562 hücrelerinin sayımı yapılmıştır 

 

 

4.2. Dirençli Hücrelerin Sitotoksite Analizi 

 

K562/1.2uM İmatinib ile K562/3nM Ponatinib dirençli hücrelerine imatinib için 

0.5uM,1uM,1.2uM ve 2uM dozları uygulanmıştır. Dirençli ponatinib hücreleri için 

1nM, 3nM, 6nM dozları uygulanmıştır. Dirençli hücrelerin XTT analizi ile 

gerçekleştirildi. IC50 değeri calcusyn yazılım programında hesaplanmıştır.  
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4.2.1 K562/1.2uM Imatinib Dirençli ve K562/3nM Ponatinib Hücrelerin 

Sitotoksite Analizi 

K562/1.2 uM imatinib dirençli hücrelerde 48. saatin sonunda yapılan sitotoksite 

sonucunda IC50 değeri 2.4 uM olarak belirlenmiştir ve R:0.89 olarak belirlenmiştir.  

K562/3nM ponatinib dirençli hücrelere 48. saatin sonunda yapılan sitotoksite analizi 

sonrasında R değeri: 0.80, IC50 değeri ise 6nM olarak bulunmuştur (Grafik1 ) 
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Grafik 1. K562/1.2 uM imatinib dirençli hücreler ile K562/3nM ponatinib dirençli hücreleri 48.saat 

sonunda sitotoksite analiz sonuçları  

 

 

4.3. Transfeksiyon Analizi 

K562 hücre hatları protokole göre 25 x 104 olacak şekilde hücreleri 6’lı well platelere 

ekilmiştir. Ardından rehber RNA’lar ve Cas9 Lipofektamin crısprmax aracılığıyla 

transfeksiyonu gerçekleştirildi. 48. saatin sonunda hücreler toplandı ve bölünme 

verimliliği için belirlenen GeneArt™ Genomic Cleavage Detection kit aracılığıyla, 

elektroforezde primer ve indel analizi yapıldı. Elektroforez işleminde kullanılan 

primerler; STAT5A, CDK4 ve BRD4’tür. Ekzon 2’de yer alan STAT5A hedef baz 

dizisi AAGTAGTGCCGGACCTCGAT’dir ve PAM dizisi GGG, hedef gen bölgesi, 

kromozom 17: 42289490-42289512 -insan, ileri iplikte yer alır ve hedeflenen geni 

nakavt etmektedir. Pozitif kontrol grubumuz için CDK4 ise hedef baz dizisi, 

5’CACTCTTGAGGGCCACAAAG 3’tür. Negatif kontrolumuz ise non-targeting 

hedef baz dizisi, 5’ AGTACGGATCGCGTCGATCT 3’tür. GeneArt™ Genomic 

Cleavage Detection kit aracılığıyla bölünme analizi yapılmıştır. Hücrelerimizin 
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tranfeksiyonu yapıldıktan sonra jel elektroforez de şekil görüldüğü üzere 

görüntülenmiştir. Kit aracılığıyla indel analizi yapılmıştır, jel elektroforez de şeil 

gösterilmiştir. K562 kontrol ve dirençli hücrelerimizde STAT5A’nın nakavt edilmesi 

sonucunda 271 bp ila 220 bp bantlar gözlemlenmiştir. edef hücre hatlarında pozitif 

kontrol olarak CDK4 nakavt edilmesi sonucunda 557 bp 342 ile 235 bp bantlar 

gözlemlenmiştir. Negatif kontrol grubumuzda herhangi bir bölünme veya kesilen 

bant gözlemlenmemiştir (Şekil 5,6,7,8). İndel yüzdeleri ise STAT5A nakavt edilen 

hücrlerde %18.8, CDK4 nakavt edilen hücre hatlarında %19.2 olarak hesaplanmıştır 

(Grafik 2). 

 

 

Şekil 5. K562 hücre hattı ile K562 dirençli hücrelerimize CRISPR/Cas9 yöntemi uygulanmış 

hücrelerimizin PCR ürünleri gösterilmektedir.  
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Şekil 6. K562 STAT5A nakavt edilmiş hücre hattında 271 bp parental bant ile 220bp kesilen bant  

görülmektedir.  

 

 

Şekil  7.  K562 1.2 uM imatinib dirençli hücre hatlarında STAT5A nakavt edilen hücre hattı, pozitif 

kontrol olarak CDK4 nakavt hücre hattında ve negatif kontrol hücrelerinde bölünme analizi 

sonrasında jel görüntüsü 
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Şekil 8.  K562 3nM ponatinib dirençli hücre hatlarında STAT5A nakavt edilen hücre hattı, pozitif 

kontrol olarak CDK4 nakavt hücre hattında ve negative kontrol hücrelerinde bölünme 

analizi sonrasında jel görüntüsü 

 

 

 

 

 

 

 



34 

 

STA
T5A

 K
O

C
D
K
4 

K
O

0

5

10

15

20

%
 İ
n

d
e
l

STAT5A KO

CDK4 KO

 

 

 

Grafik 2. STAT5A nakavt edilen hücrelerde %18.8, CDK4 KO hücrelerinde %19.2 indel grafiği 

 

 

4.4 Apoptoz Analizi 

4.4.1 K562 Kontrol Hücre Hattı ile CRISPR/Cas9 Uygulanmış K562 Hücrelerin  

Apoptotik etkileri 

K562 Kontrol grubu hücreleri ile dirençli K562 hücrelerinde CRISPR/Cas9 

uygulanması sonrasında 48.saat sonunda apoptoz ile hücrelerin indüklenmesi veya 

inhibisyonu analiz edilmiştir. K562 hattına ait apoptoz oranları şekil 9’da 

gösterilmiştir. K562 kontrol hücrelerine apoptoz oranları %9.9 erken apoptoz, %3.1 

geç apoptoz ve %0.8 nekroz gözlemlenmiştir. CRISPR/Cas9 aracılığıyla STAT5A 

nakavt edilen K562 hücrelerinde apoptoz oranları ise %17,7 erken apoptoz, %7.5 geç 

apoptoz ve % 1.6 nekroz gözlemlenmiştir. Yine pozitif kontrol olarak K562 

hücrelerinde CDK4 nakavt edilmesi sonucunda apoptoz oranları; %10.2 erken 

apoptoz, %3.2 geç apoptoz, %1.4 nekroz olarak gözlemlenmiştir. K562 negatif 

kontrol grubunda ise %6.9 erken apoptoz, %2.2 geç apoptoz ve %0.8 nekroz 

gözlemlenmiştir.  K562 kontrol hücrelerine ait apoptoz kat değişimi grafik 3 

gösterilmiştir. Kontrol grubuna kıyasla, K562 hücrelerinde STAT5A’nın nakavt 
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edilmesi sonucunda 1.93 katlık apoptoz artışı ile yine K562 hücrelerinin CDK4’ün 

nakavt edilmesi sonucunda hücrelerde 1.03 kat apoptoz artışı ile K562 negatif 

kontrol grubunda ise 0.7 kat azalma gözlemlenmiştir.   

 

Şekil 9.  K562 kontrol grubu ile CRISPR/Cas9 uygulanmış K562 hücrelerinde STAT5’in nakavt 

edilmesi ile K562 hücrelerinde pozitif kontrol olarak CDK4’ün nakavt edilmesi ve negatif 

kontrolün 48. saat sonrasında apoptoz sonuçları 
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Grafik 3. K562 kontrol grubu ile CRISPR/Cas9 uygulanmış K562 hücrelerinde 48. saat sonunda 

apoptoz kat değişim grafiği 

 

4.4.2 K562 1.2 uM  İmatinib Dirençli Kontrol Hücre Hattı ile CRISPR/CAS9 

Uygulanmış K562  1.2 uM İmatinib Dirençli Hücrelerin  Apoptotik etkileri 

K562 1.2 uM imatinib dirençli krontrol grubu ile CRISPR/Cas9 yöntemi uygulanarak 

bu hücrelerin 48. saat sonunda apoptotik etkileri şekil 10’da gösterilmiştir. Aynı 

zaman da bu hücrelerin apoptoz kat değişim grafiği 4 ile de gösterilmiştir. K562 1.2 

uM Imatinib dirençli hücrelerde STAT5A’nın nakavt edilmesi sonucunda %16, 3 

erken apoptoz, %6,4 geç apoptoz, %0,9 nekroza neden olmuştur. K562 1.2 uM 

imatinib dirençli hücrelerde nakavt edilen CDK4’ün apoptotik etkileri ise %7.2 erken 

apoptoz, %5 geç apoptoz ve % 4.2 ile nekroz ile sonuçlanmıştır. İmatinib dirençli 

hücrelerde STAT5A nakavt edilmesi sonucunda 11.35 kat apoptoz artışına neden 

olmuştur. CDK4’ün nakavt edilmesi sonucunda 6.1 kat apoptoz artışına neden 

olmuştur.  
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Şekil 10. K562 1.2 uM İmatinib dirençli kontrol hücreleri ile CRISPR/Cas9 uygulanmış hücrelerde 

48. Saat sonunda apoptoz sonuçları 
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Grafik 4.   K562 1.2 uM İmatinib dirençli kontrol hücreleri ile CRISPR/Cas9 uygulanmış dirençli 

hücrelerin 48. saat apoptoz kat değişim grafiği 

 

4.4.3 K562 3nM Ponatinib Dirençli Kontrol Hücre Hattı ile CRISPR/CAS9 

Uygulanmış K562  3nM Ponatinib Dirençli Hücrelerin  Apoptotik Etkilerinin 

Belirlenmesi 

K562 3nM ponatinib dirençli krontrol grubu ile CRISPR/Cas9 yöntemi uygulanarak 

bu hücrelerin 48. saat sonunda apoptotik etkileri şekil 11’de gösterilmiştir. Aynı 

zaman da bu hücrelerin apoptoz kat değişim grafiği 5 ile de gösterilmiştir. K562 3 

nM ponatinib dirençli kontrol grubunda %8.4 erken apoptoz, %0.6 geç apoptoz, 

%0.2 nekroz gözlemlenmiştir. K562 3 nM ponatinib dirençli hücrelerde 

STAT5A’nın nakavt edilmesi sonucunda %22,3 erken apoptoz, %14,4 geç apoptoz, 

%5 nekroza neden olmuştur. K562 3 nM ponatinib dirençli hücrelerde nakavt edilen 

CDK4’ün apoptotik etkileri ise %14.3 erken apoptoz, %9.1 geç apoptoz ve % 7.7 

nekroz ile sonuçlanmıştır. K562 3 nM ponatinib dirençli negative kontrol hücre 

grubunda %12.8 erken apoptoz, %6.9 geç apoptoz % 1.1 nekroz gözlemlenmiştir. 

Ponatinib dirençli hücrelerde STAT5A nakavt edilmesi sonucunda kontrole göre 
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4.07 kat apoptoz artışına neden olmuştur. CDK4’ün nakavt edilmesi sonucunda 

kontrole göre 2.60 kat apoptoz artışına neden olmuştur. Ponatinib dirençli negative 

kontrol grubunda ise 2.18 kat artış gözlemlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

Şekil  11. K562 3nM ponatinib dirençli kontrol hücreleri ile CRISPR/Cas9 uygulanmış 

hücrelerde 48. saat sonunda apoptoz sonuçları 
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Grafik 5.  K562 3nM ponatinib dirençli kontrol hücreleri ile CRISPR/Cas9 uygulanmış dirençli 

hücrelerin 48. Saat sonunda apoptoz kat değişim grafiği 

 

 

 

4.5 Hücre Döngüsü Analizi 

4.5.1 K562  Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9 Uygulanmış Hücrelerinde Hücre 

Döngülerinin belirlenmesi 

K562 kontrol grubu hücreler ile gen manipülasyonu yapılmış hücrelerde hücre 

döngüsü analizi yapılmıştır (Şekil 12). Hücre döngüsü analizi için 48.saat sonunda 

K562  kontrol grubunda G0/G1 %46,3, S fazında ise %25,2, G2/M fazında ise %19.2 

olarak gözlemlenmiştir.  CRISPR/Cas9 uygulanan hücrelerde STAT5A’nın nakavt 

edilmesi sonrasında hücre döngüsünde G0/G1 fazında %43,5, S fazında %27,5, 

G2/M fazında %19,9 olarak gözlemlenmiştir. K562 hücrelerinde CDK4’ün nakavt 

edilmesi hücre döngüsünde G0/G1 fazında  %44,8,  S fazında %25,7, G2/M fazında 
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ise %20,7 olarak gözlemlenmiştir.K562 hücrelerinde negatif kontrol hücre 

döngüsünde G0/G1 fazında %45,7, S fazında %25,6, G2/M fazında ise %20,0 

olarak gözlemlenmiştir.  

 

 

 

Şekil 12. K562 kontrol hücresi ile CRISPR/Cas9 uygulanmış hücre hatlarında gözlemlenen 48. 

saat hücre döngüsü analiz sonuçları 
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4.5.2. K562 Kontrol hücre Hattı ile CRISPR/Cas9 Uygulanmış Hücre 

Hatlarında Hücre Döngüsü Kat Değişimlerinin Belirlenmesi 

K562 kontrol grubunda göre, 48. Saatte hücre döngüsünde STAT5A nakavt edilen 

hücre hattında G0/G1 0.93 kat azaldığı, CDK4 nakavt edilmesi ile yine G0/G1 0.96 

kat azaldığı negatif kontrol hücre hattında G0/G1 0.98 kat azaldığı gözlemlenmiştir. 

S fazında kontrole göre STAT5A nakavt edilen hücrelerde 1.07 kat arttığı, CDK4 

nakavt edilen hücre hatlarında ise 1.01 kat arttığı, negatif kontrol grubunda S fazı 

1.01 kat arttığı gözlemlenmiştir. G2/M fazına bakıldığında STAT5A nakavt edilen 

hücrelerde yine 1.03 kat arttığı, CDK4 nakavt edilen hücre hattında G2/M fazı 1.07 

kat arttığı, Negatif kontrol grubunda ise G2/M fazı 1.04 arttığı gözlemlenmiştir 

(Grafik 6, Tablo 12) 

 

Tablo 12. K562 kontrol hücre kattı ile CRISPR/CAS9 uygulanmış hücrelerde 48. saat hücre döngüsü  

yüzde değerleri ve kat değişim sonuçları  

 

Hücre Hatları G0/G1 (%) S (%) G2/M (%) 

K562 Kontrol grubu (%) 46.3 25.2 19.2 

K562 Hücre grubu STAT5A 

KO (%) 

43.5 27.5 19.9 

K562 Hücre Grubu STAT5A 

KO Kat Değişimi (%) 

0.93 1.07 1.03 

K562 Hücre Grubu CDK4 

KO (%) 

44.8 25.7 20.7 

K562 Hücre Grubu CDK4 

KO Kat Değişimi (%) 

0.96 1.01 

 

1.07 

K562 Hücre Grubu Negatif 

Kontrol (%) 

45.7 25.6 20 

K562 Hücre Grubu Negatif 

Kontrol Kat Değişimi (%) 

0.98 1.01 1.04 
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Grafik 6.  K562  kontrol hücre kattı ile CRISPR/CAS9 uygulanmış hücrelerde 48. saat sonunda hücre 

döngüsü kat değişim grafiği 

4.5.3 K562 Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9 Uygulanan Hücre Hatlarında 

G0/G1, S, G2/M Fazları Arasında Anlamlı Fark Vardır 

K562 kontrol grubu ile K562 STAT5A nakavt edilen hücre hattında G0/G1 fazında 

kıyaslandığında anlamsal fark olduğu gözlemlenmiştir (p:0.0073)(Grafik 7, Tablo 

13). K562 STAT5A nakavt hücre hattı ile K562 negatif kontrol  grubunda 

kıyaslandığında S fazında anlamsal fark olduğu gözlemlenmiştir (p: 0.0407). (Grafik 

8, Tablo 14) K562 Kontrol grubu ile K562 CDK4 nakavt edilen hücre hattında G2/M 

fazı anlamlı fark gözlemlenmiştir (p:0.0201) (Grafik 9, Tablo 15)  

Tablo  13. K562 hücre hattı ile K562  CRISPR/cas9 uygulanmış hücre G0/G1 Fazı p değerleri 

G0/G1 Fazı 

p değeri 

K562 STAT5A 
KO 

 

K562 CDK4 
KO 

 

K562 negatif kontrol 

 

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 hücre hattı ile K562  CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarında G0/G1 faz grafiği  

 

Tablo  14. K562 hücre hattı ile K562  CRISPR/cas9 uygulanmış hücre S Fazı p değerleri 

S faz p değerleri 
K562 STAT5A KO  

 

K562 CDK4 KO  

 

K562 negatif 
kontrol  

 

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 hücre hattı ile K562  CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarında S faz grafiği  

 

Tablo 15. K562 hücre hattı ile K562  CRISPR/cas9 uygulanmış hücre G2/M Fazı p değerleri 

 

G2/M faz p 

değerleri 

K562 STAT5A KO  

 

K562 CDK4 KO  

 

K562 negatif 
kontrol  

 

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 hücre hattı ile K562 CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarında G2/M faz grafiği  

4.5.4 K562 1.2 uM imatinibe Dirençli Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9 

Uygulanmış Dirençli Hücrelerinde Hücre döngülerinin belirlenmesi 

K562 1.2 uM imatinib dirençli hücreler ile gen manipülasyonu yapılmış dirençli 

hücrelerde hücre döngüsü analizi yapılmıştır (Şekil 13). Hücre döngüsü analizi için 

48.saat sonucunda sonucunda K562 1.2 uM imatinib dirençli kontrol grubunda 

G0/G1 %41.8, S fazında ise %36.9, G2/M fazında ise %21.7 olarak gözlemlenmiştir.  

CRISPR/Cas9 uygulanan dirençli hücrelerde STAT5A’nın nakavt edilmesi 

sonrasında hücre döngüsünde G0/G1 fazında %43.4, S fazında %34.3, G2/M fazında 

%21.3 olarak gözlemlenmiştir. Dirençli hücrelerde CDK4’ün nakavt edilmesi hücre 

döngüsünde G0/G1 fazında %43.3,  S fazında %35.5, G2/M fazında ise %21,7 olarak 

gözlemlenmiştir. Negatif kontrol grubunda ise G0/G1 fazında %39.3, S fazında 

%36.8, G2/M fazında %23.8 gözlemlenmiştir. 
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Şekil 13. K562 1.2 uM imatinib dirençli kontrol hücresi ile CRISPR/Cas9 uygulanmış dirençli hücre 

hatlarında gözlemlenen 48. saat hücre döngüsü analiz sonuçları  

 

 

4.5.5 K562 1.2uM İmatinib Dirençli Kontrol hücre Hattı ile CRISPR/Cas9 

Uygulanmış Dirençli Hücre Hatlarında Hücre Döngüsü Kat Değişimlerinin 

Belirlenmesi 

K562 1.2 uM imatinib dirençli kontrol grubunda göre, 48. Saatte hücre döngüsünde 

STAT5A nakavt edilen hücre hattında G0/G1 1.0383 kat arttığı, CDK4 nakavt 

edilmesi ile yine G0/G1 1.0359 kat arttığı gözlemlenmiştir. S fazında kontrole göre 

STAT5A nakavt edilen hücrelerde 0.9458 kat azaldığı, CDK4 nakavt edilen hücre 



48 

 

hatlarında ise 0.9626 kat azaldığı tespit edilmiştir. G2/M fazına bakıldığında CDK4 

nakavt edilen hücrelerde kontrol grubuna kıyasla herhangi bir değişim 

saptanamamıştır, ancak STAT5A nakavt edilen hücrelerde yine 0.9816 kat azaldığı 

saptanmıştır. Negatif kontrol hücrelerimiz kontrole göre, G0/G1 fazı 0.94 kat, S fazı 

ise 0.99 kat azalmıştır. G2/M fazı 1.09 kat artmıştır (Tablo 16, Grafik10) 

 

Tablo 16: K562 1.2 uM imatinib dirençli kontrol hücre kattı ile CRISPR/CAS9 uygulanmış dirençli 

hücrelerde 48. saat  hücre döngüsü  yüzde değerleri ve kat değişim sonuçları  

 

Hücre Hatları G0/G1 (%) S (%) G2/M (%) 

K562 1.2 uM İmatinib 

dirençli Kontrol grubu (%) 

41,8 36,9 21,7 

K562 1.2 uM İmatinib 

dirençli STAT5A KO (%) 

43,4 34,9 21,3 

K562 1.2 uM İmatinib 

Dirençli STAT5A KO Kat 

Değişimi (%) 

1.0383 0.9458 0.9816 

K562 1.2 uM İmatinib 

dirençli CDK4 KO (%) 

43,3 35,5 21,7 

K562 1.2 uM İmatinib 

dirençli CDK4 KO  Kat 

Değişimi (%) 

1.0359 0.9626 

 

1 

K562 1.2 uM İmatinib 

dirençli negatif kontrol (%) 

39.3 36.8 23.8 

K562 1.2 uM İmatinib 

dirençli negatif kontrol Kat 

Değişimi (%) 

0.94 0.99 1.09 
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Grafik 10. K562 1.2 uM imatinib dirençli kontrol hücre kattı ile CRISPR/Cas9 uygulanmış dirençli 

hücrelerde 48. saat hücre döngüsü kat değişim grafiği 

 

4.5.6 K562 1.2 uM İmatinib dirençli Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9 

Uygulanan Hücre Hatlarında G0/G1, S, G2/M Fazları Arasında Anlamlı 

Fark Vardır 

K562 1.2 uM imatnib dirençli kontrol grubuna kıyasla K562 1.2 uM imatnib dirençli 

STAT5A nakavt edilen hücre hattında, K562 1.2 uM imatnib dirençli CDK4 nakavt 

edilen hücre hattında ve K562 1.2 uM imatnib dirençli negatif kontrol grubu G0/G1 

fazında kıyaslandığında anlamsal fark olduğu gözlemlenmiştir (p: 0.0151), (p: 

0.0229), (p: 0.0051). K562 1.2 uM imatnib dirençli STAT5A nakavt edilen hücre 

hattı ile K562 1.2 uM imatnib dirençli negatif kontrol grubu G0/G1 fazında anlamsal 

fark vardır (p: <0.0001). K562 1.2 uM imatnib dirençli CDK4 nakavt edilen hücre 

hattında ve K562 1.2 uM imatnib dirençli negatif kontrol grubu G0/G1 fazında 

kıyaslandığında anlamsal fark olduğu gözlemlenmiştir (p: 0,0001) (Grafik 11, Tablo 

17). S fazında herhangi bir anlamlı fark gözlemlenmemiştir (Grafik 12, Tablo 

18).K562 1.2 uM imatnib dirençli kontrol grubu ile K562 1.2 uM imatnib dirençli 

negatif kontrol grubu G2/M fazında anlamsal fark vardır (p: 0,0160). K562 1.2 uM 

imatnib dirençli STAT5A nakavt edilen hücre hattı ile K562 1.2 uM imatnib dirençli 

negatif kontrol grubu G2/M fazında anlamsal fark vardır (p: 0,0050). K562 1.2 uM 

imatnib dirençli CDK4 nakavt edilen hücre hattında ve K562 1.2 uM imatnib dirençli 
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negatif kontrol grubu G2/M fazında kıyaslandığında anlamsal fark olduğu 

gözlemlenmiştir (p: 0,0457) (Grafik 13, Tablo 19). 

 

Tablo 17. K562 1.2 uM imatinib dirençli hücre hattı ile K562 1.2 uM imatinib dirençli  

CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarının G0/G1 Fazı p değerleri 

 

 

 

 

 

G0/G1 Fazı p 

değerleri 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

STAT5A KO 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

CDK4 KO 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

negatif kontrol  

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

kontrol 

0.0151 

 

0.0229 

 

0.0051 

 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

STAT5A KO 

 
0.9892 

 

<0.0001 

 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

CDK4 KO 

  
0.0001 
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Grafik 11. K562 1.2 uM imatinib dirençli hücre hattı ile  CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarında 

G0/G1 faz grafiği  

 

Tablo 18. K562 1.2 uM imatinib dirençli hücre hattı ile K562 1.2 uM imatinib dirençli  

CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarının S Fazı p değerleri 

S Fazı p değerleri K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

STAT5A KO 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

CDK4 KO 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

negatif kontrol  

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

kontrol 

0.7993 

 

0.4077 
 

 

0.9991 

 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

STAT5A KO 

 
0.8807 

 

0.7292 

 

K562 1.2 uM   
0.3481 
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Grafik 12. K562 1.2 uM imatinib dirençli hücre hattı ile CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarında S 

faz grafiği  
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Tablo 19. K562 1.2 uM imatinib dirençli hücre hattı ile K562 1.2 uM imatinib dirençli  CRISPR/cas9 

uygulanmış hücre hatlarının G2/M Fazı p değerleri 

 

 

 

G2/M Fazı p 

değerleri 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

STAT5A KO 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

CDK4 KO 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

negatif kontrol  

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

kontrol 

0,8036 

 
0,8681 
 

 

0,0160 

 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

STAT5A KO 

 
0,3976 

 

0,0050 

 

K562 1.2 uM 

imatnib dirençli 

CDK4 KO 

  
0,0457 
 

 



54 

 

K562 1.2 uM İmatinib dirençli Kontrol grubu 

K562 1.2 uM İmatinib dirençli STAT5A KO 

K562 1.2 uM İmatinib dirençli CDK4 KO 

K562 1.2 uM İmatinib dirençli negatif kontrol

0

10

20

30

G2/M Fazı

Hücre Hatları

H
ü

cr
e 

D
ö
n

g
ü

sü
  

G
2
/M

 F
a

zı
O

r
ta

la
m

a
 %

 d
eğ

e
rl

e
ri ✱

✱✱

✱

 

Grafik 13. K562 1.2 uM imatinib dirençli hücre hattı ile  CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarında 

G2/M faz grafiği  

 

 

 

 

4.5.7 K562 3nM Ponatinib Dirençli Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9 

Uygulanmış Dirençli Hücrelerinde Hücre döngülerinin belirlenmesi 

K562 3nM Ponatinib dirençli hücreler ile gen manipülasyonu yapılmış dirençli 

hücrelerde hücre döngüsü analizi yapılmıştır (Şekil 14). Hücre döngüsü analizi için 

48.saat sonucunda sonucunda K562 3nM Ponatinib dirençli kontrol grubunda G0/G1 

%46.0, S fazında ise %24.3, G2/M fazında ise %24.7 olarak gözlemlenmiştir.  

CRISPR/Cas9 uygulanan dirençli hücrelerde STAT5A’nın nakavt edilmesi 

sonrasında hücre döngüsünde G0/G1 fazında %50.4, S fazında %23.5, G2/M fazında 

%19.4 olarak gözlemlenmiştir. Dirençli hücrelerde CDK4’ün nakavt edilmesi hücre 
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döngüsünde G0/G1 fazında  %46.8  S fazında %25.9, G2/M fazında ise %20 olarak 

gözlemlenmiştir. Negatif kontrol hücre hattında G0/G1 fazı %47.4, S fazı %23.3, 

G2/M fazı %23.6 olarak gözlemlenmiştir. 

 

Şekil  14.  K562 3nM ponatinib dirençli kontrol hücresi ile CRISPR/Cas9 uygulanmış dirençli 

hücre hatlarında gözlemlenen 48. saat hücre döngüsü analiz sonuçları 

4.5.8  K562 3nM Ponatinib Dirençli Kontrol hücre Hattı ile CRISPR/Cas9 

Uygulanmış Dirençli Hücre Hatlarında Hücre Döngüsü Kat Değişimlerinin 

Belirlenmesi 

K562 3nM Ponatinib dirençli kontrol grubunda göre, 48. Saatte hücre döngüsünde 

STAT5A nakavt edilen hücre hattında G0/G1 1.09 kat arttığı, CDK4 nakavt edilmesi 

ile yine G0/G1 1.01 kat arttığı gözlemlenmiştir. Negatif kontrol grubu G0/G1 faz 

1,03 kat arttığı gözlemlenmiştir. S fazında kontrole göre STAT5A nakavt edilen 
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hücrelerde 0.96 kat azaldığı, CDK4 nakavt edilen hücre hatlarında ise 1,06 kat arttığı 

tespit edilmiştir. Negatif kontrol grubunda S fazı 0.95 kat azaldığı gözlemlenmiştir. 

G2/M fazına bakıldığında STAT5A nakavt edilen hücrelerde yine 0.78 kat azaldığı, 

CDK4 nakavt edilen hücrelerde 0,80 kat azaldığı, negatif kontrol grubunda ise 0,95 

kat azaldığı saptanmıştır (Grafik 14, Tablo 20) 

 

Tablo 20. K562 3nM ponatinib dirençli kontrol hücre kattı ile CRISPR/CAS9 uygulanmış dirençli 

hücrelerde 48. saat  hücre döngüsü  yüzde değerleri ve kat değişim sonuçları  

 

Hücre Hatları G0/G1 (%) S (%) G2/M (%) 

K562 3nM Ponatinib dirençli 

Kontrol grubu (%) 

46,0 

 

24,3 24,7 

K562 3nM Ponatinib dirençli 

STAT5A KO (%) 

50,4 23,5 19,4 

K562 1.2 uM İmatinib Dirençli 

STAT5A KO Kat Değişimi (%) 

1.09 0.96 0.78 

K562 3nM Ponatinib dirençli CDK4 

KO (%) 

46,8 25,9 20 

K562 3nM Ponatinib dirençli CDK4 

KO Kat Değişimi (%) 

1.01 1,06 

 

0,80 

K562 3nM Ponatinib dirençli negatif 

kontrol (%) 

47,4 23,3 23,6 

K562 3nM Ponatinib dirençli negatif 

kontrol kat değişimi (%) 

1,03 0,95 0,95 
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Grafik 14.  K562 3nM ponatinib dirençli kontrol hücre kattı ile CRISPR/Cas9 uygulanmış dirençli 

hücrelerde 48. saat hücre döngüsü kat değişim grafiği 

 

4.5.9 K562 3nM Ponatinib Dirençli Kontrol Grubu ile CRISPR/Cas9 

Uygulanan Hücre Hatlarında G0/G1, S, G2/M Fazları Arasında Anlamlı 

Fark Vardır 

K562 3nM ponatinib dirençli kontrol grubuna kıyasla K562 3nM ponatinib dirençli 

STAT5A nakavt edilen hücre hattında ve K562 3nM ponatinib dirençli negatif 

kontrol grubu G0/G1 fazında kıyaslandığında anlamsal fark olduğu gözlemlenmiştir 

(p: 0,0011), (p: 0,0429). K562 3nM ponatinib dirençli STAT5A nakavt edilen hücre 

hattı ile K562 3nM ponatinib dirençli CDK4 nakavt edilen hücre hattında G0/G1 

fazında anlamsal fark vardır (p: 0,0065). (Garfik 15, Tablo 21). S fazında herhangi 

bir anlamlı fark gözlemlenmemiştir (Grafik 16, Tablo 22). K562 3nM ponatinib 

dirençli kontrol grubuna kıyasla K562 3nM ponatinib dirençli STAT5A nakavt 

edilen hücre hattında ve K562 3nM ponatinib dirençli CDK4 nakavt edilen hücre 

hattında G2/M fazında kıyaslandığında anlamsal fark olduğu gözlemlenmiştir (p: 

0.0013) ((p: 0,0057). K562 3nM ponatinib dirençli STAT5A nakavt edilen hücre 

hattında ve K562 3nM ponatinib dirençli negatif kontrol grubu G2/M fazında anlamlı 

fark gözlemlenmiştir ((p: 0,0395) (Garfik 17, Tablo 23). 
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Tablo 21. K562 3nM ponatinib dirençli hücre hattı ile K562 3nM ponatinib dirençli  

CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarının G0/G1 Fazı p değerleri 
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Grafik 15. K562 3nM Ponatinib dirençli hücre hattı ile  CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarında 

G0/G1 faz grafiği 

G0/G1 Fazı p 

değerleri 

K562  3nM ponatinib  

dirençli STAT5A KO 

K562 3nM ponatinib 

dirençli CDK4 KO 

K562 3nM ponatinib 

dirençli negatif 

kontrol  

K562 3nM ponatinib 

dirençli kontrol 

0.0011 

 

 

0.4731 

 

 

0.0429 

 

 

K562 3nM ponatinib 

dirençli STAT5A KO 

 
0.0065 

 

0.0732 

 

K562 3nM ponatinib 

dirençli CDK4 KO 

  
0.3408 
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Tablo 22. K562 3nM ponatinib dirençli hücre hattı ile K562 3nM ponatinib dirençli  

CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarının S Fazı p değerleri 

 

 

 

 

 

S Fazı p değerleri K562  3nM 

ponatinib  
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KO 
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Grafik 16. K562 3nM Ponatinib dirençli hücre hattı ile  CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarında S 

faz grafiği 

 

Tablo 23. K562 3nM ponatinib dirençli hücre hattı ile K562 3nM ponatinib dirençli  

CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarının G2/M Fazı p değerleri 

G2/M Fazı p 

değerleri 

K562  3nM 

ponatinib  dirençli 

STAT5A KO 

K562 3nM ponatinib 

dirençli CDK4 KO 

K562 3nM 

ponatinib 

dirençli negatif 

kontrol  

K562 3nM 

ponatinib 

dirençli kontrol 

0.0013 

 

 

0.0057 

 

 

0.0982 

 

 

K562 3nM 

ponatinib 

dirençli 

STAT5A KO 

 
0.6101 

 

0.0395 
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Grafik 17. K562 3nM Ponatinib dirençli hücre hattı ile  CRISPR/cas9 uygulanmış hücre hatlarında 

G2/M faz grafiği 
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4.6 Gen Ekspresyon Analizi  

K562 hücre hattı, dirençli hücrelerde ve CRISPR/Cas9 yöntemi uygulanan hücrelerin 

48. saat sonunda RNA izolasyonu yapıldı.  cDNA çevrimi sonrasında gen ifadeleri 

analiz edildi. 

 

4.6.1 STAT5A Nakavtının Gen Ekspresyonuna Etkisi 

Bu çalışmada, STAT5A geninin nakavt edildiği K562 hücre hattında, çeşitli genlerin 

ekspresyon düzeylerinde belirgin ve istatistiksel olarak anlamlı değişiklikler 

gözlemlenmiştir. Nakavt edilen STAT5A, hücredeki bazı genlerin düzenlenmesinde 

önemli bir rol oynamaktadır. 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 artış (p = 

0,0063) anlamlı değişiklikler gözlemlenmiştir.  BCL2, Apoptozu (hücre ölümünü) 

inhibe eden BCL2 geninde, STAT5A nakavtından sonra 1,24 kat azalma 

gözlemlenmiştir. Bu azalma, hücrelerin apoptoza daha yatkın hale gelmiş 

olabileceğini düşündürmektedir (p = 0,0058). CDKN2B, Hücre döngüsünü kontrol 

eden CDKN2B geninde ise 1,43 kat azalma tespit edilmiştir. Bu azalma, hücre 

döngüsünün düzenlenmesinde aksamalara yol açabilir ve hücre proliferasyonunu 

etkileyebilir (p = 0,0114). ABL1, ABL1 gen ekspresyonunda 1,11 kat azalma 

görülmüştür. ABL1, hücre büyümesi ve farklılaşmasında rol oynayan bir kinaz 

olarak bilinir ve bu azalmanın hücresel sinyal yolağında önemli etkileri olabilir (p = 

0,0317). E2F1, E2F1, hücre döngüsünün G1/S geçiş noktasını kontrol eden önemli 

bir transkripsiyon faktörüdür. Bu gende 5,42 kat artış gözlemlenmiştir. STAT5A'nın 

nakavtı, E2F1'in artan ekspresyonunu tetikleyerek hücre proliferasyonunu 

hızlandırabilir (p = 0,0063). STAT5A'nın bu genlerin ekspresyonunda önemli bir rol 

oynayabileceğini ve hücresel süreçlerdeki yerinin kritik olduğunu göstermektedir 

(Tablo 24, Grafik 18). 
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Tablo  24. K562 hücre hattı ile CRISPR/Cas9 uygulanmış K562 hücre hatlarında kontrole göre gen 

ifadelerindeki kat değişimleri  

 

 Kontrole Göre Kat Değişimleri 

Gen Sembolü 
K562 STAT5A 

nakavt 

K562 CDK4 nakavt 

(Pozitif Kontrol) 

K562 

Negatif 

Kontrol 

K562 STAT5A 

nakavt (p 

değeri) 

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 
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Grafik  18. K562 hücre hattı ile CRISPR/Cas9 uygulanmış K562 hücre hatlarında kontrole göre gen 

ifadelerindeki kat değişim grafiği 
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4.6.2      STAT5A Nakavtın K562 1.2 uM İmatinib Dirençli Hücre Hattında 

Gen Ekspresyonunda Değişikliklerin Belirlenmesi 

Bu çalışmada, STAT5A geninin nakavt edildiği K562 1.2 uM imatinib dirençli hücre 

hattında, çeşitli genlerin ekspresyon düzeylerinde belirgin ve istatistiksel olarak 

anlamlı değişiklikler gözlemlenmiştir. TP53 gen ekspresyonunda 1.5 kat artış 

gözlenmiş ve bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p=0.0348). TP53’ün 

artışı, hücre döngüsü ve apoptoz kontrolünde önemli rol oynayan bir tümör 

baskılayıcı gen olarak imatinib direncine karşı olası bir yanıt olabilir. CISH geninde 

1.16 kat artış gözlenmiş ve bu değişim istatistiksel olarak anlamlıdır (p=0.0459). 

CISH, JAK/STAT sinyal yolunu düzenleyen bir inhibitör olarak bilinir ve STAT5A 

knockout’unun JAK/STAT yoluna etkisini yansıtıyor olabilir. ATM geninde 1.96 kat 

azalma gözlenmiş olup, bu değişim çok anlamlıdır (p=0.0007). ATM, DNA hasar 

yanıtında kilit rol oynayan bir gen olup, azalan ekspresyonu imatinib direncinde 

genetik stabilitenin azalmasıyla ilişkilendirilebilir. STAT5A geninde beklenildiği 

gibi 0.40 kat azalma kaydedilmiş olup, bu azalma anlamlıdır (p=0.0255). 

STAT5A’nın nakavtı, bu genin baskılanmasının imatinib direnci üzerindeki etkilerini 

araştırmaya yöneliktir. RUNX3 geninde 1.18 kat artış gözlenmiş ve bu artış anlamlı 

bulunmuştur (p=0.0460). RUNX3, tümör baskılayıcı bir gen olup, artışı imatinib 

direncinin önlenmesine katkıda bulunabilir. STAT5A nakavtı imatinib direncini 

etkileyen çok sayıda genin ekspresyonunda önemli değişikliklere yol açtığını 

göstermektedir. Özellikle ATM, TP53, CISH ve RUNX3 gibi genlerdeki 

değişiklikler, imatinib direncinde bu genlerin potansiyel rollerine işaret etmektedir. 

Ayrıca, STAT5A eksikliğinin diğer JAK/STAT yol bileşenlerinde dengeleyici bir 

etki yaratabileceği düşünülmektedir. (Tablo 25, Grafik 19).  

 

Tablo 25. K562 1.2 uM imatinib dirençli hücre hattı ile CRISPR/Cas9 uygulanmış dirençli K562 

hücre hatlarında kontrole göre gen ifadelerindeki kat değişimleri 
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 Kontrole Göre Kat Değişimleri 

Gen 

Sembolü 

K562 1.2 uM 

İmatinib Dirençli 

STAT5A nakavt 

K562 1.2 uM 

İmatinib Dirençli 

CDK4 nakavt 

(Pozitif Kontrol) 

K562 1.2 uM 

İmatinib Dirençli 

Negatif Kontrol 

K562 1.2 

uM İmatinib 

Dirençli 

STAT5A 

nakavt ((p 

değeri) 

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 

 

JAK2 0,12 0,08 8,03 

 

0,0698 

 

CASP8 -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 1,5 -0,38 -7.51 
0,0348 

 

CISH  1,16 0,98 7,69 

 

0,0459 

 

RUNX3 1,18 
0,79 

 

-6.81 0,0460 
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 Grafik 19. K562 1.2 uM imatinib dirençli hücre hattı ile CRISPR/Cas9 uygulanmış K562 hücre 

hatlarında kontrole göre gen ifadelerindeki kat değişim grafiği 

 

4.6.3 STAT5A Nakavtın K562 3nM Ponatinib Dirençli Hücre Hattında Gen 

Ekspresyonunda Değişikliklerin Belirlenmesi  

STAT5B gen ekspresyonu, Ponatinib'e dirençli STAT5A nakavt hücrelerinde önemli 

ölçüde azalmıştır (-1.57 kat, p = 0.0194). Bu durum, STAT5A’nın yokluğunda 

STAT5B ekspresyonunun baskılandığını ve STAT5B’nin Ponatinib direncinde 

potansiyel bir rolü olabileceğini düşündürmektedir. STAT5A gen ekspresyonu ise 

azalmıştır (-0.71 kat, p = 0.0397). ABL1 gen ekspresyonu, Ponatinib'e dirençli 

STAT5A nakavt hücrelerinde önemli ölçüde azalmıştır (-0.22 kat, p = 0.0056). 

ABL1, Ponatinib’in hedeflediği bir kinazdır ve bu azalmanın, ilaç direnci ile ilişkili 

olabileceği düşünülmektedir. JAK2 gen ekspresyonu, STAT5A nakavt grubunda 

anlamlı derecede azalmıştır (-0.83 kat, p = 0.0030). JAK-STAT sinyal yolunun 

önemli bir bileşeni olan JAK2’deki bu azalma, Ponatinib direnciyle ilişkili olabilir ve 

bu yolaktaki bozulmaların direncin oluşumuna katkıda bulunabileceğini gösterir. 

STAT3 gen ekspresyonu, STAT5A nakavt grubunda anlamlı derecede azalmıştır (-
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0.71 kat, p = 0.0278). Bu azalma, STAT3’ün Ponatinib direncinde kritik bir rol 

oynayabileceğini ve bu genin potansiyel bir direnç belirteci olabileceğini 

düşündürmektedir. TP53 gen ekspresyonu, Ponatinib'e dirençli STAT5A nakavt 

hücrelerde belirgin şekilde artmıştır (1.04 kat, p = 0.0469). TP53, hücre döngüsü 

kontrolü ve apoptozda yer alır; bu artış, Ponatinib'e direnç geliştirmiş hücrelerde 

TP53’ün rol oynayabileceğini ve apoptozun baskılanmış olabileceğini öne 

sürmektedir. CISH gen ekspresyonu, STAT5A nakavt grubunda anlamlı bir azalma 

göstermiştir (-0.17 kat, p = 0.0203). CISH, JAK-STAT yolunu negatif düzenleyen 

bir gen olup bu azalma, STAT yolundaki değişimlerin Ponatinib direncine etkisini 

işaret edebilir. STAT1 gen ekspresyonu, STAT5A nakavt grubunda anlamlı bir artış 

göstermiştir (0.09 kat, p = 0.0208). STAT1’in artması, Ponatinib direncinde  bir rol 

oynayabileceğini düşündürmektedir. Bu bulgular, Ponatinib tedavisine dirençli K562 

hücrelerinde bazı genlerdeki belirgin değişikliklerin Ponatinib direncine katkıda 

bulunabileceğini ortaya koymaktadır. Özellikle STAT5B, ABL1, JAK2 ve STAT3 

gibi genlerdeki anlamlı değişiklikler, bu genlerin Ponatinib direncinde kritik roller 

oynayabileceğini işaret etmektedir.  Ayrıca, TP53 ve CISH gibi genlerdeki 

ekspresyon değişiklikleri, dirençli hücrelerin apoptoz ve sinyal yolaklarında 

adaptasyonlar geliştirdiğini göstermektedir. Bu bulgular, Ponatinib direnci geliştiren 

hücrelerdeki biyolojik süreçlerin daha iyi anlaşılması ve tedavi stratejilerinin 

geliştirilmesi açısından önemlidir (Tablo 26, Grafik 20). 
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 Kontrole Göre Kat Değişimleri 

Gen 

Sembolü 

K562 3nM 

Ponatinib Dirençli 

STAT5A nakavt 

K562 3nM Ponatinib 

Dirençli CDK4 

nakavt (Pozitif 

Kontrol) 

K562 3nM 

Ponatinib Dirençli 

Negatif Kontrol 

K562 3nM 

Ponatinib 

Dirençli 

STAT5A nakavt 

(p değeri) 

BAX 1.45 
1,18 

 
-1,10 

 

0,3359 

 

STAT5B 
-1.57 

 

-2,47 

 
-0,21 

 

0,0194 

 

BCL-X 

 

1.53 

 

1,40 

 
-1,71 

 

0,1366 

 

SOCS1 
-0.13 

 

-1.29 

 
-2.54 

 

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 

 

JAK2 
-0.83 

 

-1.74 

 
-0.87 

 

0,0030 

 

CASP8 
2.24 

 

0.92 

 
-0.66 

 

0,3505 

 

STAM 
-0.10 

 

-0.04 

 
-1.09 

 

0,4407 

 

BCR 2.06 

0.39 

 

 

-1.30 

 

0,2233 

 

CDK4 
5.42 

 

-0,31 

 
-1,83 

 

0,3813 

 

STAT1 
0.09 

 

-0,19 

 
-1,10 

 

0,0208 

 

ATM 
0.11 

 

1,10 

 
-1,85 

 

0,8614 

 

STAT3 
-0.71 

 

-3,37 

 
4,34 

 

0,0278 

 

STAT5A 
-0.71 

 

-1,23 

 
1,53 

 

0,0397 

 

mTOR 
0.11 

 

-0,14 

 
-2,29 

 

0,9766 

 

TP53 
1.04 

 

2,12 

 
-2,18 

 

0,0469 
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Tablo  26. K562 3nM ponatinib dirençli hücre hattı ile CRISPR/Cas9 uygulanmış dirençli K562 

hücre hatlarında kontrole göre gen ifadelerindeki kat değişimleri 
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Grafik 20. K562 3nM Ponatinib dirençli hücre hattı ile CRISPR/Cas9 uygulanmış K562 hücre 

hatlarında kontrole göre gen ifadelerindeki kat değişim grafiği 
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4.6.4 STAT5A nakavt sonrasında İmatinib ve Ponatinib Dirençli K562 Hücre 

Hatlarında Gen Ekspresyon Profillerinin Analizi 

  STAT5A'nın K562 hücrelerinde gen ekspresyonu düşük (-0.05), Imatinib'e dirençli 

hücrelerde STAT5A'nın ekspresyonu azamıştır (-0.40). Bu, K562 1.2 µM imatinib 

dirençli STAT5A KO hücrelerinde STAT5A'nın ifadesinin azaltıldığını 

göstermektedir. K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (-0.71) hücrelerinde 

STAT5A'nın ekspresyonu daha da düşük. STAT5A'nın ponatinib direnci ile ilişkili 

olabileceğini veya ponatinib'in STAT5A'nın ekspresyonunu etkileyebileceğini öne 

sürebilir. STAT5A'nın ekspresyonunun dirençli hücrelerde daha da azaldığı 

görülmektedir. Bu, STAT5A'nın bu ilaçlara karşı direnç ile ilgili bir rol 

oynayabileceğini düşündürmektedir. K562 STAT5A KO (-1.24) hücrelerinde BCL-2 

ekspresyonu önemli ölçüde azalmış, bu da STAT5A'nın BCL-2'nin düzenlenmesinde 

rol oynadığını gösteriyor. K562 1.2 µM imatinib dirençli STAT5A KO (0.50) ve 

K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (0.27) dirençli hücrelerde BCL-2 

ekspresyonunun arttığı gözlemlenmiştir. Bu artış, STAT5A'nın eksikliği ile BCL-

2'nin yeniden ifade edilmesinin, ilaç direnci ile ilişkili olabileceğini 

düşündğrmektedir. K562 STAT5A KO (-0.67) hücrelerinde JAK2 ekspresyonunu 

önemli ölçüde azaltmış. Bu, STAT5A'nın JAK2'nin düzenlenmesinde bir rol 

oynadığını göstermektedir. K562 1.2 µM imatinib dirençli STAT5A KO (0.12) ve 

K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (-0.83) hücrelerinde JAK2 

ekspresyonunun azalması, STAT5A'nın eksikliği ile ilişkili olabilir. İmatinib dirençli 

hücrelerde JAK2'nin biraz artmış olması, bu direncin JAK2 ile 

ilişkilendirilebileceğini veya farklı bir mekanizma etkili olabilir. K562 STAT5A KO 

(-10.61) hücrelerinde STAT3'ün ekspresyonunu önemli ölçüde azaltmış, bu da 

STAT5A'nın STAT3'ün düzenlenmesinde önemli bir rol oynadığını göstermektedir. 

K562 1.2 µM imatinib dirençli STAT5A KO (0.50) hücrelerinde STAT3 

ekspresyonunun arttığı, ancak K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (-0.71) 

hücrelerinde STAT3 ekspresyonunun azaldığı gözlemleniyor. Bu durum, STAT3'ün 

imatinib ve ponatinib direnci ile farklı şekillerde ilişkili olabileceğini 

düşündürmektedir. K562 STAT5A KO (2.92) hücrelerinde ATM ekspresyonunu 

artırmış, bu da STAT5A'nın ATM'nin düzenlenmesinde rol oynayabileceğini 

düşündürür. K562 1.2 µM imatinib dirençli STAT5A KO (-1.96) ve K562 3 nM 

ponatinib dirençli STAT5A KO (0.11) hücrelerinde ATM ekspresyonunun düşmesi, 
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bu ilaçların ATM ekspresyonunu etkileyebileceğini veya ATM'nin düşük 

ekspresyonunun dirence katkıda bulunabileceğini düşündürebilir. K562 STAT5A 

KO (-0.5) hücrelerinde mTOR ekspresyonunu önemli ölçüde azaltmış, bu da 

STAT5A'nın mTOR'un düzenlenmesinde bir rol oynadığını düşündürebilir. K562 1.2 

µM imatinib dirençli STAT5A KO (1.40) hücrelerinde mTOR ekspresyonunun 

arttığı, ancak K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (0.11) hücrelerinde mTOR 

ekspresyonunun azaldığı gözlemleniyor. Bu durum, mTOR'un ilaç direnci ile farklı 

şekillerde ilişkilendirilebileceğini ve STAT5A'nın eksikliği ile mTOR 

ekspresyonundaki değişikliklerin, bu ilaçların etkileriyle ilişkili olabileceğini 

düşündürebilmektedir. K562 STAT5A KO (-0.34) hücrelerinde TP53 ekspresyonunu 

azaltmış, bu da STAT5A'nın TP53'ün düzenlenmesinde önemli bir rol 

oynayabileceğini gösterir. K562 1.2 µM imatinib dirençli STAT5A KO (1.53) ve 

K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (1.04) hücrelerinde TP53 ekspresyonu 

artmış. Bu, TP53'ün artışının bu ilaçların direnci ile ilişkili olabileceğini 

düşündürebilir. TP53'ün artışı, hücresel stres yanıtı ve DNA hasarı ile ilişkilidir, bu 

da ilaca dirençli hücrelerin TP53'ü daha yüksek seviyelerde ifade edebileceğini 

göstermektedir. K562 STAT5A KO (-0.26) hücrelerinde CISH ekspresyonunu 

önemli ölçüde azaltmış, bu da STAT5A'nın CISH'in düzenlenmesinde rol oynadığını 

göstermektedir. K562 1.2 µM imatinib dirençli STAT5A KO (1.16) hücrelerinde 

CISH ekspresyonunun arttığı, ancak K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (-

0.17) hücrelerinde CISH ekspresyonunun düştüğü gözlemlenmektedir. K562 1.2 µM 

imatinib dirençli STAT5A KO (1.18) hücrelerinde RUNX3 ekspresyonunun arttığı, 

ancak K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (-0.59) hücrelerinde RUNX3 

ekspresyonunun azaldığı gözlemleniyor. Bu durum, RUNX3'ün imatinib ve 

ponatinib direnci ile farklı şekillerde ilişkili olabilmektedir (Şekil 15) 
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Şekil 15. K562 hücre hattı ile drençli hücre hatlarında STAT5A nakavt edilmesi sonrasında oluşan 

gen ifadelerindeki değişimin ısı grafiği  

 

4.6.5 CDK4 nakavt sonrasında İmatinib ve Ponatinib Dirençli K562 Hücre 

Hatlarında Gen Ekspresyon Profillerinin Analizi 

K562 CDK4 KO (4.34) hücrelerinde CDK4'ün yokluğunun ATM gen ekspresyonunu 

etkilediğini ve bu etkinin ilaç direnci durumuna bağlı olarak değiştiğini gösteriyor. 

K562 1.2 µM İmatinib dirençli CDK4 KO (-2.11) ile K562 3 nM Ponatinib dirençli 

CDK4 KO (1.10)  hücrelerinde ATM ekspresyonu arasındaki farklılık, bu ilaçların 

hücresel mekanizmalar üzerindeki etkilerini ve gen ekspresyonu üzerindeki dolaylı 

etkilemektedir.  K562 CDK4 KO (-11.80) hücrelerinde mTOR gen ekspresyonunda 

büyük bir düşüş olduğunu gösteriyor. Bu düşüş, CDK4'ün mTOR ekspresyonunu 

pozitif yönde etkileyen bir rolü olabileceğini düşündürüyor. K562 1.2 µM İmatinib 

dirençli CDK4 KO (-0.76), hücrelerinde imatinib direnci ile birlikte mTOR 
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ekspresyonunu az miktarda azalttığını gösteriyor. İmatinib direnci, mTOR 

ekspresyonundaki bu küçük düşüşü etkileyebilir. K562 3 nM Ponatinib dirençli 

CDK4 KO (-0.14) hücrelerinde ponatinib direnci ile birlikte mTOR ekspresyonunda 

neredeyse minimal bir değişiklik yarattığını göstermektedir (Şekil 16). 
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Şekil 16. K562 hücre hattı ile drençli hücre hatlarında CDK4 nakavt edilmesi sonrasında oluşan gen 

ifadelerindeki değişimin ısı grafiği 
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Tartışma 

   Kronik miyeloid lösemi (KML), kemik iliği ve kan dolaşımında miyeloid kökenli 

olgunlaşmamış lösemik hücrelerin birikimi ile karakterize edilen bir hematolojik 

kanser türüdür. Bu malignitenin temel nedeni, kromozom 9 ve 22'nin uzun kolları (q 

kolları) arasında gerçekleşen karşılıklı translokasyondur. Bu translokasyon, BCR 

(breakpoint cluster region) ve ABL genlerini bir araya getirerek Philadelphia 

kromozomu (Ph) olarak bilinen anormal bir kromozomal yapının oluşumuna yol 

açmaktadır ve (BCR/ABL füzyon proteininin ekspresyonunu sağlamaktadır 

(Deininger et al., 2000). BCR/ABL proteininin sürekli aktif olan tirozin kinaz 

aktivitesi, kontrolsüz hücre büyümesine neden olur ve aynı zamanda farklılaşma, 

hücre yapışması, göç ve apoptotik yanıt gibi normal hücresel işlevlerdeki çeşitli 

bozuklukların sorumlusu olarak görülmektedir. Bu nedenle, Ph-pozitif KML'li 

hastaların tedavisinde BCR/ABL füzyon proteini önemli bir hedef olarak kabul 

edilmektedir (Peled et al., 2002).  

 

   Tirozin kinazlar, kanserli hücrelerde genellikle onkojenik bir rol üstlenerek 

hücrelerin kontrolsüz büyümesine ve çoğalmasına neden olur. Özellikle kronik 

miyeloid lösemide (KML), BCR-ABL tirozin kinaz füzyon proteini sürekli olarak 

hücre büyümesini ve bölünmesini teşvik eder (Chislock et al., 2013). Tirozin 

kinazlar, hücresel sinyal yollarını düzenleyerek normal şartlarda hücrelerin düzgün 

çalışmasını sağlar; ancak aşırı aktivasyonları veya mutasyonları, hücrelerin sürekli 

büyümesine, çoğalmasına ve programlanmış hücre ölümünden (apoptoz) kaçmasına 

yol açarak kanserli hücrelerin sağ kalımını uzatmaktadır ve hastalığın ilerlemesine 

katkıda bulunmaktadır (Saraon et al., 2021). Kanser tedavisinde tirozin kinazlar 

önemli hedefler haline gelmiştir ve tirozin kinaz inhibitörleri (TKI'lar) bu enzimlerin 

aktivitesini bloke ederek kanserli hücrelerin büyümesini durdurmaktadır. KML 

tedavisinde kullanılan Imatinib gibi TKI'lar, BCR-ABL füzyon proteini üzerinde 

etkili olup hastalığın ilerlemesini engelleyebilmektedir (Goldman et al., 2001). 

Ancak, tirozin kinazların mutasyona uğraması veya alternatif sinyal yollarının 

aktivasyonu, TKI'lara karşı direnç gelişimine neden olarak tedavide önemli bir 

zorluk oluşturmakta ve yeni nesil tirozin kinaz inhibitörlerinin geliştirilmesini 

gerektirmektedir (Attili et al., 2023). Imatinib ve ikinci nesil tirozin kinaz 

inhibitörleri (TKI'ler) nilotinib ve dasatinib, prognozu ve yaşam beklentisini 
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istatistiksel olarak önemli ölçüde iyileştirmiştir. Kronik miyeloid lösemi hastalarının 

Bununla birlikte, TKI'lere direnç, önemli bir klinik zorluk olmaya devam etmektedir. 

Üçüncü kuşak bir TKI olan ponatinib, BCR-ABL'ye bağlı direnç mekanizmalarına 

sahip hastalarda sonuçları iyileştirse de, hastaların bir kısmı BCR-ABL'den bağımsız 

direnç geliştirir ve ponatinib tedavisi başarısız olmaktadır (Mitchell et al.,2018).  

    

    Transkripsiyonun sinyal dönüştürücüleri ve aktivatörleri (STAT) proteinleri, 

sitokin reseptör süper ailesinin üyeleri tarafından kullanılan sitoplazmik 

transkripsiyon faktörleridir. Bir ligandın hücre yüzeyindeki kendi reseptörüne 

bağlanmasının ardından fosforile edilirler. Daha sonra STAT'lar dimerleşir ve hedef 

gen promotörlerine bağlanarak gen ifadesinde hızlı değişiklikler meydana 

getirebilecekleri bir çekirdeğe göç ederler. Hücre çoğalmasını ve sağ kalımını 

modüle ettikleri için, anormal aktivasyonları hücresel dönüşüme katkıda 

bulunabilmektedir (Bowman  et al., 2000). İki farklı gen tarafından kodlanan iki çok 

benzer protein - STAT5A (96 kDa) ve STAT5B (94 kDa), STAT ailesine aittir 

(Grimley et al.,1999). STAT5 proteinleri akut miyeloid lösemi (AML), akut 

lenfositik lösemi (ALL), kronik miyeloid lösemi (KML), HTLV-I ile ilişkili yetişkin 

T hücreli lösemi/lenfoma gibi bazı hematolojik malignitelerde sürekli olarak aktive 

edilir ve bu da lösemogenezdeki önemlerini göstermektedir (Benekli et al., 2003). 

STAT5 proteinleri, KML'nin gelişimi için hücrelerinin çoğalmasında ve hayatta 

kalmasında önemli rol oynamaktadır (Hoelbl et al., 2010). İmatinib mesilat (IM) gibi 

BCR-ABL'yi hedef alan tirozin kinaz inhibitörlerinin (TKI) geliştirilmesi, KML 

tedavisinde devrim yaratmıştır. Ancak oluşan ialç direnci nedeniyle yetersiz 

kalmaktadır. BCR-ABL mutasyonlarının ortaya çıkması KML hücrelerinin IM 

direncini teşvik etmektedir (Gambacorti-Passerini et al., 2003). Bu nedenle, KML'yi 

iyileştirmek için tamamlayıcı tedavi stratejilerine ihtiyaç duyulmaktadır 

(Cumaraswamy et al., 2014). STAT5, KML'de önemli bir ilaç hedefi haline 

gelmektedir. STAT5'in kemoterapiye dirençli KML hücrelerinin bakımında önemli 

bir rol oynadığı bildirilmiştir (Prost et al., 2015).  Bu nedenle, STAT5'i hedeflemek, 

TKI'ye dirençli hale gelen relaps KML hastalarına da fayda sağlamaktadır.  

Lösemide STAT5'i hedeflemek için çeşitli yaklaşımlar kullanılmıştır. Bunlar 

arasında, önceden onaylanmış ilaçların hücre tabanlı tarama, psikotrop ilaç pimozidin 

KML hücrelerinde potansiyel bir STAT5 inhibitörü olarak tanımlanmasına olanak 

sağlamıştır (Nelson et al., 2011).  Pimozid, STAT5'in tirozin fosforilasyonunu 
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azaltmış ve KML hücrelerinde büyüme durması ve apoptozu indüklemiştir (Gumus 

et al., 2023). Pimozidin lösemik hücrelerde deubiquitinating (DUB) enzimi USP1'i 

hedef aldığı bildirilmiştir, bu da pimozidin STAT5 aktivitesi üzerindeki etkilerinin 

dolaylı olabileceğini göstermektedir (Mistry et al., 2011). Bu da STAT5 

proteinlerinden STAT5A’nın farklı ilaç stratejilerin araştırılmasına olanak 

sağlamaktadır. 

 

 

 

    CRISPR/Cas9, bakteriyel adaptif bağışıklığın önemli bir bileşeni olan 

CRISPR/Cas sistemi, cas nükleazından ve iki ayrı RNA bileşeninden, 

programlanabilir bir crRNA (CRISPR RNA) ve sabit bir tracrRNA'dan (trans-

aktifleştirici crRNA) oluşmaktadır. Cas proteini, istilacı faj DNA'sını küçük 

parçalara kesebilir ve bu parçalar daha sonra bir ara parça olarak CRISPR dizisine 

entegre edilmektedir. Daha sonra, CRISPR dizisi, Cas proteinlerini kesme için çift 

sarmallı bir RNA yapısı oluşturan crRNA ve tamamlayıcı bir tracrRNA üretmek 

üzere transkripsiyona uğrar (Datsenko et al., 2012, Jinek et al., 2012). İstilacı 

DNA'daki crRNA hedefli diziye bitişik, protospacer bitişik motif (PAM) olarak 

adlandırılan kısa bir dizi, CRISPR/Cas kompleksinin hedef DNA bağlanması 

sırasında tanıdığı adaptasyon ve girişim aşamalarında önemli bir rol oynar. Bir 

PAM dizisinin yokluğu, Cas ile hedef DNA arasındaki afiniteyi değiştirebilir, 

çünkü spesifik PAM dizisi tanıma, hedef olmayan dizileri hedef olmayan dizilerden 

ayırt etmeye yarar (Westra, et al., 2013). CRISPR/Cas9 teknolojisi 2014 yılında 

Jenniffer Doudna ve Emmanuella Charpentier tarafından keşfedildi (Doudna and 

Charpentier 2014). Tasarım kolaylığı ve verimliliği sayesinde genetik mühendisliği 

alanında bir çığır açmıştır (Hsu et al., 2014). Bu yüzden bilim insanları farklı 

organizmalarda bu tekniği denemeye başlamıştır. Aynı zamanda lösemi 

araştırmaların CRISPR/Cas9 ile ilgili çalışmalar da artmaktadır (Huang, et al., 

2018). Bu çalışmaların çoğu çeşitli genlerin işlevini açıklamak in vitro koşullarında 

yapılan çalışmalardır (Vukovic et at., 2015). 2015 yılında Valleta ve arkadaşları 

CRISPR/Cas9 ile ilgili yaptıkları çalışmalarda lösemi hücre hattından edinilmiş 

mutasyonları deüzeltebileceği ilk kez gösterilmiştir (Valletta et al., 2015). Kronik 

miyeloid lösemi de CRISPR/Cas9 yöntemi kullanılması terapötik potansiyeli 
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yüksek adaylardan biri haline gelmiştir. Kronik miyeloid lösemi, onkoprotein olan 

BCR-ABL füzyon geninin varlığıyla ile karakterize edilmektedir (García-Tuñón et 

al., 2017). Bir araştırmada, CRISPR/Cas9’un BCR/ABl füzyon genini etkili bir 

şekilde nakavt edilmesi sonrasında onkoprotein ifadesindeki azalma olması ve 

tümorjenik etkilerinde azalmasına neden olduğu gözlemlenmiştir. Bu yaklaşım 

doğrultusunda KML in vitro ve in vivo fare modellerinde de başarılı olmuştur 

(Barghout et al., 2021).  

 

 

 

      Bu tez çalışmasında, imatinib ve ponatinib’e dirençli KML hücre hatlarında 

CRISPR/Cas9 aracılığıyla STAT5A’nın silinmesi, baskılanması sonrasında hücre 

proliferasyonu, transfeksiyon analizi, apoptozu, hücre döngüsü analizi, çeşitli 

biyolojik fonksiyonlarda bulunan genlerin mRNA seviyesindeki ekspresyonlar gibi 

hücresel yanıtlar üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Bu amaçla KML hücre hattı modeli 

atasal K562 ve onun 1.2 uM İmatinib’e ile 3 nM Ponatinib’e direnç kazandırılmış 

K562/Ima1.2 ila K562/Pon3 dirençli hücrelerde moleküler düzeyde analizler 

yapılmıştır. Ayrıca STAT5A nakavtı sonrasında bu hücrelerde hücresel yanıt 

analizleri bu deney grubu için de gerçekleştirilmiştir. 

 Bu bağlamda öncelikle K562 hücre grubu, K562/Ima1.2 ve K562/Pon3 hücre 

gruplarına CRISPR/Cas9 yöntemi ile STAT5A ve Pozitif kontrol olarak CDK4 

nakavt edildi. Transfeksiyon işlemini lipofektamincrısprmax aracılığıyla yapıldı. 

Transfeksiyon verimliliği Yu ve ark. Yaptığı çalışmada K562 hücre hattında 

lipofektamin crısprmax denemesi sonrasın % indel 20 ±2 olarak belirlenmiştir. Hücre 

gruplarımızda STAT5A nakavt grubunda %18.8 olarak hesaplanmıştır. CDK4 nakavt 

grubunda ise %19.2 olarak hesaplanmıştır. Bu bağlamda lipfektamincrısprmax K562 

hücrelerinde etkinliği Yu ve ark. Yaptığı çalışmalar ile örtüşmektedir (Yu et al., 

2016).  

   K562 hücre grubu ile K562 dirençli gruplara CRISPR/Cas9 uygulanması 

sonucunda STAT5A nın nakavt edilmesi, CDK4 nakavt edilmesi (pozitif kontrol) ve 

negatif kontrol hücre hatlarımızda anneksin V yöntemine göre elde ettiğimiz 

sonuçlar şu şekildedir. Bunun sonucunda K562 STAT5A ko hücre hattımız kontrol 

grubuna göre 1.93 katlık apoptoz artışı göstermiştir. K562 CDK4 ko hücre hattımız 
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kontrol grubuna göre hücrelerde 1.01 kat apoptoz artışı ile K562 negatif kontrol 

grubunda ise 1.42 kat artış gözlemlenmiştir.  STAT5A nakavtın K562 hücrelerine 

apoptoza etkisi ile ilgili bir çalışma bulunmamaktadır. Çalışmamızın verileri literatür 

için bir ilk niteliğindedir. Kaneshige ve arkadaşları tarafından yapılan bir in vivo 

çalışmasında KU815 ve NCO2 hücre hatlarında AK-2922 aracılığıyla STAT5 

inhibisyonuna neden olmuştur ve bu süreçte apoptozu indüklediği bildirilmiştir 

(Kaneshige et al., 2023). Nakatani ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada AML 

hücre hattında CDK4 inhibisyonu apoptozu indüklediği bildirilmiştir (Nakatani et 

al.,2021). İmatinib dirençli hücrelerde STAT5A nakavt edilmesi sonucunda 11.35 kat 

apoptoz artışına neden olmuştur. Kaymaz ve arkadaşları K562/IMA-3+ siRNA 

dirençli grupta transfekte edilmemiş benzerlerine kıyasla 3,08 kat apoptoz artışı 

olduğunu bildirmişlerdir (Kaymaz et al., 2015).  CDK4’ün nakavt edilmesi 

sonucunda 6.1 kat apoptoz artışına neden olmuştur. STAT5A nakavtın K562 

iamtinibe dirençli hücrelerinde apoptoza etkisi ile ilgili bir çalışma bulunmamaktadır. 

Çalışmamızın verileri literatür için bir ilk niteliğindedir. Ponatinib dirençli 

hücrelerde STAT5A nakavt edilmesi sonucunda kontrole göre 4.07 kat apoptoz 

artışına neden olmuştur. Gumus ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 1nM ponatinibe 

dirençli K562 hücrelerine STAT5 inhibitörü olan pimozid uygulandığında apoptozu 

14 kat indüklediği bildirilmiştir (Gumus et al., 2023). CDK4’ün nakavt edilmesi 

sonucunda kontrole göre 2.60 kat apoptoz artışına neden olmuştur. Ponatinib dirençli 

negative kontrol grubunda ise 2.18 kat artış gözlemlenmiştir. Çalışmamızın verileri 

literatür için bir ilk niteliğindedir. 

   K562 hücre grubu ile K562 dirençli gruplara CRISPR/Cas9 uygulanması 

sonucunda STAT5A nın nakavt edilmesi, hücre hatlarımızda hücre döngüsü 

analizleri şu şekildedir. K562 kontrol grubunda göre, 48. Saatte hücre döngüsünde 

STAT5A nakavt edilen hücre hattında G0/G1 %43.5 fazında arrestlenmiştir ve 

anlamlıdır. CRISPR/Cas9 uygulanan imatinib dirençli hücrelerde STAT5A’nın 

nakavt edilmesi sonrasında hücre döngüsünde G0/G1 fazında %43.4, areestlenmiştir 

ve anlamladır. CRISPR/Cas9 uygulanan ponatinib dirençli hücrelerde STAT5A’nın 

nakavt edilmesi sonrasında hücre döngüsünde G0/G1 fazında %50.4 arreslenmiştir 

ve anlamlıdır. Casetti ve arkadaşları in vivo çalışmalarında KML hücre hatlarında 

(K562, LAMA84, MEG01) STAT5A tek başına nakavt edildiğinde hücre döngüsü 

üzerinde doğrudan bir etki görülmediği ancak bu durumun hücrelerin uzun süreli 
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hayatta kalmasını destekleyen sinyal yollarının zayıflatacağını bildirmektedir (Casetti 

et al., 2013). Kollman ve arkadaşları yaptığı in vivo çalışmada KML hücrelerinde 

STAT5A nakavtı sonrasında G0/G1 fazında arrestlendiği bildirilmiştir (Kollman et 

al., 2019). Bu da bulgularımız ile örtüşmektedir.  

 

  Gen ekspresyon çalışmalarıyla ilgili sınırlı sayıda veri bulunmaktadır. K562 hücre 

grubu ile K562 dirençli gruplara CRISPR/Cas9 uygulanması sonucunda STAT5A 

nın nakavt edilmesi, hücre hatlarımızda gen ifadelerindeki değişiklikler şu şekildedir; 

K562 STAT5A ko hücre grubunda, kontrole kıyasla BCL-2 -1.24 kat anlamlı 

azaldığını bu da hücrelerin apoptoza daha duyarlı hale geldiğini göstermektedir. 

CDKN2B-1.43 kat anlamlı azaldığı STAT5A'nın yokluğunda bu genin baskılanması, 

hücre döngüsünün düzensizleşmesine yol açabilmektedir.  ABL1 -1.11 kat anlamlı 

azalması, hücre büyümesinin inhibe olduğunu gösterebilir. CASP3 -0.77 kat gen 

ifadelerinde anlamlı apoptoz mekanizmasının etkinliğinin azaldığını veya başka bir 

şekilde düzenlendiğini düşünmekteyiz. E2F1 gen ifadesindendeki anlamlı 5,42 kat  

artış, proliferasyon hızını artırabilir. STAT5A KO sonrası, hücreler, proliferatif 

sinyalleri sürdürebilmek için E2F1 ekspresyonunu artırmış olabilir. Bu artış, 

STAT5A'nın normalde hücre proliferasyonunu doğrudan veya dolaylı olarak 

baskılamasından kaynaklanıyor olabilir. STAT5A'nın yokluğunda, hücreler E2F1 

seviyelerini artırarak proliferasyonu desteklemeye çalışıyor olabilirler. STAT5A gen 

ifadesindeki hafif anlamlı azalma göstermektedir (-0.05). 

 

   K562 1.2 uM imatinib dirençli STAT5A nakavtı sonrasında meydana gelen gen 

ifadesindeki değişiklikler şu şekildedir; ATM gen ifadesinde anlamlı azalma (-1.96) 

hücrelerin DNA hasarına karşı olan yanıtını zayıflatabilir. STAT5A'nın varlığında 

ATM'nin daha yüksek seviyelerde tutuluyor olabileceği, STAT5A'nın eksikliği 

durumunda ise ATM ekspresyonunun baskılandığı düşünülebilir. Bu, hücrelerin 

DNA hasarına karşı daha savunmasız hale gelmesine yol açabilir. TP53 gen 

ifadesinde anlamlı artış (1.5) hücrede bir stres yanıtı yaratabilir, bu da TP53 ifadesini 

artırabilir. İmatinib direncine sahip hücrelerde, TP53'ün artışı, hücrenin hayatta 

kalma mekanizmalarını güçlendirme çabası olarak yorumlanabilir. Hücreler, 

STAT5A'nın yokluğunda proliferatif sinyalleri azaltıp, TP53 aracılığıyla hücre 

döngüsünü kontrol altına almayı hedefliyor olabilir. Casetti ve arkadaşları in vivo 
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çalışmalarında KML hücre hatlarında shS5A uygulaması, normal ve KML CD34+ 

hücrelerinde STAT5A'nın zayıflatılması, hücrelerde bazal oksidatif stresi ve DNA 

hasarını artırdığı ve, p53 ve CHK2 yolaklarının aktivasyonunda artış nedeniyle, 

STAT5A'nın hücresel stresin yönetiminde önemli bir rol oynadığını bildirilmiştir. 

Bulgularımız bu çalışma ile örtüşmektedir (Casettiet al., 2013). CISH gen ifadesinde 

anlamlı artış (1,16) bir geri besleme mekanizması olarak düşünülebilir. İmatinib 

direncine sahip hücrelerde CISH artışı, hücrelerin STAT sinyal yolağını 

baskılayarak, STAT5A'nın yokluğunda dengenin sağlanmasına çalıştığını 

gösterebilir. Bu artış, hücrenin kalan JAK-STAT aktivitesini sınırlayarak, hücredeki 

proliferatif sinyalleri dengelemeye yönelik bir yanıt olabilir. Brachet-Botineau ve 

arkadaşalarının K562 hücrelerinde yaptığı çalışmada CISH geni imatinib dirençli 

hücreye göre ekspresyonun azaldığı gözlemlenmiştir (Brachet-Botineau et al., 2020).  

STAT5A gen ifadesinde anlamlı azalış (-0.40), genin tamamen baskılanmamış 

olabileceğini ya da hücrelerin bu gene yönelik bir miktar geri besleme 

mekanizmasıyla yanıt verdiğini gösterebilir. Hücredeki STAT5A aktivitesinin bu 

düşük seviyelerde kalması, hücrenin dengeyi koruma çabası olarak yorumlanabilir. 

Runx3 gen ifadesinde anlamlı artış (1,18), STAT5A nakavt sonrasında hücrelerin 

proliferatif sinyalleri zayıfladığı için, hücreler farklılaşma ve apoptoza 

yönlendirilebilir. Bu durumda, Runx3 ifadesinin artışı, hücrelerin bu süreçlere uyum 

sağlama çabasını yansıtabilir. Runx3'ün artışı, STAT5A'nın yokluğunda, hücrelerin 

stresle başa çıkmak ve sinyal yollarını yeniden düzenlemek için başlattığı bir 

kompansatuar yanıt olabilir. Runx3'ün artması, hücrelerin mevcut stres koşullarında 

hayatta kalmak için yeniden programlandığını gösterebilir. STAT5A'nın yokluğunda, 

hücrelerin kanserleşme eğilimlerini baskılamak amacıyla Runx3 ifadesini artırmış 

olması olasıdır. Bu artış, hücrelerin imatinib direncine ve STAT5A eksikliğine karşı 

geliştirdiği bir savunma mekanizması olabileceği düşünülmektedir. 

 

   K562 3nM ponatinibe dirençli hücrelerde STAT5A nakavtı sonrasında gen 

ifadesindeki değişiklikler şu şekildedir; STAT5B gen ifadesinde anlamlı azalma (-

1.57) STAT5A eksikliğinin STAT5B ekspresyonu üzerinde dolaylı bir etkisi 

olduğunu veya STAT5B'nin de bazı fonksiyonel etkilerinin STAT5A tarafından 

dengelendiğini gösterebilir.  ABL1 gen ifadesinde anlamlı artış (0.22) STAT5A'nın 

yokluğunda, ABL1 ifadesindeki artış, hücrenin büyüme ve proliferasyon sinyallerini 
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artırma çabası olarak yorumlanabilir. Bu artış, STAT5A'nın normalde ABL1 

ekspresyonunu baskılayan bir rolü olabileceğini ve STAT5A'nın eksikliği 

durumunda bu baskılamanın ortadan kalktığını gösterebilir. JAK2 gen ifadesindeki 

anlamlı azalma (-0.83) JAK-STAT sinyal yolaklarının genel olarak etkilenmiş 

olabileceğini gösterir. JAK2'nin azalmış olması, STAT5A'nın yokluğunda sinyal 

iletiminde bir bozulma yaşandığını ve JAK-STAT yolunun etkisinin azaldığını 

göstermektedir. STAT1 gen ifadesindeki anlamlı anlamlı artış (0.09) STAT1'in daha 

fazla aktive olmasına neden olabilir. Bu artış, STAT1'in STAT5A'nın rolünü telafi 

etmeye çalıştığı veya STAT1 sinyal yollarının hücre stresine yanıt olarak aktivite 

kazandığı anlamına gelebilir. STAT3 gen ifadesindeki anlamlı azalma (-0.71) 

STAT5A'nın eksikliğinin hücresel sinyal yollarında yaratmış olduğu değişikliklerin 

bir yansıması olabilir. STAT5A ve STAT3 arasındaki etkileşimler, JAK-STAT 

sinyal yollarındaki değişiklikler ve hücre adaptasyon süreçleri, STAT3 ifadesindeki 

azalmayı açıklayabilir. STAT5A'nın yokluğu, STAT3 aktivitesini ve ekspresyonunu 

etkileyebilir, bu da hücrelerin yeni koşullara yanıt verme şeklini değiştirebilmektedir.  

STAT5A gen ifadesindeki anlamlı azalma (-0.71), TP53 gen ifadesinde anlamlı artış 

(1.04) TP53, hücresel stres ve DNA hasarı yanıtında rol oynar. STAT5A'nın 

eksikliği, hücredeki stres yanıtlarını etkileyebilir ve TP53 ifadesinin artmasına yol 

açabilir. Bu artış, STAT5A'nın eksikliğinde hücrenin DNA onarıma veya apoptoza 

yönelme çabasını yansıtıyor olabilir. CISH gen ifadesindeki anlamlı azalma (-0.17) 

JAK-STAT sinyal yolaklarını negatif olarak düzenler. STAT5A'nın nakavt edilmesi, 

CISH ifadesinde azalmaya neden olabilir, çünkü CISH'in STAT5A'nın aktivitelerini 

düzenlemedeki rolü, STAT5A'nın eksikliği durumunda yeterli olmayabilir. Ayrıca, 

CISH ekspresyonu azalmış olabilir çünkü hücre, STAT5A'nın yokluğunda farklı 

yollarla denge kurmaya çalışıyor olabileceğini düşündürmektedir.  

 

   STAT5A nakavt sonrasında imatinib ve ponatinib dirençli K562 hücre gen 

ifadesindeki değişiklikler şu şekildedir; K562 STAT5A KO (-1.24) hücrelerinde 

BCL-2 ekspresyonu önemli ölçüde azalmış, bu da STAT5A'nın BCL-2'nin 

düzenlenmesinde rol oynadığını gösteriyor. K562 1.2 µM imatinib dirençli STAT5A 

KO (0.50) ve K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (0.27) dirençli hücrelerde 

BCL-2 ekspresyonunun arttığı gözlemlenmiştir. Bu artış, STAT5A'nın eksikliği ile 

BCL-2'nin yeniden ifade edilmesinin, ilaç direnci ile ilişkili olabileceğini 
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düşündğrmektedir. K K562 STAT5A KO (-0.67) hücrelerinde JAK2 ekspresyonunu 

önemli ölçüde azaltmış. Bu, STAT5A'nın JAK2'nin düzenlenmesinde bir rol 

oynadığını göstermektedir. K562 1.2 µM imatinib dirençli STAT5A KO (0.12) ve 

K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (-0.83) hücrelerinde JAK2 

ekspresyonunun azalması, STAT5A'nın eksikliği ile ilişkili olabilir. Imatinib dirençli 

hücrelerde JAK2'nin biraz artmış olması, bu direncin JAK2 ile 

ilişkilendirilebileceğini veya farklı bir mekanizma etkili olabilir. K562 STAT5A KO 

(-10.61) hücrelerinde STAT3'ün ekspresyonunu önemli ölçüde azaltmış, bu da 

STAT5A'nın STAT3'ün düzenlenmesinde önemli bir rol oynadığını göstermektedir. 

K562 1.2 µM imatinib dirençli STAT5A KO (0.50) hücrelerinde STAT3 

ekspresyonunun arttığı, ancak K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (-0.71) 

hücrelerinde STAT3 ekspresyonunun azaldığı gözlemleniyor. Bu durum, STAT3'ün 

imatinib ve ponatinib direnci ile farklı şekillerde ilişkili olabileceğini 

düşündürmektedir. Yin ve arkadaşları yaptıkları çalışmada K562 hücrelerde ve 

imatinib dirençli K562 dirençli hücrelerinde SH-4-54 inhibitörü aracılığıyla 

STAT3/STAT5 inhibisyonuna neden olmaktadır. Bunun sonucunda Dirençli 

hücrelerde ve K562 hücrelerde STAT3 ve STAT5 gen ifadesinde azalma meydana 

gelmektedir. STAT5 baskılanan K562 hücrelerinde STAT3 gen ifadesinde azalma 

meydana gelmektedir (Yin et al., 2023). K562 STAT5A KO (2.92) hücrelerinde 

ATM ekspresyonunu artırmış, bu da STAT5A'nın ATM'nin düzenlenmesinde rol 

oynayabileceğini düşündürür. K562 1.2 µM imatinib dirençli STAT5A KO (-1.96) 

ve K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (0.11) hücrelerinde ATM 

ekspresyonunun düşmesi, bu ilaçların ATM ekspresyonunu etkileyebileceğini veya 

ATM'nin düşük ekspresyonunun dirence katkıda bulunabileceğini düşündürebilir. 

K562 STAT5A KO (-0.26) hücrelerinde CISH ekspresyonunu önemli ölçüde 

azaltmış, bu da STAT5A'nın CISH'in düzenlenmesinde rol oynadığını 

göstermektedir. K562 1.2 µM imatinib dirençli STAT5A KO (1.16) hücrelerinde 

CISH ekspresyonunun arttığı, ancak K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (-

0.17) hücrelerinde CISH ekspresyonunun düştüğü gözlemlenmektedir. K562 1.2 µM 

imatinib dirençli STAT5A KO (1.18) hücrelerinde RUNX3 ekspresyonunun arttığı, 

ancak K562 3 nM ponatinib dirençli STAT5A KO (-0.59) hücrelerinde RUNX3 

ekspresyonunun azaldığı gözlemleniyor. Bu durum, RUNX3'ün imatinib ve 

ponatinib direnci ile farklı şekillerde ilişkili olabileceğini düşünmekteyiz.  
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   Elde ettiğimiz veriler ışığında K562 hücrelerinde ve dirençli K562 hücrelerinde 

STAT5A nakavt sonrasında meydana gelen gen ifadelerindeki değişiklikler bize 

ponatinib ve imatinib’in ilaç direncinde farklı mekanizmalar aracılığıyla direnç 

kazanmaktadır. STAT5A ilaç direnci üzerindeki etkisi CRISPR/Cas9 sonrasında 

KML hücrelerinde apoptozu indüklemektedir. STAT5A ifadesindeki azalma 

olmasına rağmen bazı onkogenik genlerin rol alması ilaç direnci ile ilişkili olup aynı 

zamanda STAT5A negatif geri besleme aracı olan CISH genin aktivasyonun ve 

mekanizmasından kaynaklandığını düşünmekteyiz bu sürreçte STAT5A ile ilişkili 

transkripsiyonel geri beslenme mekanizmalarını araştırma için önemli bir konu 

olduğunu düşünmekteyiz. Bunun sonucunda K562 hücre hattında ve dirençli K562 

hatlarında CRISPR/Cas9 kullanılarak STAT5A’nın nakavt edilmesi ile bu hücre 

hatlarında rol oynayan epigenetik ve stres mekanizmalarının daha iyi araştırılması 

düşüncesindeyiz. 
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Sonuç ve Öneriler 

    STAT5A'nın nakavtı, JAK2, STAT3 ve CISH sinyal yollarında farklı 

değişikliklere neden olur. Bu, STAT5A'nın gen ekspresyonu ve sinyal yollarındaki 

rolünü vurgulamaktadır. İlaç dirençli hücreler, STAT5A'nın eksikliği durumunda 

sinyal yollarını farklı şekilde düzenler. İmatinib ve ponatinib direnci, bu yolların 

adaptasyonunu ve etkilenmesini gösterir. STAT5A'nın yokluğu, hücrelerin çeşitli 

sinyal yollarını yeniden düzenlemesine neden olur. Bu düzenlemeler, hücresel 

yanıtları ve ilaç direncini etkiler. Dirençli hücre hatlarında gözlemlenen değişiklikler, 

STAT5A'nın eksikliği durumunda hücrelerin nasıl adapte olduğunu ve çeşitli sinyal 

yollarını nasıl düzenlediğini gösterir. Elde edilen bilgiler ışığında, STAT5A'nın 

sinyal yolları üzerindeki etkilerini ve ilaç direnci durumundaki rolünü daha iyi 

anlamamıza yardımcı olabilir.  

     Gelecek araştırmalar, STAT5A'nın ve ilgili sinyal yollarının ilaç direnci 

üzerindeki etkilerini daha ayrıntılı bir şekilde inceleyebilir. Bu, kanser tedavileri ve 

ilaç geliştirme stratejileri için önemli bilgiler sağlayabilir. STAT5A'nın nakavtı ve 

farklı ilaç direnç koşulları, hücre içindeki sinyal yollarında belirgin değişikliklere yol 

açmaktadır. Bu değişiklikler, STAT5A'nın ve diğer genlerin işlevlerinin ve ilaç 

direncinin daha iyi anlaşılmasını sağlayabileceğini düşünmekteyiz. Bu tez çalışması 

STAT5A'nın sinyal yollarındaki rolünü ve ilaç direnci koşullarındaki etkilerini daha 

iyi anlamak için önemli bir temel sağlar ve ileri araştırmalar için yön gösterici 

olabileceğini düşünmekteyiz.  Elde edilen veriler ile bu tez çalışması lösemi 

çalışmalarında CRISPR/Cas9 tabanlı ilaçların geliştirilmesine önemli katkıda 

bulunacağını düşünmekteyiz  
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Ekler 

Tez çalışmamızda K562 hücre hattı ile dirençli K562 hücreleride in vitro 

koşullarından çalışıldından dolayı “Etik Kurul Onay Belgesi, Gönüllü Onam Formu, 

Olgu Rapor Formu” gereksinim duyulmamıştır. 
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Teşekkür 

 Yüksek lisans eğitimim boyunca verdiği  bilgi ve tecrübesi sayesinde akademik 

kariyerimine önemli bir adım atmamı sağlayan ve her zaman beni motive ederek tez 

çalışmamda yol gösteren, inan, ve desteklerini esirgemeyen, daha iyi akademisyen 

olmayı öğreten değerli tez danışmanım Sayın Doç. Dr. Burçin KAYMAZ’a 

Yüksek lisans eğitimim boyunca bilgi ve tecrübeleri ile desteklerini esirgemeyen 

anabilim dalımızın  değerli hocaları Sn.Prof. Dr. Cumhur GÜNDÜZ’e, Sn. Prof. Dr. 

Çığır BİRAY AVCI’ya, Sn. Doç. Dr. Buket KOSOVA’ya, Sn. Doç. Dr. Zuhal 

EROĞLU’na, Sn. Doç. Dr. Vildan BOZOK ÇETİNTAŞ’ a, Sn. Doç. Dr. Aslı TETİK 

VARDARLI’a,  sn. Doç. Dr. Sunde YILMAZ SÜSÜLÜER’e Sn. Yrd. Doç. Dr. Nur 

SELVİ GÜNEL’e 

Laboratuvarda çalışmaktan mutluluk duydum ekip arkadaşım Dok. Öğr. İlayda 

ALÇITEPE’ye 

Her zaman yanımda olan desteklerini esirgemeyen, beni her zaman motive eden, 

çalışmaktan büyük keyif aldığım, her koşulda yanımda olan  değerli arkadaşım Dok. 

Öğr. Ayshan AHADOVA’ya 

Eğitim haytımın ilk gününden beri bana destek olan ve  karşılaştığım sorunlara 

çözüm bulan, verdiğim kararlarda ve terciherde her koşulda yanımda olan, hem 

kişisel hayatımda hem de akademik hayatımda büyük rol oyanyan değerli annem 

Zeynep ÇELİK’ e, babam Abdurrahman ÇELİK’e  ve sevgili ablalarım Halat 

ÇELİK’e, Şindar ÇELİK’e, değerli kardeşlerim Şükran ÇELİK’e, Şehmus ÇELİK’e, 

Hüseyin Zınar ÇELİK’e  

 

Sonsuz teşekkürler…  

 

Ege Üniversitesi Rektörlüğü Bilimsel Araştırma Projeleri Komisyonu ve EÜTF 

Bilimsel Araştırma Projeleri Altkomisyonu'na projemize verdikleri destekler için 

içten teşekkürlerimi sunarım. Ayrıca, bu çalışmanın gerçekleştirilmesi için gerekli 

maddi desteği sağlayan TS-GAP-2022-75591 numaralı BAP projesi aracılığıyla 

katkıda bulunan Ege Üniversitesi Rektörlüğü'ne de teşekkür ederim.  
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TÜBİTAK Bilim İnsanı Destek Programı Başkanlığına (BİDEB) 2211-Yurt İçi 

Lisansüstü Burs Desteği ile 2210-C Yurt İçi Öncelikli Alanlar Yüksek Lisans Burs 

Programı kapsamında verdiğiniz değerli destekler için en içten teşekkürlerimi 

sunarım. 
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Özgeçmiş 

İlköğretimimi Bahçelievler İlköğretim okulunda Adana’da tamamladım. 

Ortaokulumu İzmir’de Atatürk Ortaokulunda devam ettim. Gürçeşme Anadolu 

Lisesinden eğitimimi tamamladıktan sonra, Afyon Kocatepe Üniversitesi Moleküler 

Biyoloji ve Genetik lisans programına başladım. Lisans eğitimim boyunca çeşitli 

kurum ve kuruluşlarda stajyer olarak yer aldım. Yüksek Lisans eğitimime Ege 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalında başladım. Burada 

öğrendiğim akademik bilgi ve birikim sayesinde sözlü bildiri ve poster bildiri yapma 

imkanım oldu. 
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