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OZET

Biberoglu, N.E. (2018). Akut Miyeloid Losemi hastalarinda katlanmamis ya da yanlis
katlanmis protein cevabimin XBP-1 geni iizerinden etkisinin arastirilmasi.istanbul
Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Akut Miyeloid l6semi (AML), hematopoetik onciil hiicrelerin erken bir asamada
gelisimini durdurarak kontrolsiiz ve klonal c¢ogalmalarina neden olan malign bir
hastaliktir. AML eriskinlerde en sik rastlanan akut 16semi olup, bu gruptaki vakalarin
%80’ini ve ayrica cocukluk c¢agi losemilerinin de %215-20’sini olusturur. Kanser
gelisiminin tiimdr hiicrelerinin neden oldugu hipoksi, besin yetersizligi ve pH
degisiklikleri gibi bir dizi sitotoksik kosul ile iliskisi, hiicrenin bu kosullarla bas
etmesine yardimeil olan endoplazmik retikulum (ER) stres yanitimi tetikler. Hiicre, ER
stresin listesinden gelebilmek ve normal fonksiyonlarma geri donebilmek icin
katlanmamis protein cevabi (unfolded protein response-UPR) sinyal yolaklarini devreye
sokar. UPR sinyal yolaginda 6nemli rolii olan XBP1s (X-Box Protein 1-splicing), ER
saperonlart ve ER-iligkili degredasyon mekanizmasinda (ERAD) goérev alan genleri
uyararak hiicrenin ER stresten kurtulmasini saglar. Multipl miyelom, meme kanseri gibi
birgok kanserde XBP1s ekspresyon seviyelerinde goriilen artis, bu cevabin kanser
progresyonunda énemli bir role sahip oldugunu gostermistir. AML’nin alt tipi olan akut
promiyelositik 16semi (APL) hiicrelerinde, PML-RARA flizyon proteininin UPR’yi aktif
ettigi bulunmus ve ayrica B-Akut lenfoblastik 16semide (B-ALL) de XBP1s
ekspresyonunun arttigi gézlemlenmistir. Bu bilgiler, UPR sinyal yolaginda gorev alan
XBP1 geninin AML prognozuyla da iliskisinin olabilecegini gosterdiginden bu tez
caligmasinda, AML olgularinda XBP1u (XBP1-unsplicing) ve XBP1s etkisi arastirildi.
AML’ de sik goriilen t(8;21), t(15;17) ve inv(16) sitogenetik degisimlerine ve FLT3
mutasyonuna sahip olan ve bu degisimlere sahip olmayan toplam 100 AML olgusuyla
yapilan ¢alismada, 15 AML olgusunda XBP1s varyanti bulundu. XBP1s varyantinin
bulunmasi, AML’de UPR sinyal yolaklarinin aktif oldugunu ve XBP1s’in anti-kanser
terapi i¢in yeni bir hedef olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Akut miyeloid 16semi, ER stres, UPR, XBP1, XBP1 ekspresyon
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ABSTRACT

Biberoglu, N.E. (2018). Investigation of the effect of the unfolded or misfolded protein
response on the XBP1 gene in patients with acute myeloid leukemia. Istanbul
University, Institute of Health Science, Genetics. Master Thesis. Istanbul.

Acute myeloid leukemia (AML) is a malignant disease that causes uncontrolled and
clonal proliferation by stopping the development of hematopoietic precursors at an early
stage. AML is the most common acute leukemia in adults, accounting for 80% of cases
in this group and 15-20% of childhood leukemia. The relationship of cancer
development to a number of cytotoxic conditions, such as hypoxia, nutritional
deficiency and pH changes caused by tumor cells, triggers an ER stress response that
helps the cell cope with these conditions. The cell activates unfolded protein response
(UPR) signaling pathways for get over ER stress and return to normal functions. The
XBP1s (X-Box Protein 1-splicing), involved in the UPR signal pathway, allows survival
of the ER stress of the cell by stimulating genes included in ER chaperones and ER-
related degradation mechanism (ERAD). The XBP1s expression levels play role in
many cancers such as acute promyelocytic leukemia (APL) cells activates the UPR and
the expression of XBP1s in B-Acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is increased. In
this thesis study, the effects of XBP1lu (XBP1-unsplicing) and XBP1s in AML cases
were investigated, because the XBP1s gene may be related to the AML prognosis. A
total of 100 AML cases with present and absent FLT3 mutations and t(8;21), t(15;17)
and inv(16) cytogenetic changes were studied and 15 variants of XBP1s were found in
AML cases. The presence of the XBP1s variant demonstrates that UPR signaling
pathways are active in AML and that XBP1s may be a new target for anti-cancer
therapy.

Key Words: Acute Myeloid Leukemia, ER stress, UPR, XBP1 gene, XBP1 expression



1. GIRIS VE AMAC

Akut Miyeloid 16semi (AML), miyeloid progenitorlerinin  malign
transformasyonu sonucu geliserek ortaya ¢ikan ve bu hiicrelerin (blast) kemik iliginde,
kanda ve diger dokularda birikmesiyle karakterize edilen hematopoetik bir hastaliktir.
AML’nin erigkinlerde goriilme sikligi 4/100.000 olmakla birlikte, erkeklerde
kadinlardan daha fazla goriilmektedir ve yasla birlikte insidans1 da artmaktadir.

AML, genetik olarak ¢ok heterojen bir hastaliktir. AML’nin olusumunda en sik
gozlenen genetik degisimler; t(8;21), t(15;17) ve inv(16) kromozom anomalileri ve
NPM1, DNMT3A, FLT3, IDH, TET2, RUNX1, CEBPA, ASXL1, MLL, TP53, c-KIT

genlerinde meydana gelen mutasyonlardir.

Malign hiicreler, siirekli biiyiimeyi desteklemek ve sagkalim i¢in
metabolizmalarini yeniden canlandirma yetenegine sahiptir. Kanser hiicrelerinin
onkojene bagli hizli proliferasyonu, membran ve sekretuar proteinlerinin artan {iretimini
gerektirdigi i¢in hiicresel protein katlanma mekanizmasina olan talep artar. Dahasi,
timor mikrogevresinde yetersiz vaskiilarizasyona bagli olarak besin gereksiniminde de
artis olur. Timor biiyiidiikce kanser hiicrelerinde meydana gelen besin yetersizligi,
hipoksi ve oksidatif stres gibi durumlar ER stresi indiikler. ER stresten kurtulmak i¢in
kanser hiicreleri; protein kinaz R-benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK),
transkripsiyon faktorii 6 aktive edici protein (ATF6) ve inositol gerektiren enzim 1 alfa
(IREla) adi verilen 3 ana koldan olusan UPR sinyal yolaklarini uyarir. IREla, hiicre
ER strese girdiginde XBP1’1 keserek hayli aktif bir transkripsiyon faktorii olan
XBPl1s’in olusmasmi saglar. XBPls; protein katlanmasinda gorev alan bircok
saperonun, protein kalite kontroliinde rolii olan genlerin ve ERAD mekanizmasi
bilesenlerinin transkripsiyonlarini indiikleyerek hiicrenin ER stresle bas etmesine

yardimec1 olur.

ER saperon proteini BiP (Binding protein/GRP78), kanser hiicrelerinin en aktif
bilesenlerinden biridir ve farkli tiirdeki bir¢ok kanserde asir1 eksprese edildigi
gozlemlenmistir. ER streste BiP, katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlere

baglanarak dogru sekilde katlanmalarina yardimci olur.



Ayrica hiicre ER streste degilken BiP, ER limende bulunan PERK, ATF6 ve
IRE1’e bagli olmas1 bu yolaklar1 inaktif sekilde tutar. Hiicre ER strese girdiginde BiP
bu yolaklardan ayrilarak UPR’yi aktive eder.

Meme kanseri, hepato hiicresel karsinom, pankreatik adenokarsinom,
glioblastom, multipl miyelom gibi bir¢ok insan kanserinde XBP1s seviyelerinde artis
goriilmistiir. Yapilan calismalarda, B-ALL alt tiplerinde BiP ve XBP1s ekspresyon
seviyelerinin yiiksek oldugu goriilmiis, bu yiiksek eskpresyon seviyeleri de kotii
prognozla iliskilendirilmistir. Ayrica AML’nin alt tipi olan APL hiicrelerinde, PML-
RARA fiizyon proteininin UPR bilesenlerini aktif ettigi bulunmustur.

Bu bilgiler 1s18inda bu tezin amaci; AML hastalarinda, UPR sinyal yolaginda
etkin olan XBPlu ve XBP1s’in etkisinin arastirilmasidir. Tiirkiye’de daha Once
AML’de, UPR sinyal yolaginda gorev alan XBP1 geninin ¢alismasi yapilmamistir.
Bundan dolayr bu tez c¢aligmasinda, Oncelikle kalitatif PZR yontemiyle AML
olgularinda XBP1ls ve XBPlu varyantlarinin olup olmadigina bakmay: hedefledik.
Sonrasinda ise AML’de sik goriilen t(8; 21), t(15;17) ve inv(16) sitogenetik degisimlere
ve FLT3 mutasyonuna sahip olan 38 AML olgusu ve bu degisimlere sahip olmayan 62
AML olgusunda HLA-B, BIP ve XBP1 ekspresyon diizeylerini kantitatif es zamanl

PZR ile analiz etmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 AKUT MIiYELOID LOSEMi

2.1.1.Hematopoez

Hematopoez, pluripotent 6ncii hiicrelerin olgun kan hiicre soylarina farklilasma
siirecidir ve embriyonik hayat boyunca bir¢ok organda gerceklesirken, yetiskinlerde

cogunlukla kemik iliginde olur (Sekil 2-1) (1).
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Sekil 2-1: Kan hiicrelerinin farklilasmasi (2)

2.1.2.Losemilerin tanim

Losemiler, hematopoezin belirli bir asamasindaki hiicrelerin malign doniisiimii
sonucu meydana gelen heterojen neoplastik hastaliklardir (3). Losemiler en genel
haliyle, etkilenen Onciil hiicre tiirline bagli olarak lenfoid veya miyeloid,
hematopoezdeki kan hiicresinin olgunlasma asamasina ve hastalifin baslama siiresine

gore de akut veya kronik olarak siniflandirilir (3, 4).

2.1.3.Losemilerin Tarihcesi
Losemili bir hastaya ait ilk calisma 1827°de ortaya ¢ikmistir. Robert Hooke ve

Anton van Leeuwenhoeck tarafindan kesfedilen (1665-1673) mikroskopla kan

hiicrelerinin incelenmesi miimkiin olmustur. Kirmiz1 hiicreleri ve beyaz hiicreleri ilk



tanimlayanlar, Jan Swammerdam (1668) ve Joseph Lieutaud (1749)’dir. 1777°de ise

William Hewson, lenfosit ve lenfatik sistemi agiklamistir.

1845°te, Rudolf Virchow, John Hughes Bennett ve David Craigie tarafindan
yayinlanan {i¢ bagimsiz ¢alismada simdi 16semi olarak adlandirilan hastalik grubunun
beyaz kan hiicreleriyle baglantili oldugu gosterilmistir (5). 1847 yilinda Alman patolog
Rudolph Virchow, Yunanca 16kos (beyaz) ve aima (kan) kelimelerini birlestirerek
hastaligin adin1 16semi koymustur (5, 6). 1850°de Henry Fuller, yasayan bir hastadan
aliman kanin mikroskobik incelemesi ile 16semiyi teshis eden ilk kisi olmustur. 1879
yilinda Paul Ehrlich, boya tekniklerini kullanarak l6kositlerin graniillerine gore
ayrilmasini gergeklestirmistir. 1889 yilinda, klinik gevrelerde ilk “akut 16semi” terimini
Ebstein kullanmigtir. Miyeloblast ve miyelosit tanimi ise ilk olarak 1900 yilinda

Isvigreli hematolog Otto Naegeli tarafindan yapilmistir (3, 7, 8).

2.1.4. Akut Myeloid Losemi

Akut miyeloid 16semi (AML), 6ncii hematopoetik hiicrelerin kontrollii olmayan
klonal ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan giiniimiizde hala tam olarak etyolojisi aydinlatilmamis
olmakla birlikte birgok genetik ve ¢evresel faktoriin etkili oldugu malign bir hastaliktir
(9, 10, 11, 12). AML, olgunlagsmamis myeloid progenitor hiicrelerinin (blast) neoplastik
transformasyonu sonucu kemik iliginde, kanda ve diger dokularda birikmesiyle
karakterizedir (13).

2.1.4.1. Epidemiyoloji

Akut miyeloid 16semi (AML), eriskinlerde en sik rastlanan akut 16semi olup, bu
gruptaki vakalarin yaklasik %80'ini olusturmaktadir. National Cancer Institute’iin 2010-
2014 datasina gore; yeni akut miyeloid 16semi vakalarmin sayisi, her 100.000 erkek ve
kadin i¢in yilda 4.2 iken, 6liimlerin sayisi her yil 100.000 erkek ve kadin i¢in 2.8 olarak
rapor edilmistir (14, 15). Amerika Birlesik Devletlerinde 2015 yilinda, yaklasik 20.830
yeni vaka tespit edilmis ve 10.000°den fazla hasta bu hastaliktan hayatin1 kaybetmistir
(16). AML' nin goriilme siklig1 Tiirkiye’de 2.7/100.000 olarak bildirilmistir (17). Akut
myeloid 16seminin insidansi yasla birlikte artar. Ortalama tan1 yasi 65 ve iistii olarak

belirtilmistir fakat yenidogan donemindeki sikligi da fazladir (11, 16).



2.1.4.2.Smiflandirma
2.1.4.2.1. FAB Simiflamasi

Akut myeloid 16semilerin en ¢ok kullanilan siniflandirma, 1976'da olusturulan
morfoloji ve sitokimya temelli French-American-British (FAB) smiflandirmasidir.
AML’ de FAB smiflandirmasi Tablo 2-1’de gosterilmistir (6, 18).

Tablo 2-1: AML’ de FAB siniflandirilmasi (6, 18)

Alt tip Aciklama

MO Minimal farklilagma gdsteren akut miyeloblastik 16semi
M1 Olgunlagma gostermeyen akut miyeloblastik 16semi

M2 Graniilositik olgunlagsma gosteren akut miyeloblastik 16semi
M3 Akut Promiyelositer 16semi

M3V Akut variyant promiyelositer 16semi(mikrograniiler)
M4 Akut Miyelomonositer 16semi

M4Eq Akut eozinofilik miyelomonositer 16semi

Mb5a Akut Monoblastik 16semi

M5b Akut Monositer 16semi

M6 Akut Eritroid 16semi

M7 Akut Megakaryoblastik 16semi

2.1.4.2.2. WHO Simiflamasi

2001'de, AML'nin tanm1 ve tedavisinde yapilan ilerlemeleri biitiinlestirme
cabasinin bir parcasi olarak, Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO),
immiinfenotipleme, morfoloji, sitogenetik ve molekiiler biyolojik 6zellikleri kullanarak
yeni bir siniflandirma sistemi olusturdu ve bu sistem 2008 yilinda tekrar diizenlendi.
Son olarak 2016 yilinda daha yeni bir revize edilmis versiyon yaymlandi, WHO™nun
AML siniflamasi, alti major hastaligin tanimlanmasi i¢in son baskidan bu yana ortaya
cikan yeni klinik, prognostik, morfolojik, immiinfenotipik ve genetik veriler bir araya

getirilerek olusturuldu (16, 19). AML’nin WHO siniflamas: Tablo 2-2’de gosterilmistir.



Tablo 2-2: AML’ nin WHO siniflandirmasi (16, 19)

Akut Miyeloid Lésemi ve iligkili Neoplaziler

1. Tekrarlayan Genetik Anomalilerle Seyreden AML

v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v

1(8;21)(q22;922.1); (RUNX1-RUNX1T1) ile AML

inv(16)(p13.1q22) veya t(16;16)(p13.1;q22); (CBFB/MYH11) ile AML
PML-RARA ile AML

£(9;11)(p21.3;923.3); (MLLT3-KMT2A) ile AML

1(6;9)(p23;q34.1); (DEK-NUP214) ile AML

inv(3)(g21.3g26.2) veya t(3;3)(g21.3;926.2); (GATA2, MECOM) ile AML
Megakaryoblastik t(1;22)(p13.3;913.3); (RBM15-MKL1) ile AML
Tam gecerliligi olmayan durum: BCR-ABLL1 ile AML

NPM1 mutasyonu saptanan AML

CEBPA biallellik mutasyonu saptanan AML

FLT3 mutasyonu saptanan AML

Tam gecerliligi olmayan durum: RUNX1 mutasyonu saptanan AML

2. Miyelodisplazi-iligkili Degisikliklerle Seyreden AML

3. Tedavi-iliskili Miyeloid Neoplaziler

4. Tanimlanan Gruplara Girmeyen AML

AN N N N Y N N N

Minimal farklilasma gosteren AML
Olgunlasma Gostermeyen AML

Akut miyelomonositik 16semi

Akut monoblastik ve monositer 16semi
Akut eritroid 16semi

Akut megakaryoblastik 16semi

Akut bazofilik 16semi

Akut miyelofibrozis ile panmiyeloz 16semi

5. Miyeloid Losemi

6. Down Sendromuyla iliskili Miyeloid Proliferasyonlar

v
v

Gegici anormal miyelopoezis (TAM)

Down Sendromuyla iligkili miyeloid 16semi

7. Blastik Plazmasitoid Dendritik Hiicre Neoplazileri




2.1.4.3.Akut Myeloid Losemi Hiicrelerinde Sik Kullanilan immiinolojik Belirtecler

Akut l6semi, degisen klinik, morfolojik, immonofenotipik, genetik ve molekiiler
Ozelliklere sahip heterojen bir maligniteler grubudur. Hiicre popiilasyonlar1 {izerinde
veya icinde bulunan antijenlerin varligi ve yoklugu, hiicre dizilerini tanimlayan
karakteristik immiin boyama saglayan akut ldsemilerin teshisinde yardimci olan gesitli
Monoklonal Antikorlar (MAb) tarafindan taninmaktadir. Akut losemilerde, akim
sitometri metodu kullanilarak yapilan immiinfenotipleme tan1 koymakla kalmayip ayni
zamanda prognozu, hedef tedavi icin karar vermeyi ve hastaliklarin alt tiplerinin

degerlendirilmesini saglayan hizli ve giivenilir bir yontemdir (20).

Habis miyeloid hiicreler i¢in ise spesifik belirtecler olmadig: i¢in, malign hiicre
serisi normal hematopoietik hiicre farklilasmasi ile eslestirilerek fenotipleme yapilir.

Miyeloid hiicreler igin sik kullanilan immiinolojik belirtecler Tablo 2-3’te gosterilmistir

(6).

Tablo 2-3: Miyeloid hiicreler icin sik kullanilan immiinolojik belirtecler (6, 20)

Genellikle
Hiicre Tipi Genellikle Pozitif Marker Negatif
Marker

CD14,
Miyeloblastik CD11, CD13, CD15, CD33, CD117, HLA-DR CD10(cALLa),
CD20

Miyelomonositik |CD11, CD13, CD14, CD15, CD32, CD33, HLA-DR|CD10, CD20

Glikoforin, spektrin, ABH antijenleri, Karbonik

Eritroblastik | \ \\idraz | HLA-DR

CD10, CD20

Promiyelositik |CD11, CD13, CD15, CD33, CD14, HLA-DR CD10, CD20

Monositik CD11, CD13, CD14, CD33, HLA-DR CD10, CD20

Megakaryoblastik| CD34, CD41, CD42, CD61, von Willebrand Faktor |CD10, CD20




2.1.4.4.Etiyoloji

Myeloid hiicrelerin malign transformasyonuna neden olan mekanizmalar tam
olarak aydinlatilamamasina ragmen, akut 16semi gelisimi i¢in birgok ¢evresel ve genetik
risk faktorii tespit edilmistir. Bunlar arasinda yas, Onciil hematolojik hastaliklar ve
genetik bozukluklar, viriis enfeksiyonu, radyasyon ve ¢esitli kimyasallara maruz kalma
gibi etmenler bulunur. Lokemogenez, hematopoetik progenitor hiicrelerin bir¢ok
asamada farkli uyarici ajanlara duyarliligini gerektiren ¢ok adimli bir siiregtir. AML'nin
farkli alt tiirleri, belirli bir molekiiler anormallik veya mutasyon ile indiikleyici ajan
arasinda fonksiyonel bir bag oldugunu diislindiiren farkli mekanizmalara sahip olabilir.
AML vakalari, bir ajana maruz kalma olmaksizin de novo olarak da ortaya cikabilir.

AML ile iliskili bir¢ok risk faktorii Tablo 2-4’te listelenmistir (21).

Tablo 2-4: AML ile iliskili risk faktorleri (21)

AKkut Miyeloid Lésemi ile iliskili Risk Faktorleri

1.Genetik Bozukluklar 3. Kemoterapi
v Down Sendromu v' Alkilleyici ajanlar
v Klinefelter Sendromu v" Topoizomeraz-II inhibitorleri
v' Patau Sendromu v' Antrasiklinler
v Ataksi telenjiektazi v' Taksanlar
v" Shwachman Sendromu
v" Kostman Sendromu
v" Norofibramatoz
v' Fanconi Anemisi
v" Li-Fraumeni Sendromu

2. Fiziksel ve Kimyasal Maruziyetler

Benzen
Pibobroman gibi ilaglar

Pestisit, herbisit

v

v

v

v Sigara kullanim
v" Mumyalama Sivilari
v

Terapotik olan ve terapdtik olmayan radyasyon




2.1.4.5.AML Patogenezinde Rol Oynayan Genetik Degisimler

AML’nin olusumunda bir¢ok mutasyon, spesifik translokasyonlar ve genetik
degisimler rol oynar. Rastgele olmayan kromozomal anormaliler (delesyonlar,
translokasyonlar), tiim eriskin primer AML hastalarinin yaklasik %52'sinde
tanimlanmaktadir ve hastaliga tesvik eden genetik degisimler olarak kabul edilmistir.
t(8;21) (922;0922), t(15;17) (922;912) ve inv(16) (p13.1;922) de dahil olmak tizere bazi
sitogenetik anormaliler daha uzun remisyon ve sagkalima oranina sahipken kromozom
5 ve 7°deki degisimler, kompleks karyotipler (3’ten fazla kromozomda anomali) ve
11g923°teki degisikliklerde tedaviye kotii yanit ve sagkalimda daha diisiik oran
gozlemlenmistir. NPM1, DNMT3A, FLT3, IDH, TET2, RUNX1, CEBPA, ASXL1, MLL,
TP53, c-KIT genlerinde meydana gelen mutasyonlar da AML patogeneziyle iliskilidir
(13).

2.1.4.6.Klinik

AML'in klinik bulgulari, 16semik hiicrelerin (blast) proliferasyonu ya da
normal hiicrelerde azalmaya neden olan kemik iligi yetmezliginden kaynaklanir.
Losemik hiicreler dokulara sizabilir ve hepatomegali, splenomegali, cilt infiltrasyonu ve
dis eti sismelerine neden olabilir. Losemik ¢ogalmanin yiiksek hiicre hasarina yol agan
dolayli bir etkisi olarak, hiperiirisemi ve bazen bdbrek yetmezligi ortaya cikabilir.
Hematopoezin baskilanmasi, anemi, ndtropeni ve trombositopeninin klinik 6zelliklerine
yol acar (22). En yaygin sikayet spesifik olmayan yorgunluk veya halsizliktir. Anemi,
solgunluk, gii¢siizliik ve solunum gii¢liigline neden olur. Ates yaygin olarak goriiliir ve
hastalarin %15-20’sinde ortaya ¢ikan bir ozelliktir. Burun, dis etleri, gastrointestinal
kanal veya idrar yollarinda meydana gelebilen ¢ogunlukla petesi dokiintiisii ve kolay
morarma ile ortaya ¢ikan kanamalar da sik goriilen durumlardir. Hastalarin %20’sinden

azinda da kemik agris1 goriiliir (23).

2.1.4.7. Tedavi

AML cok heterojen bir hastalik oldugundan farkli alt tiplerine sahip hastalarin
da hastalik belirtileri, tedavileri ve tedaviye yanitlari gesitlidir (13). Kemoterapi, 151n
tedavisi, hematopoetik kok hiicre nakli (HSCT) AML tedavisinde kullanilan standart
terapilerdir. Kemoterapotikler, DNA/RNA sentezini bloke eden anti-metabolitler ve
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hematopoetik kok hiicre nakli AML tedavisinde kullanilmasina ragmen ¢ok sayida yan
etkiye ve simirlamalara sahiptirler. Genomik ve proteomik teknolojiler, AML’nin
molekiiler biyolojisinin daha 1yi anlagilmasi ve AML alt gruplarinin daha iyi karakterize
edilmesiyle hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi i¢in yeni firsatlar saglamaktadir
(24).

2.2.Endoplazmik Retikulum ve Gorevleri

Endoplazmik retikulum (ER), ¢ekirdegi cevreleyen ve sitozole dogru genisleyen
tiibiiller, vesikiiller ve keselerden olusan en biiylik organeldir (25, 26). ER, tiim canli
cekirdekli hiicrelerde bulunur (25). ER’ un tiibiilleri ve keseleri birbiriyle baglantilidir
ve membranlart da ¢ekirdegin dis zarinin devami seklindedir. Bu nedenle, ER ve
cekirdek membranlari, ER limen denilen ER’nin i¢ alanini tamamen cevreleyen
devamli bir tabakaya olusturur. ER membrani, hiicrenin toplam zarmin yarisindan
fazlasini olusturur (Sekil 2-2) (27, 28).

ER, morfolojik yapisina gore graniillii endoplazmik retikulum (ribozomlarin
baglandig1) ve graniilsiiz endoplazmik retikulum olmak tizere ikiye ayrilir. Graniillii ER,
genel olarak salgi proteinlerinin sentezlendigi yerdir. Graniilsiiz ER ise daha ¢ok lipid
metabolizmasi ve detoksifikasyon olaylarini regiile eder (25). ER’nin baglica gorevleri;
protein sentezi ve tasinmasi, protein katlanmasi, lipid ve steroid sentezi, karbonhidrat
metabolizmasinin diizenlenmesi ve kalsiyum depolamadir (26). Ayrica salgi ve

membran proteinleri de ER’ de sentezlenir (29).

Nik'sus membram

endoplazmik
retikulum
Granilsiz Endoplazmik Retkulum

Sekil 2-2: Endoplazmik retikulum (30)
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ER’ye giren yeni sentezlenmis bir protein sinyal peptidi kesimi, N-bagl
glikolizasyon, dilsiifid baglar1 olusumu gibi bir dizi post-translasyonel modifikasyona
ugrar ve bir takim molekiiler saperonlarin ve katlanma enzimlerinin birlesimiyle birlikte
de proteinin dogru katlanmasi ve ardindan ER'den salinmasi saglanir (31). Molekiiler
saperonlar, kismen katlanmis polipeptit zincirlerine baglanirlar ve dogru katlanmay1
saglamaya yardimci olurlar ve sadece dogru katlanmis ve birlestirilmis proteinler Golgi

aygitina tasinir (28, 29).

2.2.1.Protein Katlanmasinda Gorev Alan Siirecler/Mekanizmalar

2.2.1.1 Disiilfit Bag Olusumu

Proteinlerin en yaygin capraz baglari, kovalent siilfiir-stilfiir(S-S) baglaridir.
Katlanan proteinde komsu olan sistein yan zincirlerinin iki ¢ift -SH grubunu birbirine
baglayan protein disiilfit izomeraz enzimiyle (PDI) disiilfid baglar1 olusturulur. Disiilfid
baglar1 bir proteinin konformasyonunu degistirmez, bunun yerine en ¢ok tercih edilen

konformasyonu gii¢lendirir (28).

2.2.1.2.Sinyal Peptidi Kesimi

Transmembran ve suda-¢oziiniir proteinler benzeri proteinler, proteinlerin ER
sinyal dizileri tarafindan ER’ye yonlendirir ve daha sonra polipeptit zinciri
tamamlanmadan 6nce ER zarindaki bir sinyal peptidaz tarafindan kesilir (Sekil 2-3).

ER sinyal dizisinin proteini ER’ a yonlendirebilmesi i¢in;

v" ER membramt ve sitozol arasinda dongii olusturan ve sinyal sekansina

baglanan bir sinyal tanima partikiilii (SRP),
v ER membranindaki bir SRP reseptorii olmak iizere en az iki bilesene ihtiyaci

vardir.



12

SRP'nin sintal peptidine baglanmas:

5 : ag St,
P -

biiylimekte , translasyonda duraksamaya neden olur

olan

o

peptidin

sinyal dizisi -

TANIMA

SRP

HEDEFLEME translasyon

GER'CEVlRl devam eder ve
translokasyon
g e baslar
SALINIM

&
1 'n. qg

ER LUMENI
granilli endoplazmik protein translokatord

retikulumdaki SRP

reseptoru

Sekil 2-3: Sinyal peptidi kesimi (28)

SRP, biiyiik ribozomal alt birimin etrafin1 sarip, bir ucu yeni olusan polipeptit
zincirinin bir pargasi olarak ribozomdan ¢ikan ER sinyal dizisine baglanan; diger ucu
ise, biiylik ve kiiclik ribozomal alt birimler arasinda bulunan arayiizdeki uzama faktorii
baglanma bdolgesini bloke eden ¢ubuk benzeri bir yapidir. Bu blok, sinyal peptidi
ribozomdan ¢ikarildiginda protein sentezini durdurur.

Gegici duraklama ribozoma, polipeptit zincirinin tamamlanmasindan 6nce ER
zarma baglanmaya yetecek kadar zaman verir, bdylece proteinin sitoplazmada serbest
birakilmamasint ve ayrica, kompakt bir yapiya katlanabilen bir proteinin biiyiik
boliimlerinin ER membranindaki tasiyiciya ulasmadan dnce yapilmamasini saglar. SRP
sinyal dizisine baglandiginda, graniilli ER membraninda bir transmembran protein
kompleksi olan SRP reseptorii i¢cin bir baglanma bolgesi ortaya c¢ikarir. SRP’nin
reseptoriine baglanmasi, SRP-ribozom kompleksini ayni zarda bulunan bos bir protein
tagtyictya getirir. Sonra SRP ve SRP reseptdr salinir ve tasiyict biiyliyen polipeptid
zincirini membranin iizerinden ER liimene aktarir (28).

Sinyal dizileri sadece hedefleme bilgileri icermez ayni zamanda proteinin

katlanmasini, modifikasyonunu, lokalizasyonunu ve topolojisini de etkiler (31).

2.2.1.3.Glikolizasyon
Oligosakkaritlerin  proteinlere kovalent olarak eklenmesi, ER'nin baslica

fonksiyonlarindan biridir. ER'de en yaygin protein glikolizasyonu sirasinda, 3 glukoz, 9
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mannoz ve 2 N-asetil glukozaminden olusan Oncii bir oligosakkarit proteinlere biitiin
halinde aktarilir.

Bu oligosakkarit, protein igerisinde bir asparaginin yan zincir NH2 grubuna
transfer edildiginden, N-baglantili veya asparagine bagh olarak ifade edilir. Transfer, bir
membrana bagli enzim kompleksi olan oligosakkaril transferaz tarafindan katalize
edilir. Oligosakkaril transferazin bir kopyasi, her bir protein tastyict ile iligkilidir,
bdylece gelen polipeptit zincirlerini etkili bir sekilde tarayip glikozile eder. Oncii
oligosakkarit, membrana bagli dolikol lipit {izerindeki seker ile sekillendirilir ve daha
sonra proteine aktarilir. Sekerler ilk once sitozolde niikleotid (UDP veya GDP)-seker
ara maddelerinin olugmasiyla aktive edilir ve bu sekerler sekerini dogrudan veya dolayl
olarak diizenli bir sirayla lipite verir. Bu islemin bir bdliimiinde lipid bagh
oligosakkarit, bir tasiyict yardimiyla ER membraninin sitozolik tarafindan liimenal
tarafina geger (28).

Bu protein modifikasyonlari, bir proteinin stabilitesi ve konformasyonu iizerine
icsel ve digsal etkilere sahiptir. Yiiklii hidrofilik karbonhidrat modifikasyonlarinin
eklenmesi, bir proteinin dogal fiziksel Ozelliklerini dogrudan degistirir. N-bagh
glikanlar, izole proteinler i¢in katlanmanin kinetik ve termodinamik o6zelliklerini

gelistirebilirler (31).

2.3.ER Stres

Yeni sentezlenen proteinler, bir dizi molekiiler saperon ve katlanma katalizorleri
yardimiyla katlandiklar1 ve birlestirildikleri ER’ye taginir. ER’nin islevinin bozuldugu
durumlarda ER liimeninde katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinler ¢cokme

olusturur, bu duruma ER stres ad1 verilir.

ER, sadece dogru katlanmis proteinlerin ER’den tasinabilmesini saglamak i¢in
yiiksek duyarlilikta bir kalite kontrol sistemi saglar. Katlanmamis veya yanlis katlanmis

proteinler ER’de Kalir ve sonunda degrede olurlar (26, 32).

2.3.1.ER Strese Neden Olan Durumlar

Normal ER ortamindaki bir takim degisiklikler, yeni olusan proteinlerin
katlanmalarimi etkiler. Ornegin; ER’de pH’nin azalmasi, polipeptitler iizerindeki yan
zincirlerin ytiklerini degistirir. Diigiik glikoz miktari, hem yeni olusan proteinlerin
glikolizasyonunu hem de enerji iiretimini engeller. Azalmis oksijen, ER ortaminin daha

indirgen olmasina neden olur bu da disiilfit baglarinin olusumunu engeller (33).
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ER’de protein katlanma siirecini engelleyen ve sonrasinda yanlig katlanmis ya
da katlanmamis proteinlerin birikmesine neden olan biyokimyasal, fizyolojik ve

patolojik durumlar sunlardir;
v ER kalsiyum depolarinin tiikenmesi,
v" N-bagl glikolizasyonun inhibisyonu,
v" Besin yetersizligi, oksidatif stres, hipoksi,

v Golgi aygitina protein tasiniminin bozulmasi,

<\

ER protein sentezinin artmasi,

ER-iliskili degredasyon (ERAD) yolagindaki bozulmalar,

<X

Mutant ER proteinlerinin ekspresyonu,

<\

DNA hasar1 ya da enerji diizensizligi/dalgalanmalari

v Infeksiyon, pH degisiklikleri (26, 32).

2.3.2.ER Strese Neden Olan Kimyasallar
Tunikamisin, tapsigargin ve ditiyotretol (DTT) gibi kimyasallar, genellikle
deneysel amaglar icin kiiltiir hiicrelerinde veya hayvanlarda ER strese yol agmak icin

kullanilir.

ER stresorlerin ilk grubu, glikolizasyon inhibitorlerini igerir. ER’de sentezlenen
proteinlerin ¢gogu N-glikozillenir ve N-glikolizasyon protein katlanmasi i¢in ¢ogunlukla
gereklidir. Bu ylizden, N-glikolizasyonu bozan kimyasallar ER stresi indiikleme
potansiyeline sahiptir. Tunikamisin, N-glikozid bagi olusumunu inhibe ederek

glikoprotein sentezini bozan bir antibiyotiktir.

ER stresorlerin bir diger sinifi, kalsiyum metabolizmasini bozan kimyasallardir.
ER’de kalsiyum iyonu konsantrasyonunun yiiksek seviyede tutulmasi ve BiP gibi ER
saperonlarmin da gorevlerini yerine getirebilmesi i¢in kalsiyum iyonlarina ihtiyag
duymasindan dolayi, ER’de kalsiyum metabolizmasini bozan kimyasallar ER stresi
indiikler. A23187 gibi Ca2+ iyonoforlar ve Ca2+ pompa inhibitorii tapsigargin, ER

strese yol agmak i¢in siklikla kullanilir.
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ER stresorlerin {igiincli kategorisi de indirgeyici ajanlardir. Disiilfit baglarinin
olusumu, salgi proteinlerinin katlanmasi i¢in O6nemlidir, disiilfit baglarint bozan
indirgeyici ajanlar ER stresi harekete gecirir. DTT ve 2-merkaptoetanol bu amag i¢in

uygulanan kimyasallardir (29).

2.3.3.ER Streste Rol Oynayan Saperonlar ve Mekanizmalar

2.3.3.1.Baglanma Proteini (BiP)/GRP78

Baglanma proteini (BiP) diger adiyla glukozla diizenlenen protein 78 (GRP78),
1s1 sok protein (HSP) 70 ailesine ait iyi bilinen bir ER saperonudur (29).
Olgunlasmamis proteinlerin {izerinde agiga ¢ikan hidrofobik kisimlarla etkileserek, ER

limendeki katlanmamais proteinleri secici olarak baglar.

Diger HSP70 proteinlerine benzer sekilde, BiP’in de iki biiylik bolgesi vardir.
N-terminal bolgesi bir ATP katalitik alani, C-terminal bolgesi ise substrat baglanma
bolgesi icerir. Iki bolge, aktiviteyi diizenlemek igin sirasiyla ATP'yi ve katlanmamis

proteinleri baglayip serbest birakarak iletisim kurar (Sekil 2-4).

ATP katalitik
bolgesi \ BiP ))Substrat
- gy (L=
]

e /
¥sy bstrat
baglanma Bplgesi

ATP
ADP+P

Sekil 2-4: BiP’in bolgeleri
34 nolu kaynaktan modifiye edilmistir.

ATP katalitik bolgeye baglandiginda, BiP’in C-terminal bolgesi katlanmamis
proteinlere karst diisiik affiniteye sahip olur. Bununla birlikte, olgunlasmamis
proteinlerdeki hidrofobik kisimlarin varliginda, ATP’nin ADP’ye hidrolizi katalize

edilir ve substrat baglanma affinitesi artar.

Boylelikle dogru katlanma i¢in zaman saglanir. Sonraki ATP-ADP degisimi

protein substratin1 serbest birakarak, yeni katlanmamis bir proteinin ya da hidrofobik
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kisimlar1 hala agiktaysa ayni proteinin BiP ile tekrar etkilesmesine izin verir. Alanlari
arasindaki etkilesim sayesinde BiP, dogru katlanincaya kadar proteinleri gegici olarak
baglar ve serbest birakir. Eger dogru katlanmaz ise de degredasyon i¢in hedef olana

kadar bu isleme devam eder (35).

Fizyolojik kosullar altinda BiP, ER membraninda bulunan ATF6, IRE1 ve
PERK proteinlerine baglidir. Yanlis katlanmis/katlanmamis proteinlerin miktar1 ER

liimen kapasitesini astiginda, BiP bu proteinlerden ayrilir ve katlanmamis protein

cevabini (UPR) aktive eder (36).

2.3.3.2.Kalneksin/Kalretikulin Dongiisii

Kalneksin ve kalretikulin, ER'da yerlesik olarak bulunan homolog proteinlerdir.
Ikisi de, yeni sentezlenmis glikoproteinler iizerindeki N-baglantili ¢ekirdek glikanlarinin
monogliikosile edilmis, kesilmis ara iiriinleri ile etkilesen lektinlerdir. Kalneksin bir
transmembran protein iken kalretikulin ise ¢Oziiniir liimen proteinidir (37). Iliskili
saperonlarla birlikte kalneksin ve kalretikulin, ER'da bir¢ok glikoproteinin dogru

katlanmasina ve oligomerizasyonuna yardimci olur (38).

/
" g
y,

NAC

Mannos % NX / CRT
odukozidaz |, I gﬁg glukozidaz Il
—+ g - — ?
M\\Ly

;» ERAD ¢Q Golgi Aygrti

Sekil 2-5: Kalneksin/Kalretikulin dongiisii
29 nolu kaynaktan modifiye edilmistir.
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ER’de protein dogru katlanirsa, protein Golgi aygitina tasinir. Glikoprotein
dogru sekilde katlanamazsa, UGGT bir glukoz rezidiisiinii oligosakkarit iizerine geri
ekler ve boylece glikoprotein tekrar kalneksin/kalretikulin dongiistine girer. UGGT,
katlanmis ve katlanmamis proteinler arasinda ayirim yapar, yalnizca katlanmamig

proteinlere bir glikoz rezidiisii ekler (Sekil 2-5).

Bu sekilde glikozilasyon ve de-glukozilasyon dongiisii glikoprotein dogal
konformasyonuna ulagsana kadar veya hedeflenmis degredasyona kadar devam eder.
Cnx/Crt dongiisiinden ¢ikan katlanmamis proteinler, endoplazmik retikulum-iliskili

degredasyon (ERAD) mekanizmasina yonlendirilir (29, 37, 38).

2.3.3.3.ERAD Mekanizmasi

ER-iligkili degredasyon (ERAD), dogru sekilde katlanan proteinlerin son
hedeflerine tasinmasina izin veren ve hatali sekilde katlanmis veya katlanmamis
proteinlerin dnce ER' da tutulmasi ve sonra degrede edilmesini saglayan bir ER kalite
kontrol mekanizmasidir (39). Katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinler, ERAD
mekanizmasi tarafindan tutulur ve sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmaya taginan proteinler,
sitozolde ubikiitinlenir ve proteazom tarafindan degrede edilir. Boylece ERAD siireci

tanima, taginma, iibikiitinasyon ve degredasyon olmak tizere 4 adimdan olusur (Sekil 2-
6) (29).

Tanima Dislokasyon Ubikitinasyon Degredasyon
aperon
s ER limeni
3‘ / Substrat
Lektin \ /
Adaptor
> 7 ‘
T SRS ol I -
/
\Adaptér AN~ \ % \{Q
/ 2
VCP/p97 / J
VCP/p97
/p toplama Ubikitin \
faktora ¢
Sitoplazma %
26S
¥ Glikan
Disuilfit bag: S

Sekil 2-6: ERAD Mekanizmasi (40)



18

2.3.3.3.1. Katlanmamis/Y anhs katlanmis Proteinlerin Taninmasi

Kalneksin dongiisii sirasinda, yeni olusan polipeptitlerin oligosakkariti 9 mannoz
rezidiisl igerir. Bir mannoz rezidiisli, mannosidaz I (ER Manl) tarafindan kesildiginde,
polipeptid kalneksin ve kalretikulinden ayrilir ve katlanan proteinlerden katlanmayan
proteinleri ayiran, ER degredasyonunu arttiran alfa-mannosidaz benzeri proteine
(EDEM-ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like protein) baglanir (29).
EDEM sadece yanlis katlanmis ya da katlanmamis proteinleri kalneksin dongiisiinden

cikarir.

Osteosarkom 9 (0OS9) ve XTP3-transaktive gen B (XTP3B) katlanmamis
proteinlerin taninmasindan sorumlu ER-yerlesik glikoprotein olan diger ERAD
bilesenleridir. OS9 spesifik olarak, 8 (veya 5) mannoz rezidiisii iceren katlanmamis
glikoproteinlere baglanir. OS9, ayn1 zamanda glikozillenmemis katlanmamig proteinlere
baglanir ve bu da glikolize edilmis ve glikolize edilmemis proteinlerin taninmasinda

kritik rol oynadigimi gosterir (29, 41).
2.3.3.3.2.Tasinma

0S-9 ve XTP3-B /Erlektin, SEL1L (Lin-12 benzeri protein supresorii 1)
adaptorii vasitasiyla tasima kanalinin yapisal bir proteini olarak dnerilen ER-membrana
g6miilii ubiquitin ligaz HRD1'e (HMG-CoA rediiktaz degredasyon protein 1) baglanirlar
(42, 43). Her iki protein de, substrat ile degil ancak SELIL ile etkilesim igin gerekli
olan, korunmus mannoz 6-fosfat reseptér homoloji (MRH) alanlarini igerir (17).
SELI1L, OS-9 ve XTP3-B'i HRD1 kompleksinin membran bilesenlerine baglayan bir
membran adaptorii gérevi goriir (Sekil 2-7) (42).
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Kalneksin dénglsu

"
ER lumeni

Sitoplazma

Sekil 2-7: Katlanamayan/yanhs katlanmis proteinlerin degredasyon icin sitoplazmaya
tasinmasi (42)

Tasinma mekanizmasimin en 6nemli bilesenlerinden biri de, ubikiitin fiizyon
degredasyon proteini 1 (Ufd1) ve niikleer protein lokalizasyon 4 (Npl4)'den olusan bir
kofaktor kompleksi ile etkilesime giren sitozolik ATPaz p97 (Valosin igeren protein-
VCP)'dir (20). p97 direkt olarak HRDI ve SELI1L'den olusan ubikitin-ligaz
kompleksine baglanir ve protein zincirinin bir boliimii sitoplazmaya tasindiginda, p97
ATPaz kompleksi tarafindan yakalanir ve ayn1 zamanda poli-ubikitin zincirleri baglanir.
p97 ve onun yardimci faktorii Ufdl/Npl4, proteazomal degredasyon i¢in katlanmamis
ER proteinlerini ER’den alarak sitoplazmaya toplar (29, 39, 40).

2.3.3.3.3.Ubikitinasyon

Ubikitinasyon, okaryotik hiicrelerin sitoplazmasi ve c¢ekirdek plazmasinda
meydana gelen ve bir seri reaksiyon gerektiren bir posttranslasyonel modifikasyondur
(44).

Tasian (ya da tasiniyor olan) proteinlere, E1-E2-E3 ubikiitin sistemi tarafindan
ubikitin eklenir. Ubikitin, 6nce Enzim 1 tarafindan Enzim 2’ye birlestirilir ve sonra

Enzim 3 tarafindan ERAD substratlarina aktarilir (29).
2.3.3.3.4.Degredasyon

Katlanmamis ya da yanlis katlanmig membran ve luminal proteinler ERAD i¢in
secildikten sonra sitozele tasinir ve ubikitin-proteazom sistemi (UPS) tarafindan
degrede edilir. Poliiibikiitinlenmis proteinlerin degredasyonuna 26S proteazom
kompleksi aracilik eder (43, 45).
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2.3.4.ER Stres Cevabinda Yapilanlar

Hiicreler ER stresin iistesinden gelebilmek i¢in bir dizi savunma mekanizmasini
aktive eder. Ilk olarak hiicrede genel translasyon durdurularak, yeni proteinlerin
sentezlenmesi engellenir. Daha sonra katlanma kapasitesini arttirmak i¢in ER saperon
genleri ve ER-iliskili degradasyonu arttirmak i¢in ERAD bilesenlerinin genleri

induklenir.

Organizmanin hayatta kalmasimi ve ER stresle zarar géren ve diizeltilemeyen
hiicrelerin giivenli bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglamak i¢in de hiicreler apoptoza

yonlendirilir (29).

2.4 Katlanmamis Protein Cevabi

Hiicrenin sagligi ve sag kalimi icin Onemli olan protein homeostazisi
(proteostaz); proteinlerin translasyonu, katlanmasi, trafigi ve degredasyonu gibi
koordineli diizenlemelerle saglanir. ER, protein homeostazinin korunmasinda énemli bir
rol oynar ve neredeyse tiim salgt polipeptitlerinin katlanmast ve islenmesinden
sorumludur. Hiicreler yasami boyunca, ER proteostazini bozabilecek c¢esitli stres
faktorleri ve fizyolojik durumlarla kars1 karsiya kalirlar. Bu durumlar, ¢evresel hasara
ve besin ulasilabilirligine cevap olarak salgi proteinlerinin iiretimini dinamik olarak
ayarlamaya ihtiya¢ duyan bagisiklik ve metabolik hiicreleri i¢in 6zellikle dnemlidir.
Yeni sentezlenen katlanmamis veya yanlis katlanmig proteinler, ER mekanizmasinin
tolere edilebilir esiginin Otesinde birikirse hiicrede ER stres meydana gelir ve
proteostazi saglamak i¢in ER-yerlesik sensorleri (Sekil 2-8), katlanmamis protein
cevab1 (UPR) adi verilen sinyal yolaklarini aktive eder. UPR, ER hacmini ve ER’ye
bagli saperonlarin ekspresyonlarini arttirarak ve transkripsiyonel ve translasyonel olarak
ER protein katlanma kapasitesini arttirir, yeni protein olusumunu azaltir ve yanlis
katlanmig/katlanmamis proteinlerin degredasyonunu saglar (46, 47, 48).

UPR; protein kinaz R-benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK),
transkripsiyon faktorii 6 alfa aktive edici protein (ATF6a) ve inositol gerektiren enzim 1
alfa (IREla) ad1 verilen 3 ER-yerlesik sensor proteini tarafindan indiiklenir (Sekil 2-8).
Bu {i¢ sensor, onkojenik (onkogen veya tiimor baskilayicilart) veya cevresel (hipoksi,
besin yetersizligi, pH) streslerine maruz kalan hiicrelerdeki yasam veya 6liim kararlarini
stki bir sekilde denetler. UPR sensorleri tarafindan stres algilamayla ilgili

mekanizmalar, ER saperon BiP/GRP78 tarafindan kontrol edilir.



Bazal kosullar altinda, BiP ii¢ sensore de baglidir ve boylece aktivasyonlarini
engeller. ER streste, BiP’in IRE1, PERK ve ATF6'dan ayrilmasi ve bu sensorlerin kendi

oligomerlesmesi ve ototransfosforilasyonuna izin vererek aktiflesmelerini saglar (49).

Katlanmamis vob
proteinier ﬂ i‘b

ER Iiumeni

A ATF4
Nikleus M M

ER saperonian Amino Asit Metabolizas
ERAD Rredoks Homeostazisi
Apoptoz

ER saperonian

(p90)

Sekil 2-8: Katlanmamuis protein cevabi (UPR) yolaklari

Kaynak 50’den modifiye edilmistir.

UPR ayrica, ER fonksiyonlarmin diizenlenmesi, mitokondri biyolojisi, lipit

metabolizmas1 ve apoptotik sinyal de dahil olmak iizere hiicresel fizyolojinin diger

yonlerini de etkiler (51).
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2.4.1.PERK Yolag
PERK, C-terminal sitozolik bolgesinde serin/treonin kinaz aktivitesine sahip, N-

terminal luminal bolgesiyle ise yanlis katlanmis proteinlerin birikimini taniyan bir tip |

ER transmembran proteindir (Sekil 2-10) (52).

ER lGminal Sitozolik
A, A

" =

Bip Etkilegimli Bolge

IRE10. ve PERK homoloji

TM: Transmembran bdlge

Sekil 2-9: PERK (53)

PERK’in luminal bdlgesinden BIP’in ayrilmasiyla, PERK’in oligomerizasyonu
ve otofosforilasyonu saglanir ve boylelikle PERK yolag: aktiflesir. Oligomerizasyon ve
otofosforilasyon yoluyla ER strese yanit olarak aktive edildiginde PERK, sitozolik
protein kinaz bdlgesiyle, dkaryot translasyon baglama faktorii elF2a'nin a alt birimini
Ser51 iizerinden dogrudan fosforiller. Bu fosforilasyon, elF2'nin GTP-bagli formuna
reaktivasyonunu engeller ve hiicre i¢inde genel translasyonu durdurarak ER'ye giren

protein yiikiinii azaltir (52, 54, 55).

elF2a'nin fosforilasyonu, aktive edici transkripsiyon faktor 4’ii (ATF4) kodlayan
mRNA' nin segici translasyonuna izin verir. ATF4; UPR genlerinin promoter veya
hizlandiric1 (enhancer) bolgelerinde bulunan cAMP-cevap elementine(CRE) baglanarak
transkripsiyonlarini indiikler (52, 54, 55, 56). Bu UPR genleri aminoasit metabolizmasi,
inflamasyon, ER stresle indiiklenmis apoptoz, oksidatif stres, redoks homeostazinda rol

oynar.

PERK-elF2a-ATF4 yolagi, sag kalim ve apoptozda rol oynadigi i¢in her iki
biyolojik fonksiyonla da iligkilidir. Bu yolak, CHOP (C/EBP homolog proteininin) ve
GADD34%in (bliyiime durdurma DAN-hasar indiiklenebilir 34) transkripsiyonlarini
aktive eder. CHOP, apoptozda rol oynayan bilesenleri kodlayan genleri regiile eder.

GADD34 ise genel translasyonel azalmanin sonlandirilmasi i¢in protein fosfataz

1’in (PP1) regiilator alt birimini kodlayip elF2a'y1 defosforize eder (52, 55).
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elF2a ayrica PKR (dsRNA'ya bagli protein kinaz), GCN2 (aminoasit sentezinin
genel kontrolii 2) ve HRI (heme regulated translational inhibitér) gibi diger kinazlar
tarafindan da fosforile edilir. Bu kinazlar sirasiyla viral enfeksiyonlar, aminoasit
starvasyonu ve heme yetersizligi ile aktive edilirler; bu da translasyonel zayiflamanin ve
ATF4 indiiksiyonunun sadece ER streste degil ayn1 zamanda bu fizyolojik durumlarla

da indiiklendigini gosterir (29).

Son zamanlarda yapilan galismalarla, PERK/p-eIF20/ATF4 yolaginin sadece
translasyonel kontrol i¢in degil ayn1 zamanda ATF6'nin ve hedef genlerinin aktivasyonu
icin de gerekli oldugu gosterilmistir. PERK yolagi, ATF6 sentezini ve ATF6'nin
intramembran proteoliz ve aktivasyonu i¢in ER' dan Golgi'ye taginimini kolaylastirir
(55).

2.4.2.ATF6 Yolag

ATF®6; sitozolik bolgesinde bZIP transkripsiyon faktorii iceren, luminal bolgesi
ise katlanmamis proteinlerin algilanmasindan sorumlu olan bir tip II ER transmembran
proteindir (Sekil 2-11). Memelilerde ATF6a ve ATF6p olmak {izere iki ATF6 geni
vardir. Hem ATF6a hem de ATF6p, her yerde eksprese edilir ve ER'da sentezlenerek
ER strese yanit olarak diizenlenen intramembran proteoliz ile aktive edilirler (29, 52,
54, 56).

ER liminal Sitozolik

‘ GLst M GLs2 | Y
ATF6c : T n bZIP I TAD P

Bip Etkilesimli Bolge

IRE1a ve PERK homoloji

TM, transmembran bolge; bZIP, bazik 16sin fermuar; GLS, golgi lokalizasyon sekansi; TAD, transkripsiyonel aktivasyon
bolgesi

Sekil 2-10: ATF6a (53)
ER stres yoklugunda, BiP ATF6’nin luminal alanina baghdir ve Golgi-

lokalizasyon sinyalini engeller. Bu da ATF6 translokasyonunun inhibisyonuna yol agar
(29).

BiP, ER'de yanlis katlanmig/katlanmamis proteinlerin birikmesine yanit olarak

ATF6'dan ayrilir ve ATF6'nin yanhs katlanmis/katlanmamis proteinlerle etkilesime
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girmesini saglar (52). BiP’in ayrilmasindan sonra ATF6, PERK ve IRE1'in aksine, iki

proteolitik boliinmeyle aktif forumuna doniistiigii Golgi aygitina tasinir (57).

ATF6, sirasiyla luminal ve transmembran bolgelerinden site-1 proteaz (S1P) ve
site-2 proteaz (S2P) tarafindan kesilir. Kesilmenin sonucunda, bZIP alani igeren
ATF6'nin N-terminal sitozolik alanm1 [ATF6 (N)] c¢ekirdege translokasyon yapar ve
GRP78, GRP94 ve protein disiilfid izomeraz (PDI) gibi ER saperonlarini ve enzimlerini
kodlayan ER stres iliskili genlerin promotorlerine baglanarak onlart indiikler. ATF6
ayrica, CHOP ve XBP1 de dahil olmak tizere diger UPR hedeflerinin ve sonug¢ olarak
EDEM, Derlin, HRD1, SEL1L ve Herp gibi ERAD bilesenlerinin de transkripsiyonunu
regiile eder (52, 55, 57).

2.4.3.1RE1 Yolag1

IRE1l-sinyal yolagi, mayalardan insanlara kadar olan tiirler arasinda ii¢ biiytlik
UPR dalindan en fazla korunmus olanidir (58). Memeli IRE1’i, sirasiyla ERN1 ve
ERN?2 tarafindan kodlanan IREla ve IRE1B olmak iizere iki izoforma sahiptir. IREla
biitiin hiicrelerde eksprese edilirken, IRE1B nin ekspresyonu gastrointestinal yolagin

epitel hiicreleri ile sinirlidir (58, 59).

IRE1; N-terminal ER liiminal alan (IRE1-LD) ve serin / treoninkinaz ve C-
terminal riboniikleaz (RNaz) bélgesi iceren sitozolik alandan olusan iki enzimatik

aktiviteli bolgeye sahip bir tip | transmembran proteindir (Sekil 2-12) (58, 60).

ER liminal Sitozolik
A A,

IRE1a ] Linker Kinase RNAse

Bip Etkilegimli Bolge

IRE1c ve PERK homoloji

TM: Transmembran bdlge

Sekil 2-11: IRE1a (53)
ER'de katlanmayan/yanlis katlanmis proteinlerin birikimine yanit olarak, BiP
IRElo’nin limenal bolgesinden ayrilir. BiP’ in ayrilmasi, IREla’nin dimerizasyonu ve

otofosforilasyonunu saglar ve IREla yolag: aktiflesir. IRE1a fosforilasyonu daha sonra
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konformasyonel bir degisikligi tetikleyerek C-terminal endoriboniikleaz aktivitesini
aktive eder (46, 52, 56, 58, 59).

Memelilerde IREla, XBP1 transkripsiyon faktoriiniin geleneksel olmayan bir
mekanizmayla kesilmesiyle veya bir¢ok substratin IRE1-bagimli degredasyonu regiilen
eden siire¢ (Regulated IREIa-dependent decay-RIDD) yoluyla post-transkripsiyonel
modifikasyonlartyla UPR sinyalizasyonunu baslatir (61).

Aktif IREla, endoriboniikleaz aktivitesi vasitasiyla, benzersiz bir sitoplazmik
MRNA-kesilme reaksiyonuyla X-kutu baglama proteini 1 (X-box binding protein 1-
XBP1) mRNA'sin1 keserek, spesifik hedef UPR genlerini indiikleyen son derece aktif
transkripsiyon faktorii XBP1s’in (XBP1-splicing) translasyonunu saglar (46, 59, 62).

IREla; mayalarda HACI mRNA’y1, bitkilerde bZIP60 mRNA’y1r ve
metazonlarda ise XBP1 mRNA’y1 keserek onlart UPR’de gorevli aktif transkripsiyon

faktorlerine doniistiiriir (63).

Siddetli ER streste ER’de protein katlanma talebinin artmasini dnlemek igin,
IREla’nin RNaz bolgesi, RIDD pro-apoptotik prosesiyle sekans spesifik olarak bir¢ok
ER-lokalize mRNA'y1, mikroRNA'y1, sitozolik ve ribozomal RNA’y1 degrede eder.
IREla bu mekanizmayla glikoz metabolizmasinin, inflamasyonunun ve apoptozun
kontroliinde 6nemli bir biyolojik fonksiyona sahiptir (46, 56). 2006 yilinda ilk olarak
Drosophila melanogaster’da bulunan RIDD mekanizmasinin memelilerde, fiizyon

mayalarinda ve bitkilerde de korunmus oldugu goriilmiistiir (63).

Protein katlanma kapasitesini arttirmak i¢in IREla, XBP1 mRNA'y1 keserek
transkripsiyon faktorii XBP1s’i olusturur bu da ER kalite kontrol bilesenlerinin
transkripsiyonunu indiikler. Eger ER homeostazi diizelmezse, IREla, XBP1 mRNA'y1
kesmeyi durdurur. Adaptif ve apoptotik cevap arasinda olusan bu gecis asamasinda
RIDD, ER saperon BiP de dahil olmak iizere UPR hedef genlerinin degradasyonuyla
ER stres yogunlugunu arttirir. ER stres yogunlugu esik degerine ulastiginda, RIDD,
anti-apoptotik miR-17, miR-34a, miR-96 ve mIiR-125b pre-mikroRNA'larin
baskilanmasi yoluyla apoptozu baslatir. Kaspaz-2 (CASP2), apoptoz icin gerekli olan
bir proapoptotik proteazdir. Bu miRNA’lar CASP2'nin translasyonunu baskilar ve
RIDD mekanizmasiyla kesilmeleri bu baglatici proteazin ekspresyonunu arttirir ve

mitokondri-bagimli apoptozu aktive etmesini saglar (61, 63, 64, 65).
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IREla, farkli UPR yolaklarini aktiflestirmek i¢cin RNaz substrat 6zgiilliigiini
ayarlar. Farkli substratlart hedeflemek i¢in IREla'nin bu 6zgilligii ayarlamasi,
fosforilasyon durumu, konformasyonel degisiklikler ve IREla regiilatorleri ile fiziksel
baglarin kombinasyonlarina bagli olabilir (66). Memelilerde yapilan c¢alismalarda,
IRE1’in bu degisken RNaz aktivitesinin XBP1 mRNA kesimi ile daha ¢ok hayatta
kalim ve RIDD mekanizmastyla ise apoptozu indiiklemesi hiicre kaderi iizerinde karsit
etkilere sahip oldugunu gostermistir (63, 66).

IRE1'in, ER homeostazisinin diizenlenmesinin yani sira hiicresel homeostaza da
katki sagladigi gozlemlenmistir. Ornegin, kriptokrom sirkadiyen ritim 1/ kriptokrom
sirkadiyen ritim 2 (CRY1 / CRY2)- aracili sirkadiyen ritim, IREla'nin karacigerdeki
IREla aktivitesini diizenledigi gosterilmis, bu da IREla'nin, ER fonksiyonlarini
sirkadiyen-iliskili fizyolojik siireglerin iistesinden gelebilmek icin koordine ettigini
ortaya koymustur. Bu gozlemler, IREla'ya bagli UPR, sirkadiyen regiilasyonu ve
karacigerin metabolik siirecleri arasinda baglanti olusturur (67). Ayrica, lipid
homeostazindaki bozulmalarin IREla yolagiyla UPR’yi aktive ettigi ve PERK'in lipit-

bagimli UPR aktivasyonu i¢in zorunlu olmadigi gosterilmistir (68).

2.4.3.1.XBP1

XBP1(X-Box Protein 1), ilk olarak 1990’larin basinda major histokompatibilite
kompleksi simif II (MHC-II) genlerinin promotdr bolgelerinde bulunan cis-acting X
kutusu motifine baglanma kabiliyetine sahip bir temel bolge 16sin fermuar (bZIP)
proteini olarak tanimlanmistir (55, 69, 70). Daha sonra ise, CREB/ATF(CAMP
responsive element binding protein/activating transcription factor) ailesine ait bir

transkripsiyon faktorii oldugu ve UPR hedef genlerini regiile ettigi bulunmustur (55).

XBPl'in iki izoformu vardir; XBP1 kesilmis (XBP1s-splicing) ve XBP1
kesilmemis (XBPlu-unsplicing). XBP1ls, UPR'de yer alan birgok genin
transkripsiyonunu diizenleyen bir anahtar transkripsiyon faktoriidiir. XBPlu ise

transkripsiyonel aktivitesi olmayan inaktif bir formdur (Sekil 2-13) (55).
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Sekil 2-12: XBP1s ve XBP1u formlarinin sematik gosterimi (53)

Sayilar aminoasit pozisyonlarim gosterir. ORF: Acik okuma cergevesi (open reading frame) HR: Hidrofobik
bolge, TP: Translasyonu durdurma bolgesi

XBP1 mRNA’nin kesilme verimliligi, XBP1u tarafindan kontrol edilir. XBP1u,
kendi mRNA’sinin ER membrana etkin bir sekilde hedeflenmesini saglamak i¢in TP
(Translational pausing) bolgesi vasitasiyla translasyonel duraklatmayi baslatir. Yeni
sentezlenen XBP1lu peptidinin tizerindeki hidrofobik bdlge (Hydrophobic region-HR),
XBP1lu mRNA'sin1 ER zarina hedefleyerek aktif IREla tarafindan islenmesini arttirir
(72).

Hiicre i¢inde normal zamanlarda da XBP1s ile XBP1u arasinda bir denge vardir.
Uzun siireli ER stresinde, XBP1u birikir ve XBP1s’in proteazom-aracili degredasyonu
icin sitozolde XBPls ile kompleks olusturur. Bu geribildirim dongiisii, uzayan ER
stresten sonra XBPl'e bagli cevaplarin zayiflamasina katkida bulundugu igin,

XBP1lu’nun XBP1s’in negatif regiilatorii oldugunu diisiincesini destekler (71).

IREla'nin oligomerizasyonu ve trans-otofosforilasyonu, proteinin sitozolik
endoriboniikleaz etkinligini aktive eden konformasyonel degisiklige neden olur (72).
IREla niikleaz aktivitesiyle, XBP1 mRNA’nin C-terminal bolgesinde bulunan 26
niikleotit dizisini keser (Sekil 2-14).Daha sonra tRNA ligaz RCTB (tRNA splicing
ligase from bacteria) ile XBP1 mRNA' s1 yeniden birlestirilir. Bu da XBP1’in durdurma
kodonunun okunmasin1 saglayan translasyonel cerceve kaymasma neden olur.
Boylelikle 261 aminoasitten (aa) olusan XBP1u (XBP1-unsplice) proteinden kararli ve
hayli aktif olarak bilinen 376 aa sahip transkripsiyon faktorii XBP1s proteini olusur (46,
72, 73, 74). Daha sonra XBP1s, UPR hedef genlerinin ekspresyonlar1 diizenlemek icin

niikleusa translokasyon yapar (74).



28

ER Stres

*Katlanma
A AYAYAYA XBP1s *ERAD Mekanizmasi
— o
Ap-1. N *Protein kalite kontrol
kesilme *ER Saperonlari
it _ 5 (splicing)
ER limen 5= 0 Sitozol

Sekil 2-13: IRE1o/XBP1 yolag

Kaynak 53’ten modifiye edilmistir.

XBP1s'in  aktivitesi, post-translasyonel = modifikasyonlarla  degisebilir.
Fosfatidilinositol 3-kinazin p85a diizenleyici altbirimi XBP1s ile etkilesirse, XBP1s’in
niikleer translokasyonu artar. MAPK p38 de XBPIs'i fosforilleyerek c¢ekirdege
translokasyonunu arttirir.  Asetilasyon ve sumolasyon sirasiyla XBPl1s’in

transkripsiyonel aktivitesini arttirir veya zayiflatabilir.

Giliglii bir transkripsiyon faktorii olan XBPls’in, UPR’yle iliskili olarak

transkripsiyonal hedefleri;

v’ Protein katlanmasinda gorev alan birgok foldaz, Hsp40 gibi ATPaz
saperonlart (ERdj4, p5S8IPK ve HEDJ9)

v Redoks metabolizmasinda rol oynayan oksidorediiktazlar,
v Vezikiiler trafige ve tasimaya dahil olan genler (Sec23a ve b gibi),

v' Protein kalite kontroliinde, glikolizasyonda, ER’ a protein girisinde ve ER

biyogenezinde gorev alan genler,
v" ERAD mekanizmasi komponentleri (EDEM),

v' Disiilfid bag olusumuna katkida bulunan protein disiilfid izomeraz (PDI-

P5) gibi saperonlardir (46, 58, 69, 74, 71, 75).

XBP1s ayrica, ER streste ER membranin genislemesi i¢in gerekli olan fosfolipid

sentezini diizenler (71).
Birlikte, XBP1'e bagli genlerin transkripsiyonu;
v" ER saperonlari uyarip protein katlanma kapasitesini arttirarak,

v" ER membran biyosentezinde artis saglayarak,
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v’ Proteazomal ubikitin yolagi ile polipeptit retrotranslokasyonunu ve

degredasyonunu uyararak ER stresi azaltmaya calisir (74).
XBP1s, UPR’ den bagimsiz olarak da;
v Pro-inflamatuar sitokinlerin {iretimini,
v Lipid ve heksozamin biyosentezini,
v HIF-1a hipoksi cevabini,
v

Hiicresel farklilasmayi regiile eder (58, 71).

2.4.3.1.1.XBP1’in Gorev Aldig1 Yolaklar

Son yillarda yapilan calismalarla, IREla-XBP1 yolaginin inflamasyon, hiicre
sagkalimi, apoptoz, anjiyogenez ve hiicre farklilagmasindaki rolleri ortaya konmustur

(Sekil 2-15) (55).

inflamasyon
UPR
Anjiyogenez
IREla
Otofaji XBPls Hiicre
sagkalimi
Apoptoz Hiicre

tarkhlagmasi

Sekil 2-14: IRE1a-XBP1 yolaginin rol oynadigi durumlar

2.4.3.1.1.1. Hiicre Farkhlasmasi

XBP1, erigkin dokularin ¢ogunda eksprese edilir. Fakat yapilan caligmalar
spesifik olarak bazi hiicrelerin ve dokularin gelisimi i¢in de XBP1’in 6énemli oldugunu
ortaya koymustur (76). Ornegin; XBP1 knock-out embriyolarin siddetli karaciger
hipoplazisi ve fetal anemiden dogduktan kisa siire i¢inde 6ldiigii gézlemlenmistir bu da
XBP1’in hepatosit biliylimesi i¢in 6nemli oldugunu gosterir. Ayrica XBP1; pankreatik,
tikkriik bezi epitelyal ve Panet hiicreleri gibi yiiksek salgilama kapasitesine sahip

hiicrelerin gelisimi igin gereklidir (55).
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XBP1, adiposit farklilasmasinda rol oynar. Adipojenez siirecinde, XBP1 6nemli
bir adipojenik faktor olan C/EBPa’nin (CCAAT/enhancer binding protein a) promotdr
bolgesine baglanarak ekspresyonunu regiile eder (69).

XBP1, B hiicrelerinin plazma hiicrelerine terminal farklilasmasi i¢in 6nemlidir
(71). XBP1, son asama efektor CD8+ T hiicrelerinin farklilasmasinda da rol oynar.

BDNF (Brain-derived neurotrophic factor), akson biiylimesi ve hiicre
farklilagsmasini arttirmak i¢in ndronlarda XBP1 mRNA kesilmesini aktive eder (69).

Miyeloid hiicrelerin ve eozinofillerin progenitorleri, paralel ER stres sinyal
yolaklarin1 uyarmadan IREla' y1 ve Xbpl mRNA'nin kesilimini segici olarak aktive
eder. XBP1-eksik olusan eozinofillerde, sagkalim igin gerekli olan graniil proteinlerinin
agir defektlere sahip oldugu gorilmiistiir (77).
2.4.3.1.1.2.Anjiyogenez

Vaskiiler endotel hiicre biliylime faktori (VEGF), endotel hiicrelerinin
¢ogalmasimi regiile ederek anjiyogenezde 6nemli bir rol oynar (78). UPR'nin ATF4,
XBP1s ve kesilmis ATF6 gibi her ii¢ kolundaki transkripsiyon faktorlerinin, VEGF'in
promotdr bolgesine baglandigi ve onun transkripsiyonunu diizenledigi gosterilmistir.

XBP1s, VEGF’in promotdriinde en az iki bolgeye baglanma kapasitesine sahiptir (75).

Anjiyojenik programlar, ER liimenindeki katlanmamis proteinlerin birikiminden
bagimsiz olarak da UPR yolaklarini tetikleyebilir. Ornegin; VEGF, kinaz ekleme alan1
reseptoriine (KDR / VEGFR2) baglanarak bir kompleks olusturur. Bu kompleks, IREla
ve XBPlu ile etkileserek XBP1 kesilmesini kolaylastirir. VEGF ile indiiklenen XBP1
kesilmesi, Akt/GSK/ B-katenin/E2F2 yolaklarini aktive ederek (Sekil 2-16) endotel

hiicre biiyiimesi ve proliferasyonununda 6nemli rol oynar (75, 78).
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Sekil 2-15: XBP1’in endotel hiicre proliferasyonundaki rolii
Kaynak 75’ten modifiye edilmistir.

Embriyonik gelisimde XBP1s’in etkisini incelemek i¢in yapilan g¢aligmalarda,
XBP1—/— farelerinde plasental VEGF seviyelerinin normal oldugu goriilmiistiir. VEGF
ekspresyonunun azaldigi Oliimle sonuglanan IREa—/— embriyolarinin aksine, XBP1-
eksik embriyolarda yetersiz kan damar1 gelisimi ve daha sonra retinal
vaskiilarizasyonda gecikme gozlemlenmistir. Bu veriler IREa/XBP1 yolaginin, fetal
gelisimde plasentada veya embriyoda anjiyogenezi etkileyerek, embriyonik
vaskiilarizasyonda gorev aldigin1 gostermektedir (75).
2.4.3.1.1.3.inflamasyon

XBPl'in biyolojik fonksiyonu, UPR ve IREla ile iliskilendirilmeden once
immiinoloji alanindaki c¢aligmalarla kesfedilmistir. UPR, dendritik hiicreler ve
makrofajlar da dahil olmak iizere immiin hiicre fonksiyonunun ve farklilagsmasinin
kontroliinde gorev alir. XBP1 de bu hiicrelerin ¢esitli biyolojik yonlerini regiile eder
(56).

Toll-benzeri reseptorler (TLR) gibi patojen sensorleri, spesifik saldirilara karsi
uyarlanmis yanitlar1 diizenleyen transkripsiyonel programlar1 aktive etmek icin
patojenleri tespit eder. TLR4 ve TLR2'nin spesifik olarak IREla - XBP1 yolagini aktive
ettigi yapilan caligmalarla gosterilmistir. Makrofajlarda TLR'ler, XBP1 transkripsiyon
faktoriiniin sitozolik kesimesini ve aktivasyonunu desteklemek i¢in IREla'ya baglanir.
TLR aktivasyonu ile olusan XBP1s, hiicre ici patojenin etkin temizligi i¢in gerekli olan
interlokin 6 (IL-6), interferon-B(IFNP) ve tiimor nekroz faktoriiniin (TNF) optimal ve

stirekli Uiretimi i¢in gereklidir. TLR uyarimi ATF6 ve PERK sinyalizasyonunu bastirir,
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klasik bir ER stres yanitini tetiklemeden ozellikle XBP1-bagimli IL-6 {iretimini
indiikler. Baz1 kanitlar da TLR'ler ile XBP1 mRNA kesilmesinin, proteinlerin yanlis

katlanmasindan bagimsiz oldugunu gostermektedir (72, 75, 79).

XBP1'in aktivasyonu, ayni zamanda, MHC sinif I-baglantili antijen sunumunu
koordine eden bir anahtar protein olan TAP1 (transporter of antigenic peptides-1) gibi
bagisiklik cevabi ile ilgili hedef genleri diizenleyen mikroRNA'larin {iretimini de
diizenler. Ornegin; miR-346 indiiksiyonu, TAP1 protein seviyelerini biiyiik 6l¢iide
azaltir ve ayrica dolayli olarak da HLA smif I mRNA'larinin (HLA-B, HLA-C ve HLA-
F) seviyelerini de azaltabilir (55, 72).

2.4.3.1.1.4.Apoptoz ve Hiicre Sag kalim

XBP1 aktivasyonunun seviyesi ve siiresi, hiicre kaderi tizerindeki biyolojik
etkiler i¢in 6nemlidir. Hafif ER stres kosullar1 altinda, XBP1 mRNA kesilmesi gecicidir
ve hiicrenin sagkalimina yoneliktir. Uzun siiren ER stresten sonra XBPls

ekspresyonunun azalmasi, hiicrelerin apoptoza maruz kalmasini hassaslastirir (55, 56).

Ornegin; XBP1 kesilmesinin gecici aktivasyonu endotel hiicre (EH)
proliferasyonunu arttirir. Siirekli aktivasyonu ise, ¢coklu kaspaz etkinligi ile apoptozise,
endotelyum asinmasina ve aterosklerotik lezyon gelisimine neden olur. Ayni1 zamanda
XBP15s’in siirekli ekspresyonu; insiilin, PDX1 (Pancreatic And Duodenal Homeobox 1)
ve MAFA (musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homologue A) inhibisyonu

yoluyla S-hiicre disfonksiyonunu ve apoptozu indiikler.

SUMO, c¢ok sayida proteini kovalent olarak modifiye edebilen ve Sentrin /
SUMO' ya 6zgii proteazlarin (SENP) bir ailesi tarafindan tersine ¢evrilebilen ubikuitin
benzeri bir proteindir. ER streste XBP1’in sumolasyonu, XBP1'in transkripsiyonel

aktivitesini baskilar ve apoptoza yola agar (55).
2.4.3.1.1.5.0tofaji

ER streste, katlanmamis ve yanlig katlanmis protein agregatlarini ortadan
kaldirmak i¢in ERAD mekanizmasi aktive edilir. Yanhlis katlanmis polipeptitler
proteazoma tasmirken (ERAD 1), biyiikk protein agregatlar1 ise otofajinin aktive
edilmesiyle oncelikli olarak ER’ da islenir (ERAD II). Hiicresel islevi siirdiirmek
amaciyla proteinlerin ve organellerin kalitesini korumak i¢in, diisiik diizeyde bir otofaji

onemlidir.
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XBP1s; ERdj4, HRD1, EDEM ve EDEM2 gibi ERAD bilesenlerini kodlayan

major genlerin transkripsiyonunu aktive eder (55).

Endostatin ile uyarilan XBP1 mRNA kesilmesi, EH'lerinde otofajik vezikiil
olusumuna neden olan ve EH' nin hayatta kalmasina veya apoptoza yol agan otofajik bir
yanit1 tetikler. XBPl1s, otofaji belirteci BECLIN-1 ekspresyonunu promotoriine
baglanarak aktive eder. Aktive BECLIN-1, LC3-bll (mikrotiibiil iligkili protein 1 hafif
zincir 3-b) aktivasyonunu saglayarak otofajik cevabi indiikler (55, 69, 80).

IREla / XBP1 yolagi ile otofaji / ERAD II indiiksiyonuna, ER-membran tasiyict
AT-1'in aktive edilmesi ve otofaji proteini Atg9A'nin asetilasyonunun dahil oldugu
distiniilmektedir. Bu islem sirasinda, IREla-XBP1 sinyallemesi ilk olarak ER
membrana, AT-1 membran tasiyicisi araciliiyla bir asetil-CoA akinini indiikler. ER' un
limenindeki asetil-CoA seviyeleri, otofajiye baglt ERAD' in indiiksiyonu i¢in son sinyal
olarak gorev yapan Atg9A' nin asetilasyon durumunu belirler. Bu nedenle IRE1a/XBP1
yolagi, hiicresel stres yanitim1 diizenlemek i¢in UPR, ERAD ve otofajinin

biitiinlestirilmesinde 6énemli bir rol oynar (55, 69).

Intestinal epitelyal hiicrelerinde XBP1'in delesyonu, PERK/eIF2/ATF4 yolagim

aktive eden ve otofajiyi artiran ER stresine yol agar (55).

2.4.4XBP1 Yolag1 ve Kanser

Kanserde gozlemlenen mikrogevresel degisikliklere adaptif bir mekanizma
olarak calisan UPR, kanser hiicrelerinin doniisiimiinii tetikleyen, sagkalimini arttiran ve
hiicrenin metabolik durumunu ayarlayan mekanizmalar1 modiile eder. Bu sekilde UPR
kanserde; anjiyogenezi, metastatik kapasitesiyi, ila¢ direncini ve immiinosiipresyonu

arttiran bir bilesen olarak kabul edilir (46, 49, 73).

Kanser hiicreleri, toksik kosullardan kurtulmak icin sag kalimi destekleyen IRE1
sinyal yolagini secebilir. Artmis XBP1s seviyeleri bir¢ok tiimorde gézlenmistir ve kotii
prognozla korelasyon gosterir. Hipoksik kosullar altinda kanser hiicresi sag kalimi i¢in
XBP1s’in gerekli oldugunu gozlemlenmistir. Ayrica yapilan g¢alismalar UPR'nin
IRE1/XBP1 kolunun kemoterapiye karsi direng saglamada oOnemli olabilecegini

gostermistir (81, 82).
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XBP1s, ostrojeni regiile eden bir gendir ve meme kanserinde, XBP1s seviyeleri
ile Ostrojen reseptorii-a ekspresyonu arasinda giiclii bir korelasyon vardir. Bu diisiince
ile tutarh olarak, XBP1'in Ostrojen reseptor ekspresyonunu modiile ettigi gosterilmistir.
XBP1 ayrica, Ostrojen reseptorii pozitif hiicrelerde hiicre sagkalimini kontrol edebilir.
Ostrojen reseptorii a-pozitif gdgiis kanseri hiicrelerinde de XBP1'in asir1 ekspresyonu,
apoptoz ve hiicre dongiisii ilerlemesiyle iliskili genlerin yani sira Ostrojen kaynakli
tiimor biiylimesini de regiile ederek anti-Ostrojen direncine yol agabilir. XBP1s, HIF1a
hedef genlerinin ekspresyonunu diizenlemek i¢in HIFla ile bir transkripsiyonel
kompleksi olusturarak, TNBC (Triple-negative breast cancer) hiicrelerinin

tiimdrijenisitesini ve progresyonunu arttirdig1 yakin zamanda gosterilmistir (49, 83).

UPR, multipl miyelom (MM) hiicrelerinde oldukca aktiftir ve bu aktivite
ilerlemis hastalik asamalarinda daha da artmaktadir. Antijenik uyaranlara yanit olarak,
germinal merkezdeki olgun B hiicreleri, bir dizi transkripsiyon faktoriiniin koordineli
ifadesini igeren antikor {ireten plazma hiicrelerine farklilasir. Bu transkripsiyon
faktorlerinden biri de plazma hiicresi farklilasmasi ve immiinoglobulin iiretimi igin
kritik bir rol oynayan XBP1’dir. Normal plazma hiicre biyolojisindeki bu énemli rol
dogrultusunda, XBP1s’in asir1 ekspresyonu cogu MM olgusunda gosterilmistir.
XBP1'in asir1 ekspresyonunun prognostik rolii yakin zamanda klinikte tanimlanmustir.
Yiiksek XBP1s seviyeleri, yeni teshis edilmis 253 hastadan alinan tiim 6rneklerde tutarl
bir sekilde saptanmistir. XBP1u’ya oranla XBP1s’in yiiksek seviyeleri, daha 6nceden
bilinen diger prognostik faktorlerden bagimsiz olarak, diisiik genel sagkalim ile

dogrudan iliskilidir (84).

Philadelphia kromozomu (Ph), 9. kromozomun 34. bolgesindeki Abll1(Abelson
murine leukemia viral oncogene homolog 1) geninin, 22. kromozomun 11. bolgesindeki
BCR (Breakpoint cluster region) geni ile birleserek olusur. BCR-ABLL1 tirozin kinaz
fiizyon geni ¢ok zayif sagkalim oranlar ile iligkili bir yiiksek riskli bir altkiimeyi (Ph +
ALL) tanimlar. Yapilan caligmalar, BiP, IRE-la ve XBP1'in yiiksek riskli Ph+ ve
MLLr+ (mixed lineage leukemia gene) B-ALL alt kiimelerinde artarak diizenlendigi
gostermistir.  Ayrica, BiP veya XBPl'in delesyonu, BCR-ABL1 B-ALL fare
modellerinde apoptoza neden olmustur. Ph + ALL alt kiimelerinde, dogrudan BCR-
ABL fiizyon onkogenini hedef alan imatinib veya dasatinib gibi tirozin Kkinaz

inhibitorler (TKI) basaril1 bir tedavi i¢in gereklidir.
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Ph+ ALL primer vakalarinda, imatinib tedavisinin XBP1 ekspresyonunu
azalttig1 goriilmistiir. Bu, IRE-la / XBP1 yolagini bir TKI ile hedefleyen potansiyel bir
ikili stratejinin yararli olabilecegini diistindliirmektedir. Klinik olarak, XBP1s’in yiiksek
ekspresyonu B-ALL'de ve alt tipi olan Ph+ ALL alt grubunda da zayif prognozla

korelasyon gostermistir (85).



3.1.Gereg

3. GEREC VE YONTEM

3.1.1.Kullanilan Hasta Ornekleri
Istanbul Universitesi AZIZ SANCAR Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Genetik
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Anabilim Dali'ma AML tanisi i¢in basvuran hastalarin izole edilen RNA'larindan

translokasyon analizleri yapildiktan sonra artan RNA Ornekleri kullanildi. Rastgele

secilen 100 hasta 6rnegi ve bazi hastalarin enstitiiye analiz i¢in tekrar gelislerinde alinan

ornekleri de ¢alismaya dahil edildi. Yapilan calisma icin Istanbul Tip Fakiiltesi klinik

arastirmalar etik kurulu onay1 alindi. Arastirma kapsamindaki olgularin %45’ini (n=45)

kadin, %55’ini (n=55) erkek olusturmaktadir.

3.1.2.Kullanilan Kontrol Ornekleri
Saglikli kontrol grubu olarak Human Bone Marrow Total RNA (Clontech, USA
cat n0:636591) kullanild1. Yaslar1 22-85 arasinda degisen 56 Asyali erkek ve kadina ait

kemik iligi 6rnekleri birlestirilerek elde edilen total RNA 6rnegi kullanilmistir.

3.1.3.Kullanilan Kitler

v" Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, 05081955001)
v" LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche, 04707516001)

v

PureLink, RNA Mini Kit (Invitrogen,1762380)

3.1.4 Kullanilan Cihazlar

v

NN N N N N N RN

Buz Makinas1 (Cornelius)

Buzdolab1 -80 °C (Thermo Scientific)
Buzdolab1 +4 °C/-20 °C (Beko)

Distile Su Cihazi (Milipore)

Hassas Terazi (Kern)

Inkiibatdr (Thermo Electron Corporation)
Laminar Akisl Steril Kabin (Nuanre)
Mikrodalga Firin (Argelik)

Mikroskop (Olympus)

Nanodrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific)
Otoklav (Siimer)
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Pipet Seti (Gilson)

PZR Cihaz1 (Eppendorf, Mastercycler)

Real Time PZR (Light Cycler 480-11, Roche)
Santrifiij (Hettich)

S1v1 azot tanki1 (StateBourne)

Sogutmal1 Masatistli Santrifiij (Hettich)

Su Banyosu (Memmert)

Vorteks (Stuart)

AN NNV N N NN

3.2.Yontem

3.2.1. Kalitatif PZR

Arastirmaya dahil edilen AML olgularinda XBP1s varyantinin olup olmadigini

belirlemek i¢in Oncelikle hasta drneklerinin RNA’larindan ¢cDNA elde edildi. Soliisyon

D’de bulunan bazi hasta érneklerinin de 6nce RNA’lar1 daha sonra cDNA’lar1 yapildi.

3.2.1.1.s0IlD’ den RNA Elde Edilmesi
Soliisyon D’de bulunan hiicrelerden RNA izolasyonu PureLink, RNA Mini Kit

(Invitrogen) kullanilarak asagidaki prosediire gore yapildi.

1.

-80°C ‘de buzdolabinda bulunan ornekler ¢oziildiikten sonra tiiplerde bulunan
soliisyon D+hiicrenin mililitresine gére ayni1 miktarda %70’lik etanol eklendi.

Eklendikten sonra iyice karistirilarak daha sonra da vortekslendi.

Sonra karisim mini spin kolonlara aktarilarak oda 1sisinda 12.000g’de 15 saniye

santrifiij edilerek RNA nin filtreye baglanmasi saglanda.

Santrifiijden sonra altta kalan sivi dokiildii ve kolonun tizerine 700 ml Wash

Buffer | eklendi ve tekrar 12.000g’de 15 saniye santrifiij edildi.

Altta kalan sivi dokiildii ve kolonun tizerine 500 ml Wash Buffer 1l eklenerek
12.000g’de 15 saniye santrifiij edildi. Santrifiijden sonra bu yikama islemi bir
kez daha yapildi.

Baglanmis RNA’l1 filtreyi kurutmak i¢in 12.000g’de 2 dakika santrifiij edildi.

Yeni tiipe aktarildiktan sonra filtrenin tam ortasina gelecek sekilde {izerine 30 pl

RNaz icermeyen steril su koyuldu. 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten
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sonra >12.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. RNA’nin suda ¢oziinerek filtreden
ayrilip tiipe gegmesi saglandi.

. Elde edilen RNA’larin miktar1 Nanodrop-2000 cihaziyla belirlenerek -80°C’de

saklandi.

3.2.1.2. Hasta érneklerinin RNA’larindan ¢cDNA zolasyonu

Orneklerin RNA’larindan ¢cDNA sentezi Transcriptor High Fidelity cDNA

Synthesis Kit (Roche) kullanilarak asagidaki prosediire uygun olarak yapildi.

1.

1 pg Total RNA 9 ul olacak sekilde sulandirildi.

RNA-Su karisiminin iizerine 2 pl random hexamer ve 1 pl dNTP eklendi. Tyice
karistirildiktan sonra 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi ve buza alindi.

Uzerine; 4 ul 5X Tampon ¢dzelti, 2 ul 0,1M Dithiothreitol (DTT), 1 ul RNaz
Inhibitdr (40U/ul), 1 ul ReverseTranscriptase ile hazirlanmis karisimdan 8 pl

eklendi.

PZR kosullar1 37°C’de 1 saat ve 94°C’de 5 dakika olacak sekilde ayarlanarak
uygulandi ve cDNA elde edildi.

c¢DNA o6rneklerinin miktar1 Nanodrop-2000 cihazi kullanilarak belirlendi.
Ornekler -20°C°de saklandu.
Kalitatif PZR reaksiyonlar1 25 pl hacminde;

2,5 ul 10x PCR buffer (50 mM KCL; 10 mM Tris-HCL; 1,5 mM MgCI2),
1,5 pl 2mM MgCl12,

0,5 pl Primer F,

0,5 pl Primer R,

1,6 pul 2,5mM dNTP karisima,

0,5 ul Tag DNA polimeraz,

AN N N N N

1 ul cDNA igeren karisimla Eppendorf, Mastercycler PZR cihazina
konuldu.
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PZR kosullar1 94°C’de 2 dakika (1 dongii) 6n denatiirasyondan sonra, 94°C’de
30 saniye, 57°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye (35 dongii) ve son olarak 72°C’de 5
dakika olacak sekilde uygulandi.

XBP1 genine spesifik primerlerin dizileri Tablo 3-1’de gosterilmistir.

Tablo 3-1: XBP1 genine ait primerler

GEN ADI | PRIMERLER PZR Uriin
Boyutu
XBP1-F CCTTGTAGTTGAGAACCAGG | XBPlu-442nt
XBP1-R GGGGCTTGGTATATATGTGG | XBP1s-416nt

Kalitatif PZR’dan sonra elden edilen 6rnekler %3’liikk agaroz jelde yiiriitiilerek, XBP1s
varyantinin olup olmadig: bakild1 (Sekil 3-1).

el 2.3 4 5 6 7 8 9101112131415

/442 bc XBP1u

416 bc XBP1s

Sekil 3-1: 15 AML olgusunda XBP1s ve XBP1u varyantlari
M: 100bp ladder
3.2.2.Kantitatif Es Zamanh PZR (QRT-PZR)

Hastalara ait RNA Orneklerinden elde edilen cDNA’lardan qRT-PZR
yontemiyle XBP1, HLA-B, BiP genlerinin ekspresyon diizeyleri belirlendi. Kantitasyon
icin es zamanl kantitatif PZR LightCycler 480 cihazi ve Light Cycler 480 SYBR Green
I kiti kullanildi.

gRT-PZR reaksiyonunun karigim icerigi her gen icin; 5 ul SYBER Green I, 1 pl
primer F, 1 pl primer R, 1 ul H,O ve 2 pl cDNA olarak hazirlandi.
gRT-PCR kosullart;

v" On denatiirasyon: 95°C’de 60 saniye (1 dongii)

v Amplifikasyon: 95°C’de 10 saniye, 62°C’de 30 saniye ve 72°C’de 10
saniye (45 dongii)
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v Melting Curve analizi: 95°C’de 5 saniye, 65°C’de 1 dakika ve 97°C-,
v" Sogutma: 4°C’de 30 saniye olacak sekilde uygulandi.

Her PZR reaksiyonu i¢in negatif kontrol olarak ¢cDNA yerine su kullanildi.
Standartlar ic¢in seri dilusyonlar hazirlanarak, her diliisyon ve her 6rnek c¢ift olarak
caligildi. Hedef genlerin ekspresyon degerleri referans gen degerlerine boliinerek
normalize edildi.

XBP1, HLA-B, BiP genlerine spesifik primerler ve referans gen olarak da
18SrRNA genine 6zgii primerler kullanildi. Bu primerlerin dizileri Tablo 3-2’de

gosterilmistir.

Tablo 3-2: XBP1, HLAB, BiP ve 18SrRNA’ya spesifik primerler

GEN ADI PRIMERLER PZR Uriin Boyutu
XBP1s-F AGGCTCGAATGAGTGAGCTGG | XBP1u-246nt
XBP1s-R GCAGAGGTGCACGTAGTCTGA | XBP1s-220nt
HLA-B-F TCAAGGTGTGAGAGACACAT 140nt
HLA-B-R TCCTAGCAGTTGTGGTCATC
BIP-F GCAGGACATCAAGTTCTTGCC 192nt
BIP-R GGTACCAGTAACAACTGCATGG
18SIRNA-F | GGCCCTGTAATTGGAATGAGTC 207nt
18SIRNA-R | CCAAGATCCAACTACGAGCTT
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Hastalarin XBP1, HLA-B ve BiP ckspresyon degerleri belirlendi ve saglikli
kontrollerle karsilastirildi. Orneklere ait standart egri ve XBP1, HLA-B, BiP ve
18SrRNA genlerine ait amplifikasyon egrileri Sekil 3-2’de gdsterilmistir.

Amplification Curves
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Sekil 3-2: Orneklere ait amplifikasyon ve standart egrileri

3.3.Istatiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler SPSS’20 istatistik programi ile analiz edildi. Verilerin
analizinde elde edilen bulgular ortalama ve yiizde (%) olarak tablolarda gosterildi.

Verilerin karsilastirmasinda, parametrik veriler igin independent sample T testi ile
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parametrik olmayan verilerin karsilastirmasinda non-parametrik test yontemlerinden
Kruskal Wallis ve Mann Whitney U testleri kullanildi. Veriler arasindaki korelasyonu
arastirmak amaciyla, Pearson ve Spearman’s testi, nitel verilerin karsilastirmasinda
korelasyon ve Ki-Kare testi uygulandi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Elde edilen veriler tablolar ile gosterilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya Istanbul Universitesi AZIZ SANCAR Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii Genetik Anabilim Dali’na bagvuran hastalardan se¢ilen 100 AML olgusu ve
kontrol olarak kullanilmak tizere 56 bireyden alinan saglikli kemik iligi 6rnekleri
birlestirilerek elde edilen total drnek dahil edilmistir. Elde edilen sonuglar istatiksel

olarak analiz edilerek bulgular tablolandirilmistir.

HLA-B, BiP, XBP1 genlerinin ekspresyonlar1 analiz edilen toplam 100 AML
olgudan %45’1 (n=45) kadin, %551 (n=55) erkektir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Cinsiyete gore AML olgularinin dagilimi

Cinsiyet N(Say1)-Oran(%o)
Kadin 45(%45)

Erkek 55(%55)

Toplam 100(%2100)

Olgular 1-85 yas araliginda olup, bunlarin %12’si (n=12) kiz ¢ocuk, %33l
(n=38) yetiskin kadin, %10’u (n=10) erkek ¢ocuk ve %45’1 (n=45) yetiskin erkektir
(Tablo 4-2).

Tablo 4-2: Cocukluk ¢ag ve yetiskin AML olgularinin cinsiyete gore dagilim

Cinsiyet N(Say1)-Oran(%o)
Kiz Cocuk 12(%12)

Yetiskin Kadin 33(%33)

Erkek Cocuk 10(%10)

Yetiskin Erkek 45(%45)

Toplam 100(%2100)




44

AML olgularinin HLA-B, XBP1 ve BiP ekspresyon degerleri Tablo 4-3’de
gosterilmigtir. Ekspresyon degerleri normal dagilima uymadigr igin One Sample
Kolmogorov-Smirnov testiyle ekspresyon degerleri hesaplanmistir. 100 olgunun HLA-B
ekspresyon degerleri 0,005 ile 2,10 arasinda olup ortalama degeri 0,742’dir. BiP
ekspresyon degerleri 0,022 ile 0,77 arasinda olup ortalama degeri 0,162°dir. XBP1
ekspresyon degerleri ise 0,002 ile 0,22 arasinda olup ortalama degeri 0,039°dur.

Tablo 4-3: Olgularin HLAB, XBP1 ve BiP ekspresyonlari

Sayi(N) En En Ortalama | Standart
Az(Min) Cok(Max) Sapma
HLA-B 100 0,005 2,10 0,742 +0,710
BiP 100 0,022 0,77 0,162 +0,134
XBP1 100 0,002 0,22 0,039 +0,039

Cocukluk ¢agi (0-17 yas) ve yetiskin (18 yas ve iistiil) AML olgular ile HLA-B,
BiP ve XBP1 ekspresyon degerlerinin karsilastirilmasi Tablo 4-4’de gosterilmistir.
Yapilan Non-parametric independent samples ve Mann-Whitney U testlerinin
sonucunda yas ile HLA-B, BiP ve XBP1 ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamistir (p=0,215; p= 0,143; p=0,527).

Tablo 4-4: Cocukluk ¢ag ve yetiskin AML olgularinin HLAB, BiP ve XBP1 ekspresyon
degerlerinin karsilastirilmasi

Durum N(Say1) | Ortalama | Std. p
Sapmaz (Anlamhhk)

Cocukluk | 22 0,623 0,6214

HLA-B Yetiskin | 78 0,775 0,7332 0,215
Cocukluk | 22 0,180 0,1166

BiP Yetiskin | 78 0,156 0,1397 0,143
Cocukluk | 22 0,038 0,0291

XBP1 Yetiskin | 78 0,039 0,0423 0,527

Olgularin cinsiyeti ile HLA-B, BiP ve XBP1 ekspresyon degerleri arasinda bir
korelasyon olup olmadigini arastirmak amaciyla yapilan Non-parametric independent
samples ve Mann-Whitney U testlerinin bulgulari Tablo 4-5’te gosterilmistir. HLA-B,
BiP ve XBP1 ekspresyon degerleri ile olgularin cinsiyetleri arasinda istatiksel olarak

anlamli bir degisiklik olmadigi goriilmustiir (p=0,366; p=0,615; p=0,737).



Tablo 4-5: HLA-B, BiP, XBP1 ekspresyon degerlerinin cinsiyet ile karsilastirilmasi

Cinsiyet | N(Sayr) | Ortalama | Std. p
Sapma+ (Anlamhilik)

Kadin 45 0,720 0,8181

HLA-B Erkek 55 0,760 0,6149 0,366
Kadin 45 0,169 0,1266

BiP Erkek 55 0,155 0,1419 0,615
Kadin 45 0,041 0,0430

XBP1 Erkek 55 0,037 0,0369 0,737
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Tablo 4-6’da gosterildigi tizere, olgularin BiP ile XBP1 ekspresyonlar1 arasinda
anlamli bir korelasyon oldugu (p<0,001) belirlenmistir. Olgularin HLA-B ve BiP
ekspresyonlari arasinda da anlamli bir degisim goriiliirken (p=0,019), HLA-B ve XBP1
ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir (p=0,133). Bu bulgulara
gore, BiP ekspresyonu arttikgca XBP1 ekspresyonunun da artacagi, HLA-B ekspresyon
degerleri yiikseldikge BiP ekspresyon degerlerinin de yiikselecegi ya da XBP1
ekspresyonu arttikca BiP ekspresyonunun da artacagi ve BiP ekspresyon degerleri
yiikselirse HLA-B ekspresyon degerlerinin de yiikselecegi ifade edilebilir. HLA-B, BiP
ve XBP1 ekspresyon degerleri ile 16kosit sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon olmadigi gosterilmistir (p=0,124; p=0,280; p=0,976). Ayni sekilde yas ile
HLA-B, BiP ve XBPI ekspresyonlari arasinda da anlamli bir degisim olmadig:
gozlemlenmistir ( p=0,283; p=0,315; p=0,429).
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Tablo 4-6: HLA-B, BiP ve XBP1 ekspresyonlarinin, lokosit sayis1 ve yas ile karsilastirmasi

Korelasyon | HLA-B BiP XBP1 Lokosit | Yas
r 1 0,235 0,151 -0,178 0,108
HLA-B P 0,019 0,133 0,124 0,283
N 100 100 100 76 100
; 0,235 1 0,529 -0,126 -0,102
BiP p 0,019 <0,001 0,280 0,315
N 100 100 100 76 100
] 0,151 0,529 1 0,004 -0,080
XBP1 P 0,133 | <0,001 0,976 0,429
N 100 100 100 76 100
r -0,178 -0,126 0,004 1 0,106
Likosit p 0,124 0,280 0,976 0,361
N 76 76 76 76 76
r 0,108 -0,102 -0,080 0,106 1
Yas P 0,283 0,315 0,429 0,361
N 100 100 100 100 76

P: Anlamlilik r: Korelasyon katsayis1 N: Say1

Calisgilan 100 AML olgusunun t(15;17), t(8;21), inv(16) ve FLT3 sikliklar
Tablo 4-7°de gosterilmistir. Olgularin %84’ (n=84) t(15;17) negatif, %16’s1 (n=16) ise
pozitiftir. Olgularmn %88’ (n=88) t(8;21) negatif, %12’si (n=12) pozitiftir. Olgularin
%92’si (n=92) inv(16) negatif, %8’i (n=8) ise pozitiftir. Olgularin %98’i (n=98) FLT3

negatif, %2’si (n=2) pozitiftir.

Tablo 4-7: AML olgularimin t(15;17), t(8;21), inv(16) ve FLT3 sikhiklar

Pozitif Say1(N)- Negatif Say1(N)- Toplam(N)-

Oran(%) Oran(%) Oran(%o)
t(15;17) 16(%16) 84(%84) 100(%100)
t(8;21) 12(%12) 88(%88) 100(%100)
inv(16) 8(%8) 92(%92) 100(%100)
FLT3 2(%2) 98(%98) 100(%100)
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Tablo 4-8’de olgularin FAB gruplar gosterilmistir. FAB grubu bilinen 60
olgunun dagilimlari su sekildedir : 4 olgunun (%6,6) FAB grubu MO, 4 olgunun (%6,6)
FAB grubu M1, 12 olgunun (%20) FAB grubu M2, 16 olgunun (%26,6) FAB grubu
M3, 16 olgunun (%26,6) FAB grubu M4, 4 olgunun (%6,6) FAB grubu M5, 2 olgunun
(%3,3) FAB grubu M6 ve 2 olgunun (%3,3) FAB grubu M7°dir.

Tablo 4-8: AML olgularimin FAB gruplar:

FAB N(Sayr) Oran(%o)
MO 4 6,6

M1 4 6,6

M2 12 20

M3 16 26,6

M4 16 26,6

M5 4 6,6

M6 2 33

M7 2 33
Toplam 60 100

Tablo 4-9°da gosterildigi gibi t(15;17), t(8;21), inv(16) ve FLT3 pozitif ve negatif olan

olgular, HLA-B ekspresyonu agisindan Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak bir

degisim gozlenmemistir ( p=0,579; p=0,107; p=0,839; p=0,414).

Tablo 4-9: HLAB ekspresyonunun t(15;17), t(8;21) ,inv(16) ve FLT3 pozitif ve negatif
olgular arasinda karsilastirmasi

N(Say1) | Ortalama | Std.Sapma P

+ (Anlamhihk)
Pozitif 16 0,917 1,118

HLA-B | t(15;17) | Negatif | 84 0,708 0,606 0,579
Pozitif 12 0,436 0,254

HLA-B | t(8;21) | Negatif 88 0,783 0,742 0,107
Pozitif 8 0,684 0,440

HLA-B | inv(16) | Negatif 92 0,747 0,730 0,839
Pozitif 2 0,398 0,412

HLA-B | FLT3 | Negatif | 98 0,749 0,714 0,414
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Tablo 4-10°da t(15;17), t(8;21), inv(16) ve FLT3 pozitif olgularla negatif
olgularin BiP ekspresyonlart karsilastirilmistir. t(15;17) pozitif olgular ve negatif
olgularin BiP ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir korelasyon bulunmustur (p<0,001).
Buna gore, t(15;17) pozitif olgularda BiP ekspresyonu t(15;17) negatif olgulara oranla
daha fazladwr. t(8;21), inv(16) ve FLT3 pozitif olgularla negatif olgularin BiP
ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir degisim goézlenmemistir (p=0,865; p=0770;
p=0,388).

Tablo 4-10: BiP ekspresyonunun t(15;17), t(8;21), inv(16) ve FLT3 pozitif ve negatif
olgular arasinda karsilastirmasi

N(Say1) | Ortalama | Std.Sapma+ p

(Anlamhilik)
Pozitif 16 0,279 0,104

BiP | t(15;17) | Negatif 84 0,139 0,128 <0,001
Pozitif 12 0,146 0,097

BiP | t(8;21) | Negatif 88 0,164 0,139 0,865
Pozitif 8 0,129 0,078

BiP | inv(16) | Negatif 92 0,164 0,138 0,770
. Pozitif 2 0,080 0,065
BIP | FLT3 | Negatif | 98 0,163 0,135

t(15;17), t(8;21), inv(16) ve FLT3 pozitif olgularla negatif olgularin XBP1
ekspresyonlarinin  karsilastirilmasi  Tablo 4-11’de gosterilmistir. t(15;17) pozitif
olgularla negatif olgularin XBP1 ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir korelasyon
gorilmiistir  (p=0,015). Bu korelasyon, t(15;17) pozitif olgularin XBP1
ekspresyonlarinin t(15;17) negatif olgulara gore daha fazla oldugunu gostermektedir.
t(8;21), inv(16) ve FLT3 pozitif olgularla negatif olgularin XBP1 ekspresyonlar
arasinda ise anlamli bir farklilik olmadigi belirlenmistir (p=0,815; p=0,694; p=0,679).



Tablo 4-11: XBP1 ekspresyonunun t(15;17), t(8;21), inv(16) ve FLT3 pozitif ve negatif
olgular arasinda karsilastirmasi

49

N(Say1) | Ortalama | Std.Sapmaz p
(Anlamhilk)
Pozitif 16 0,054 0,034
XBP1 | t(15;17) | Negatif 84 0,036 0,040 0,015
Pozitif 12 0,050 0,061
XBP1 | t(8;21) | Negatif 88 0,037 0,035 0,815
Pozitif 8 0,036 0,024
XBP1 | inv(16) | Negatif 92 0,039 0,040 0,694
Pozitif 2 0,031 0,042
XBP1 | FLT3 | Negatif 98 0,039 0,039

Tablo 4-12° de kontrol ve hasta gruplarinin HLA-B, BiP ve XBP1 ekspresyon

degerleri istatiksel olarak karsilastirilmigtir. Kontrol ve hasta gruplarimin HLA-B

ekspresyonlar1 arasinda anlamli ters yonlii bir korelasyon saptanmistir (p=0,035). BiP

ve XBPI1 ekspresyonlari, kontrol ve hasta grubu arasinda anlamli bir farklilik

gostermemistir (p=0,598; p=0,565).

Tablo 4-12: Kontrol ve hasta grubu arasinda HLA-B, BiP ve XBP1l ekspresyon
degerlerinin karsilastirmasi

Grup N(Say1) Ortalama Std. p(Anlamlilik)
Sapma
Kontrol 56 1,054 0,710
HLA-B | Grubu 0,035
Hasta 100 0,742 0,531
Grubu
Kontrol 56 0,181 0,153
BiP Grubu 0,598
Hasta 100 0,162 0,134
Grubu
Kontrol 56 0,024 0,011
XBP1 Grubu 0,565
Hasta 100 0,039 0,039
Grubu
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100 AML olgusuyla yapilan ¢aligmada, 15 olguda XBP1s varyant1 bulundu. Bu
olgulardan 6’s1 kadin ve 9’u erkek olmak iizere yas ortalamalar1 da 40,33’tiir. XBP1s
varyantt bulunan ve bulunmayan olgularin yas ve 10kosit ortalamalari
karsilastirildiginda anlamli bir sonug¢ bulunamamistir (p=0,882; p=0,091). XBP1s
varyanti bulunan 15 olgunun kanda bulunan blast orani ortalamasi 71,86 iken bu
olgularin FAB siniflandirmast da M2 (N=1), M3 (N=3) ve M4 (N=6) seklindedir (Tablo
4-13).

Tablo 4-13: XBP1s varyanti bulunan olgularla XBP1s varyanti bulunmayan olgularin yas,
cinsiyet, lokosit sayis1 ve blast orani acisindan karsilastirilmasi

XBP1s(+) (N = 15) XBP1S(-) (N = 85) | P(Anlamhhk)

Cinsiyet | Kadin(N) | 6 39

Erkek(N) | 9 46
Yas ortalamasi 40,33(8-80) 43,86(1-85) 0,882
Lokosit Sayisi 34784,62 27037,30 0,091
ortalamasi
Blast Oram 71,86 48,16
ortalamasi(Kan %o)

MO - 4

M1 - 4

M2 1 11

M3 2 14

M4 6 10

M5 - 4

M6 - 2

M7 - 2
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Tablo 4-14’de XBP1s varyanti bulunan olgularla XBP1s varyanti bulunmayan
olgularn HLA-B, BiP ve XBP1 ekspresyonlar1 karsilastirilmigtir. XBP1s varyanti
bulunan olgularla XBP1s varyant1 bulunmayan olgular arasinda anlamli bir korelasyon

gbzlemlenmistir (p=0,003).

Tablo 4-14: XBPls varyanti bulunan olgularla XBPls bulunmayan olgularin

karsilastiriimasi
Grup N(Say) Ortalama | Std. Sapma | p(Anlamhlik)

XBP1s (+) 15 0,430 0,303

HLA-B XBP1s () 85 0,793 0,749 0,05
XBP1s (+) 15 0,127 0,014

BiP XBP1s (-) 85 0,167 0,030 0,186
XBP1s (+) 15 0,018 0,041

XBP1 XBP1s (-) 85 0,042 0,016 0,003

Tablo 4-15’te XBP1s varyanti bulunan ve bulunmayan olgularda t(15;17),
t(8;21), inv(16), FLT3 ve bu degisimlere sahip olmayan negatif gruplardaki dagilimi
gosterilmistir. XBP1s varyant1 bulunan 15 olgudan 2’si t(15,17), 1’1 inv(16) ve 1’1 de
FLT3 mutasyonu tasirken, geriye kalan 11 olgu bu degisimlere sahip degildir.

Tablo 4-15: XBP1 varyantimin bulundugu olgularin siniflandirilmasi

XBP1s(+) (N=15) | XBP1(-) (N=85) | Toplam (N=100)

1(15;17) 2 16 18
1(8;21) - 12 12
inv(16) 1 7 8
FLT3 1 1 2

Negatif 11 49 60
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Yeni tamli olgularla indiiksiyon tedavisi sonrasi (2.gelis) HLAB, BIP ve XBP1
ekspresyonlar1 karsilastirilmast yapilan 10 AML olgusunda anlamli bir korelasyon
bulunamamustir (Tablo 4-16) (p=0,508; p=0,333; p=0,241).

Tablo 4-16: Yeni tamh olgularla tedavi sonra gelislerinin HLAB, BiP ve XBP1
ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

Olgu Ortalama Std.Sapma p(Anlamhlik)
Sayisi(N)
Diger gelisler- 10 1,059 1,394 0,508
HLAB
(1.gelis-2.gelis) 1,092 0,562
Diger gelisler- 10 0,1853 0,1050 0,333
BiP
1 131
(1.gelis-2.gelis) 0.1688 0,1318
Diger gelisler- 10 0,0480 0,0372 0,241
XBP1
22 7
(1.gelis-2.gelis) 0.05 -

Yeni tanili olgularla tedavi sonrasi 3.gelislerinin HLA-B, BIiP ve XBP1
ekspresyonlar1 karsilagtiritlmasi yapilan 5 AML olgusunda anlamli bir korelasyon

bulunamamistir (Tablo 4-17) (p=0,138; P=0,893; P=0,225).

Tablo 4-17: Yeni tamh olgularla tedavi sonra gelislerinin HLA-B, BiP ve XBP1
ekspresyonlarimin karsilastirilmasi

Olgu Ortalama Std.Sapma p(Anlamhhk)
Sayisi(N)

Diger gelisler- 5 0,5057 0,4061 0,138

HLAB 0,8038 0,3286

(1.gelis-3.gelis)

Diger gelisler-BiP | 5 0,1140 0,0933 0,893

(l.geli§-3.geli§) 0,0956 0,0359

Diger gelisler- 5 0,0397 0,0249 0,225

XBP1 0,0205 0,001

(1.gelis-3.gelis)

Tablo 4-18’de t(15;17) ve inv(16) sitogenetik degisimlerine sahip 3 AML
olgusunda bulunan XBPls varyantinin tedavi sonrasi 2.geliglerindeki hala t(15;17)
pozitif ve inv(16) pozitifken durumlar1 gosterilmistir. Tedavi sonrasi 2.gelislerinde bu 3

AML olgusunda XBP1s varyanti bulunamamistir.




Tablo 4-18: AML olgularinin tedavi sonrasi 2.gelislerinde XBP1s varyantinin durumu
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1.gelis-XBP1s(+)

2.gelis-XBP1s(-)

t(15;17) 2

inv(16) 1

Miyeloperoksidaz (MPQO), AML prognostik faktorlerinden biridir. XBP1s

varyantt bulunan 6 AML olgusunda MPO(+) oldugu goriilmiistiir(Tablo 4-19).

Tablo 4-19: MPO(+) AML olgulari

MPO(-)

MPO(+)

N(Say1) 6
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5. TARTISMA

Akut miyeloid l6semi (AML), giliniimiizde hala tam olarak etyolojisi
aydinlatilmamis olmakla birlikte birgok genetik ve cevresel faktoriin etkili oldugu
malign bir hastaliktir (9, 11, 12). American Cancer Society’nin 2015 yili verilerine gore
yaklagik 20.830 yeni vaka tespit edilmis ve 10.000°den fazlasi dliimle sonuglanmistir
(16). Tan1 yas1 ortalama 66 olan ve daha yasli AML olgular i¢in sagkalim oran1 %
10'dan azdir ve tedavi yaniti son otuz yil i¢inde 6nemli ol¢iide degismemistir. Geng
hastalarda remisyon oranlar1 daha umut verici olsa da bu popiilasyonda da, sonugta

hastalarin ilk 5 yilinda %50'sinde niiks goriilmektedir (85).

Geleneksel olarak AML’nin patogenezi lizerine yapilan arastirmalar,
proliferasyonu diizenleyen tiimér baskilayici genlerin veya onkojenlerin analizine
odaklanmistir. Miyeloid hiicrelerin normal farklilasmanin bozulmast AML'nin bagka bir
ayrict Ozelligini temsil eder, ¢linkii 16semik blastlar tipik olarak belirli bir agsamada
normal farklilagsma siirecini engelleyici rol oynar. Bazi kanser kok hiicrelerinin bir
ozelligi de, ER strese yol agan, ER’da yanlis katlanmis proteinlerin birikmesiyle
tetiklenen katlanmamis protein tepkisinin aktivasyonudur (86). ER stres uzar ve UPR,
ER homeostazi diizeltmekte basarisiz olursa, kanser hiicrelerinde apoptoz yolaklari
indiiklenir. Gelecekte, UPR’nin bu etkisi hedeflenerek kanser hiicrelerinde sag kalimdan

apoptoza gidis siirecini hizlandiran bir tedavi gelistirilebilir (87).

UPR sinyal yolaklarindan biri olan IREla, hiicre ER strese girdiginde XBP1
genini keserek hayli aktif bir transkripsiyon faktorii olan XBP1s’in transkripsiyonunu
saglar. XBPls; protein katlanmasi, salgilama ve ERAD mekanizmasinda rol alan
genleri indiikleyerek hiicrenin sagkaliminda rol oynar. Yapilan caligmalarla, meme
kanseri, multipl miyelom, glioblastoma, B-ALL ve alt tiplerinde XBP1 ekspresyon
seviyelerinin arttig1 gozlemlenmis, XBP1 yolaginin timdr progresyonunda rol oynadigi
gosterilmistir. Ayrica IRE1/XBP1 sinyal yolagi metastatik progresyon ve kemoterapiye
direng ile iliskilendirilmistir (73, 87).

Calismamiza dahil edilen 100 AML olgusunun 15’inde (%15) XBP1s varyanti
analiz edilerek UPR’nin aktivasyonu belirlenmistir. Schardt ve ark. da calismamiza
benzer olarak 105 AML olgusunun 17’sinde (%16.2) XBP1s varyant1 bulmustur (86).
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Buna ek olarak farkli bir caligmada ise BIiP, IRE-1a ve XBP1 ekspresyonlarinin yiiksek
riskli Ph+ ve MLLr+ (mixed lineage leukemia gene) B-ALL alt kiimelerinde artarak
diizenlendigi gosterilmistir. Bu ¢alismada ¢alismamizdan farkli olarak ALL olgular

kulanilmistir fakat sonuglar1 calismamizla pozitif korelasyon gostermektedir.

AML patogenezinde t(8;21)(922;922), t(15;17)(922;q12) ve inv(16) (p13.1;922)
sitogenetik degisimleri ve NPM1, DNMT3A, FLT3, IDH, TET2, RUNX1, CEBPA,
ASXL1, MLL, TP53, c-KIT genlerinde meydana gelen mutasyonlar rol oynar (13). AML
patogenezinde rol oynayan genetik degisimlerden olan FMS-benzeri tirozin kinaz 3
geninde (FLT3-ITD) meydana gelen i¢ tandem duplikasyonlar1 kotii prognozla
iligkilendirilirken, t(8;21), t(15;17) ve inv(16) kromozom anomalileri daha uzun

remisyon ve sagkalima oranina sahiptir. AML’nin APL alt kiimesinin ana onkojenik
etkeni de t(15;17) (yani PML-RARa) dengeli translokasyonudur (85).

Calismamizda XBPls varyanti buldugumuz 15 AML olgusunun igerisinde,
t(15;17) tastyan 2 olgu, inv(16) tastyan 1 olgu ve FLT3 mutasyonuna sahip 1 olgu ve bu
spesifik degisimleri igermeyen 11 AML olgusu bulunmaktadir. Schardt ve ark. yaptigi
calismada XBP1s varyantinin bulundugu AML olgularinda alt tipler ise soyledir; FLT3
mutasyonuna sahip 1 olgu, NPM1 mutasyonuna sahip 4 olgu, CEBPA mutasyonuna
sahip 1 olgu, t(15;17) tastyan 3 olgu, t(8;21) tastyan 1 olgu ve kotii ve orta risk tasiyan
gruplara sahip 13 olgudur (86). Bu ¢alismadan farkli olarak sonuglarimizda inv(16)
kromozomal anomalisini tagiyan 1 olguda da XBP1s varyant1 gozlenmistir. Ayrica her
iki calismadada ozellikle t(15;17) tasiyan olgularda XBP1s varyantinin bulunmasi
AML’nin alt tipi olan APL’nin prognozunda UPR yolaklarinin aktif ve XBP1s’in de

onemli bi role sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Kantitatif es zamanli PZR ile yapilan bir diger ¢alismamizda AML’de sik
goriilen t(8;21), t(15;17) ve inv(16) sitogenetik anomalilerine ve FLT3 mutasyonuna
sahip olan 38 AML olgusu ve bu degisimlere sahip olmayan 62 AML olgusunda UPR
sinyal yolaginda gorev alan XBP1, BiP genlerinin ve ER aracili yoldaki etkisini
belirlemek icin HLA-B geninin ekspresyon diizeyleri analiz edilmis ve AML

patogenezinde etkili diger parametrelerle karsilastiriimistir.

AML kadinlara oranla erkeklerde daha sik goriilmektedir (8). Calismaya dahil
edilen 100 AML olgusundan %45’ (n=45) kadin, %55’i (n=55) erkektir. HLA-B
(p=0,366), BiP (p=0,615) ve XBP1 (p=0,737) ekspresyon degerleri ile olgularin
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cinsiyetleri arasinda yapilan karsilagtirmada istatiksel olarak anlamli bir degisiklik

olmadig1 goriilmiistiir.

Yenidogan doneminde de sik goriilmesine karsin eriskinlerdeki akut 16semilerin
cogunu (%80) AML olusturmaktadir. Ilerleyen yasla goriilme sikliginda artis olmakla
birlikte 65 yas lstii goriilme sikligi daha fazladir (9, 10). Calismamizdaki olgularin yas
araligr 1-85 arasinda olup, bunlarin %12’si (n=12) kiz ¢ocuk, %33l (n=38) yetiskin
kadin, %10’u (n=10) erkek ¢ocuk ve %45’i (n=45) yetiskin erkektir. Cocukluk ¢ag1 (0-
17 yas) ve yetiskin (18 yas ve tistii) AML olgular1 ile HLA-B (p=0,215), BiP (p=0,143)
ve XBP1 (p=0,527) ekspresyon degerlerinin karsilastirilmasinda anlamli bir farklilik

bulunamamastir.

Lokosit sayist AML’nin alt tipine gore artmis, azalmis veya normal diizeyde
olabilir (88). Yapilan analizde HLA-B, BiP ve XBP1 ekspresyon degerleri ile 16kosit
sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olmadigi gosterilmistir.

(Sirastyla p=0,124; p=0,280; p=0,976)

Cesitli HLA-B genlerinin AML patogenezinde rol oynadigi c¢alismalarla
gosterilmistir. Tiirk ve Meksika toplumlarinda yapilan ayr1 ¢alismalarda AML’de bir¢ok
HLA-B geninin kontrole gore frekanslarinin diisiik oldugu gézlemlenmistir (89, 90).
Bizim ¢alismamizda, saglikli kontrol ve hasta gruplarmin HLA-B (p=0,035)
ekspresyonlar1 arasindaki anlamli degisim ve hastalarda kontrollere gére HLAB
ekspresyonun diisiik olmasi bu iki ¢alismayt dogrular niteliktedir. Yaptigimiz baska bir
analizde ise AML olgulari, t(15;17), t(8;21), inv(16) ve FLT3 pozitif ve negatif gruplar
HLA-B ekspresyonu acisindan karsilastirildigina istatistiksel olarak bir degisim
gozlenmemistir. (Swrasiyla p=0,579; p=0,107; p=0,839; p=0,414). Ayn1 zamanda
AML’li olgularda yapilan korelasyon analizinde HLA-B ile XBP1 arasinda anlamli bir
iliski bulunmamsgtir (p=0,133).

ER saperon proteini BiP, kanser hiicrelerinde aktif bir bilesendir ve farkl
tirdeki kanserlerde de asir1 ekspresyonu gozlemlenmistir. BiP’in 6zellikle kanser
sistemlerinde apoptozu, proliferasyonu, invazyonu, inflamasyonu, bagisikligi
diizenledigi ve ayrica bazi caligmalar da agresif davranig ve kotii prognozu belirten
etkili bir biyobelirte¢ oldugunu gostermektedir. UPR’1n erken diizenleyicilerinden biri
olan BiP, fizyolojik olarak ER’da normal kosullarda ATF6, PERK ve IRE-1’e bagh
olarak bulunur. Hiicre ER strese girdiginde bu yolaklardan ayrilarak UPR’1 aktiflestirir.
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Ayrica 6nemli bir ER saperon olan BiP, proteinlerin katlanmasin1 saglayarak hiicreyi
ER stresten kurtarmaya calisir. Bu nedenle BiP ekspresyonun yiiksek olmasi hiicrede
UPR’m aktif oldugunu géstermektedir (87). Yapilan ¢alismada t(15;17) pozitif olgular
ve negatif olgularn BIP ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir korelasyon gdzlenmis
(p<0,001) ve buna gore de t(15;17) pozitif olgularda BIP ekspresyonunun t(15;17)
negatif olgulara oranla daha fazla oldugu bulunmustur. t(15;17) pozitif AML
olgularinda BiP ekspresyonunun yiiksek olmasi AML’de UPR’nin aktif oldugunu
gostermektedir. t(8;21), inv(16) ve FLT3 pozitif olgularla negatif olgularm BIP
ekspresyonlar1 arasinda ise anlamli bir degisim gbzlenmemistir. (Sirasiyla p=0,865;

p=0,770; p=0,388)

UPR’nin IRE-1 yolaginda gbrev alan XBP1’in t(15;17), t(8;21), inv(16), FLT3
pozitif ve negatif olgularda ekspresyonlarinin karsilastirilmasi sonucunda t(15;17)
pozitif olgularla negatif olgularin XBP1 ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir korelasyon
goriilmistiir (p=0,015). Bu anlamli Kkorelasyon, t(15;17) pozitif olgularin XBP1
ekspresyonlarinin  t(15;17) negatif olgulara gore daha fazla olmasi IRE1/XBP1
yolaginin AML’de aktif oldugunu gostermistir. t(15;17) translokasyonuna sahip
olgularda XBP1 ve BiP ekspresyonlarinin yiiksek olmasi, ayrica yapilan korelasyon
analizinde AML olgularmin BIP ile XBP1 ekspresyonlari arasinda anlamli pozitif bir
korelasyon oldugunun (r=0,529; p<0,001) belirlenmesiyle desteklenmistir. t(8;21),
inv(16) ve FLT3 pozitif olgularla negatif olgularin XBP1 ekspresyonlar1 arasinda ise
anlamli bir farklilik olmadigi goriilmiistiir. (Sirasiyla p=0,815; p=0,694; p=0,679)
Ayrica BIP (p=0,598) ve XBP1 (p=0,565) ekspresyonlari, kontrol ve hasta grubu

arasinda da anlamli bir farklilik géstermemistir.

XBP1s varyant1 bulunan 15 AML olgusundan 6’s1 kadin ve 9’u erkek olmak
lizere yas ortalamalar1 ise da 40,33’tiir. XBPls varyantt bulunan ve bulunmayan
olgularin  yas ve 10kosit ortalamalar1 karsilagtirildiginda anlamli  bir sonug

bulunamamistir (p=0,882; p=0,091).

Uzun siiren ER streste XBPlu, XBPls’e baglanip onun proteozomal
degredasyonunu saglayarak bu yolagin UPR cevabinin sonlamasini kontrol eder (69).
XBP1s varyanti bulunan olgularla XBP1s varyantt bulunmayan (XBP1u) olgularin
HLA-B, BIP ve XBP1 ekspresyonlar: karsilastirildiginda HLA-B (p=0,05) ve BiP
(p=0,186) ekspresyonlarinda anlamli bir degisim gozlenmezken XBPls varyanti



58

bulunan olgularla XBP1u varyanti: bulunan olgular arasinda (p=0,003) anlamli negatif
bir korelasyon gozlemlenmistir. Bu korelasyon, uzun siiren ER stres sonucunda

XBP1lu’nun fazla ekspresyonu olarak degerlendirilebilir.

Miyeloperoksidaz (MPO) graniillerinin kristallesip sitoplazmada birikmesiyle
olusan Auer rodlar, AML i¢in prognostik bir faktordiir (91). XBPls varyantin
buldugumuz 6 AML olgusunda da MPO seviyelerinde artis goriilmiistiir. Bu da MPO
birikiminin ER stresi tetikletip UPR yolaklarini aktiflestirebilecegini diisiindiirmektedir.

Ph + ALL alt kiimelerinde, dogrudan BCR-ABL fiizyon onkogenini hedef alan
imatinib tedavisinin XBP1 ekspresyonunu azalttigi goriilmiistiir (85). XBP1 gibi UPR
genlerinin ekspresyonu, ER streste hiicre sagkalimini tesvik ederek multipl miyelomun
progresyonunda rol oynar. Multipl Miyelom hiicreleri, diger kanser hiicreleri ile
karsilastirildiginda proteazom inhibitor, bortezomibin neden oldugu ER strese bagh
apoptoza son derece duyarlidir. XBP1 daha c¢ok sag kalimla iliskili oldugu igin,
bortezomib tedavisine bagli olarak hiicre apoptoza yoneldiginde XBP1 ekspresyonu da
azalir (84). Tedavi 6ncesi XBP1s varyanti bulunan 2 t(15;17) pozitif ve 1 inv(16) pozitif
AML olgularinda indiiksiyon tedavisi sonrasi gelislerinde hala pozitif olmalarina karsin
XBPl1s varyanti bulunamamistir. Bazi anti-kanser ilaclarmin UPR’1 aktiflestirerek
XBP1 kesilmesini indiikledigi yapilan calismalarla gosterilse de (87), farkli UPR
yolaklari se¢ildigi icin XBP1 ekspresyonunun azalmasi da olasidir (84, 85).

ER stres indiikleme mekanizmalari, UPR'nin adaptif yanitin1 bozarak potansiyel
anti-kanser stratejileri olusturur. UPR cevabini azaltma veya yok etme stratejisi, anti-
kanser ajanlarina karsi ilag¢ direnci problemine de ¢6ziim olabilir. Bu nedenle, kanserde
UPR’1 hedefleyen terapotik yaklasimlar ikiye ayrilabilir: ER’da yanlis katlanmis
proteinlerin protein katlama gereksinimleri arttirilir, bdylece daha agir ER stres hiicre
6liimiine neden olur veya UPR adaptif ve sag kalim yollar1 inhibe edilerek antikanser
tedavisine duyarliligi arttirilabilir (87). AML patogenezinde XBP1’in roliiniin olmasi,
UPR’1n bu kolunun hedeflenerek AML icin yeni tedavi stratejileri olusturabilecegi i¢in

onemli bir ¢calisma alanidir.

Bu calisma, AML patogenezinde XBP1 geninin etkisinin arastirildigi
Tiurkiye’deki ilk calismadir. Calismamiz, UPR’da rol oynayan XBPls ve BiP
genlerinin ekspresyonlarinin AML’de kontrollere gore seviyelerinin degistigini gosteren

veriler sunmustur. Bu veriler, AML patogenezinin aydinlatilmasinda ilerki ¢alismalara
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onciiliik edecektir. AML’nin olusumunda ve progresyonunda bir¢ok etken rol
oynadigindan bu yolaklarin aydinlatilmasi i¢in daha genis g¢apta calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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GENETIK TANI AMACLI BASVURAN HASTALAR ICIN BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU

Burada attigim imza ile genetik testlerimin yapilmasi, materyalimin saklanmasit ve geregi halinde kimlik bilgilerim
sakli kalmak kosulu ile elde edilen verilerin 1.U.AZIZ SANCAR DETAE Genetik AD tarafindan organize edilen
veya desteklenen bilimsel ¢aligmalarda kullanilmasimi kabul ediyorum ve bu onayr verirken asagidaki bilgileri
okudugumu, anladigim ve kabul ettigimi de tasdik ediyorum. (Bu belge 1 sayfadan olusmaktadir)

NOT:
Zihinsel oziirlii kigiler, bilinci kapali olanlar ve resit olmayan ¢ocuklar icin bu belge velisi veya vasisi tarafindan

doldurulacaktir. Kararmizdan énce asagidaki bilgileri liitfen okuyunuz.

Formu Okuyup Imzalayan Kisinin; Bilgilendiren Kisinin;
Ad1 ve Soyadr: Ad1 ve Soyadr:
Hastaya Yakinlik Derecesi: Tarih:

Iletisim Bilgileri: Imza

Tarih:

Imza:

1. Kolunuzdan 10 (1 tiip) ml. kan alinmasi gerekmektedir. Bu kandan, DNA/RNA/ hiicre elde edilecektir. Bu
asamada basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir. Kan alma iglemi ile ilgili riskler arasinda
bayilma, agr1 ve/veya kan alma bdlgesinde morarma sayilabilir. Ender durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon

ya da kiiciik bir kan pihtis1 olabilir. Olas1 bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

2.Tan1 drneginiz boliimiimiize ulastiktan sonra kayit edilip, numaralandirilarak, kisisel bilgileriniz gizli tutulacak
sekilde saklanmaktadir. Ornegin tan1 amagh kullanimini;

Kabul ediyorum Q Kabul etmiyorum Q
3. Alinan biyolojik 6rneklerden DNA/RNA/hiicre materyaliniz izole edilerek saklanacaktir. Olusturulan bu arsivde
kisi isimleri kullanilmayacak, 6rnekler numarali olarak korunacaktir.
4. Tan1 Orneginizde istenen tetkikler tamamlandiktan ve yasal siire boyunca saklanacak sekilde arsivlenecektir. Tani
amacli yapilan analizler raporlandiktan sonra artan materyal hastaliklarin genetigini aydinlatmak ve tedaviye yonelik
yeni hedeflerin belirlenmesini amaglayan ve DETAE’de gergeklestirilen bilimsel aragtirma projelerinde kullanilabilir.
Orneginizin bilimsel calismalara dahil edilmesini

Kabul ediyorum Q Kabul etmiyorum Q
5. Calisma sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde edilmeyebilir. Ancak arzu ederseniz kisisel bulgulariniza
ulagma hakkina sahipsiniz. Ornegimde belirlenen bulgular1 §grenmek

Istiyorum O Istemiyorum Q
6. Elde edilen genetik bilgiler sifre korumali bir bilgisayar programinda korunacaktir. Kisisel ve tibbi bilgileriniz
igyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi ii¢lincii sahislara aktarilmayacaktir.
7. Arastirma sirasinda genetik test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir yonden etkileyecegini
diisiinmeniz durumunda, arastirmadan isteginiz iizere ayrilabilirsiniz.
8. Bu ¢aligsmada sizden maddi bir beklentimiz olmadig1 gibi size maddi bir katkis1 da olmayacaktir.
9. Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilir ya da herhangi bir agamada vazgecebilirsiniz. Bu talebiniz, gelecekteki takip
ve tedaviniz lizerine olumsuz etkisi olmayacaktir.

10. Goniillii rizasina bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma harici birakilabilirsiniz.
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