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Kisaltmalar
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cDNA: Komplementer DNA
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DAP : Death Associated Protein

DNMT: DNA Metil Transferaz

GADD45: Growth Arrest and DNA Damage Inducible 45
GAPDH: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz

HDAC: Histon Deasetilaz

IVD : In Vitro metillenmis DNA

LOH: Loss of Heterozygosity

MBP: Metillenmis DNA’ya Baglanan Protein

MDS: Miyelodisplastik sendrom

MGUS : Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance
MM: Multiple Miyelom

MSP: Metilasyon Spesifik PZR

NF«B : Nuclear Factor kappa



Sekil Listesi

Sekil 1 DNMT aktivitesinde 5-metil Sit0Zin OlUSUMU ....occeeviirieriiiiieeieeieeieeee e 9

Sekil 2 Mutasyonlar, LOH ya da promotor hipermetilasyonu ile tumor baskilayici genlerin
SESSIZICSHITIIIMESI.. 1.uvvieeeeiiiiieeeiiiee e et e e et e e et e e e et e e e et e e e e s taeeeeeaabaeeeeaseeeeesteeeeenseeeesnnsenas 12

Sekil 3 Normal hiicrelerde ve tiimor hiicrelerinde DNA metilasyonu paterni . .............c...... 13

Sekil 4 Metillenmis ve metillenmemis DNA dizilerinde bisiilfit uygulamasi sonucu meydana

gelen  deISTKIIKICT.. ...eeiviieieieieete ettt 25
Sekil 5 TagMan Probe YONEEMI ........cceeruereeieniinieiienieeesie sttt ettt s sresneens 34
Sekil 6. Hiicre serilerinin metilasyon durumlart . .......c.ccoceveerenerieenienieneneeeeseseee e 37
Sekil 7. MM hasta ornekleri temsili MSP SONUGIATT. ...oc.eevviriiiiiiiieiierieiceeeeeeeseesee 38
Sekil 8 DAC inkiibasyonu sonrasi hiicre serilerinin metilasyon durumlart..........c.ccecevueneeee 41

Sekil 9. GADDA45y nin tamamiyle metile durumda oldugu hiicre serilerinde DAC
inkiibasyonu oncesi ve sonrasit GADD45y eKSPresyonU. ........ceceveeeerieneeseneeneeneneeneeneennes 42

Sekil 10. GADD45y’nin parcali metile ve metillenmemis durumda oldugu hiicre serilerinde

DAC inkiibasyonu dncesi ve sonrast GADD45y ekspresyonu. .........ccovveeevenerceneneennenneenn 43
Sekil 11 MM hastalarinin sag kalim siireleri ve GADD45y’nin metilasyon durumu............ 44



Tablo Listesi

Tablo 1 Durie-Salmon evreleme SIStEMI.........ococeiriiiiiinicc s 17
Tablo 2 Kullanilan GEreCler ........c.uiiuiiiiiiiiiieienieseeeee ettt 19
Tablo 3 Kullanilan tampon ve solUSYONIar .........cocvevieriiiiiiniiieeeeeneeeeeeeesee e 20
Tablo 4 Kullanilan Hematolojik Malignite Hiicre Soylar1, Besi Yeri ve FCS oranlari ......... 22
Tablo 5 Kandan hiicre izolasyonunda kullanilan materyaller..........cccccoeoerviinienniennieenicnnenns 23
Tablo 6. Bisiilfit modifikasyonunda kullanilan materyaller ............ccocerieriiniinninniecnicnenne 25
Tablo 7 MSP’de kullanilan Materyaller..........cooeeiiiriiiiiiieeeee et 27
Tablo 8 GADDA45y MSP PrIMETLeri......cccoiviiiiiiiieiieiieiieeiee ettt 27
Tablo 9 Reaksiyon Bagina PCR Bilegeni MiKtart.......ccccoeeveiererinenenienieneieeeeeesese s 28
Tablo 10 IVD elde etmek i¢in kullanilan materyaller ...........ccocereeriiiriiniiniiineneieeeeeen 29
Tablo 11. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan Materyaller...........ccoevereriererienenerenenens 30
Tablo 12 Ters transkripsiyonda kullanilan materyaller ...........ccccceveiniiniiniiininneenecneenee 31
Tablo 13 Ters Transkripsiyon Reaksiyon Bile$enleri........ccevvvvririrenenenienieieieesesesenens 32
Tablo 14 RT-PCR’da kullantlan @eregler .........ccueireireiricninienieeieeeeeeeseesee e 32
TADIO 15 PIIMEIET ... 32
Tablo 16 RT-PCR DilESEMi.cc.uecitiiiiiiiieiieeiteeiteeetiecteereeereesteesreesteesteestaesaseesbeebeesseesseesssesaneens 35
Tablo 17 RT-PCR bileseni (GAPDH) ......ccceeeieriiieieseeeesieeeete st ee e seeesae e eseessesssessesneeneas 35
Tablo 18 MM hasta listesi ve metilasyon durumlari..........ccceeeereeneeneenieniiesnesneeneenieesinenns 38

Vi



1. OZET:

GADD45 gen ailesi hiicrede DNA hasarina cevap olusturulmasi ve hiicre
boliinmesinin durdurulmasi siireglerinde etkili olan, niikleer proteinler GADD45a,3
ve v’ y1 kodlar. Her iic GADDA45 gen ailesi liyesi de MTK1 kinazi aktive ederek
p38/c-jun-NH,-kinaz aktivasyonunu ve apoptozu indiiklemektedir. Yapilan
calismalarda GADD45y’ nin tiimor hiicrelerinin koloni olusturmasini ve boliinmesini
baskiladig1 gosterilmistir. Ayrica bir¢cok kanser tiirinde GADD45y’nin metile
durumda bulundugu ve metilasyonun ekspresyonu baskiladigi gosterilmistir. Yapilan
calismanin amact hematolojik malignitelerde GADD45y promotorunun metilasyon
durumunun belirlenmesi ve metilasyonun ekspresyona etkisinin saptanmasidir.
Bunun i¢in hemotolojik malignite hiicre soylarindan ve 117 akut miyeloid 16semi
(AML), 94 multipl miyelom (MM) teshisi konmus hastadan alinan kan ve kemik iligi
orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Bisiilfit modifikasyonunun ardindan
orneklerle metilasyon spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (MSP) yapilmistir. Non-
Hodgkin lenfoma hiicre serileri L-428 ve L-1236, Burkitt lenfoma hiicre serisi Raji
hiicrelerinde GADD45y promotoru tamamiyle metillenmis oldugu, AML hiicre
serileri GDM-1, HL-60, KG1la ve MM hiicre serisi OPM-2 hiicrelerinde ise kismen
metillenmis oldugu goriilmiistiir. Incelenen AML hasta 6rneklerinde metilasyon
saptanmazken 94 MM hasta &rneginden 8’inde metilasyon saptanmustir. Istatistiksel
hesaplamalar sonucunda metilasyon saptanan hastalarda ortalama kalsiyum
diizeyinin metilasyon goriilmeyenlere oranla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Ayrica GADD45y’nin metile durumda oldugu hastalarin ortalama sag kalim
stirelerinin 13,7 ay, genin metillenmemis olarak bulundugu hastalarda ise bu siirenin
57,1 ay oldugu goriilmiistiir. Metilasyonun genin ekspresyonuna etkisinin
belirlenmesi amaciyla hiicre soylarit DNA metiltransferaz (DNMT) inhibit6rii DAC
ile 96 saat boyunca inkiibe edilmis ve RT-PCR uygulanmistir. GADDA45y
promotorunun tamamiyle metillenmis durumda bulundugu L-1236 hiicrelerinde
DAC uygulamasi sonrast genin ekspresyonunda degisiklik olmazken, Raji, L—428,
HL-60, KG1la, OPM-2 hiicrelerinde DAC uygulamasi sonrasi genin ekspresyonunda
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artis gozlemlenmistir. Elde edilen bulgular hemotolojik malignitelerde GADD45y
geninin timor tipine bagli olarak epigenetik mekanizmalarla sessizlestirilebilecegini

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: GADD45 gen ailesi, GADD45 gamma, epigenetik, DNA

metilasyonu, hematolojik malinite



2. SUMMARY

Epigenetic dysregulation of GADD45 in hematologic malignancies

GADD45 gene family encodes the nuclear proteins, GADD45a,  and y, which
response to damage in DNA in a cell and stopping cell proliferation. It has been
shown from the research conducted in recent years that GADD45y suppresses the
colony formation and proliferation of tumor cells.The purpose of this study is to
determine the methylation state of GADD45y promoter in hemotologic malignities
and the effect of methylation on expression. Therefore, DNA isolation is performed
on blood and bone marrow samples of 117 acute myeloid leukemia (AML), and 94
multiple myelom (MM) patients and hematologic malignency cell lines . After the
bisulfide modification of DNA, methylation specific polymerase chain reaction
(MSP) has been performed on the samples. It has been found that, in Hodgkin
lymphoma cell lines L-428 and L-1236 and Burkitt lymphoma cell lines Raji,
GADD45y promoter was fully methylated. However in AML cell lines GDM-1, HL-
60, KGla and MM cell lines OPM-2 , GADD45y promoter has been found to be
partially methylated. No methylation was found in AML patient samples whereas 8
of of 94 MM patient samples show promoter methylation. The survival time of the
patients with methylated GADD45y is 13.7 months, whereas the survival time of the
patients with unmethylated GADD45y is 57.1 months. In order to understand the
effect of methylation on the gene expression, the cell lines were treated with DNA
methyltransferase inhibitor (DAC) for 96 hours and then real-time polymerase-chain
reaction (RT-PCR) was performed. In L-1236 cells where GADD45y promoter was
fully methylated, there has been no change in gene expression after DAC treatment
whereas in Raji, L-428, HL-60, KGla and OPM-2 cells, an increase in gene
expression has been observed after DAC treatment,. The findings of this study
indicate that in hemotoligic malignancies, GADD45y gene may be silenced in

epigenetic mechanisms according to the type of tumor.

Key Words: GADD45 gene family, GADD45 gamma, Epigenetic, DNA
methylation, heamatological malignancy



3. GIRIS VE AMAC:

Giliniimiizde epigenetik terimi DNA dizisinde herhangi bir degisiklik
olmaksizin gen ekspresyonunda meydana gelen kalitilabilir degisiklikler olarak
tanimlanmaktadir. Memelilerde goriilen baglica epigenetik degisiklik, CpG
diniiklotidlerini olusturan sitozin bazlarimin 5 karbon pozisyonuna metil (CHs)
grubunun eklenmesiyle meydana gelen DNA metilasyonudur ve bu reaksiyon DNA
metiltransferaz enzimleri tarafindan katalizlenir. CpG dintiklotidlerinin genomdaki
dagilimi ¢esitlilik gosterir. Ornegin, CpG tekrarlarmm sik goriildiigii bolgeler CpG
adaciklar1 olarak adlandirilir ve bu adaciklar memeli genomundaki genlerin yaklasik
olarak yarisinin promotor bolgelerine yakin konumda bulunurlar [1]. CpG adaciklari
normalde metillenmemistir ve bu durum Kkromatinin transkripsiyona elverisli
durumda bulunmasina ve transkripsiyon faktdrlerinin promotora baglanarak genin
ifade edilmesine olanak saglar [2]. CpG ikilileri CpG adaciklari diginda
heterokromatin bolgelerde ve metillenmis olarak bulunur. Normal hiicrelerdeki bu
metilasyon paterni fazla miktardaki kodlama yapmayan DNA bolgelerinin
transkripsyonel olarak inert durumda kalmasinda saglar [3, 4]. DNA metilasyonu
memelilerde embriyonik gelisim, trankripsiyon, X kromozomu inaktivasyonu,
kromozom stabilitesi, kromatin yapist ve genomik imprinting gibi énemli hiicresel
olaylarin diizenlenmesinde etkilidir. Bu 6nemli hiicresel islevleri nedeniyle DNA
metilasyonunda meydana gelen degisiklikler bir¢cok hastalikla iligkili bulunmugtur.
Bu hastaliklardan en onemlilerinden biri kanserdir. Kanserli hiicrelerin genom
genelindeki metilasyon diizeyinde azalma gozlenir. 5’metilsitozindeki bu azalma
temel olarak intronlarda ve kodlama yapmayan diger DNA bdlgelerindeki metilasyon
kaybindan kaynaklanir. Azalan metilasyonun transpozonlar1 aktive ederek,
kromozom stabilitesini ve imprintingi etkileyerek karsinogeneze katkida bulundugu
diisiiniilmektedir [5]. Ote yandan bir¢ok kanser tiirinde promotor bdlgelerin
yakininda bulunan CpG adaciklarinda artmis metilasyon gozlemlenmistir. Timor
baskilayici genlerin promotor bolgelerinde de gdzlemlenen bu metilasyon artis1 genin
transkripsiyonunu engelledigi icin karsinogenezde Onemli gen sessizlestirme

mekanizmalari arasinda sayilir [3, 4, 6].



Metilasyon profili ¢alismalar1 kanserle iligkili bulunan tiim yolaklarin bu
mekanizmadan etkilenebilecegini ve genlerdeki artan metilasyonun malign
hiicrelerin kaynaklandigi dokuya bagli olarak farklilik gosterdigini ortaya koymustur
[2, 3]. Belirli genlerin tiimore 6zgii degisen metilasyon paterninin kanserin tani,
prognoz ve tedavisinde kullanilabilecek potansiyel klinik uygulamalari oldugu
distiniilmektedir [7]. DNA metilasyon markerlar1 kanserin smiflandirilmasi ve
saptanmasinda kullanilabilir. Yapilan son ¢alismalar bazi genlerin metilasyon
durumlarinin kolorektal, akciger ve prostat kanserlerinde prognozla yakin iliskili

oldugunu gostermistir.

Genetik bozukluklarin tersine epigenetik degisikliklerin metilasyonun ve
histon asetilasyonunun farmakolojik ajanlar araciligi ile inhibe edilmesi durumunda
geri dondiiriilebilir oldugu i¢in kanser tedavisinde umut vaad etmektedir [8]. DNA
metilaz inhibitorleri, desitabin ve MG98 gibi ajanlar klinik olarak deneme

asamasindadir.

GADD45 ( growth arrest and DNA damage inducible) gen ailesi yapisal
olarak homoloji (55-57%) gosteren ve cevresel ya da fizyolojik stres tarafindan
indiiklenen GADD45a, GADD453 ve GADD45y niikleer proteinlerini kodlar [8].
GADDA45 proteinleri PCNA, p21, cdc/siklin B1 ve p38 gibi hiicre dongiisiiniin
regiilasyonunu saglayan bir ¢ok proteinle etkilesime girerek hiicre dongiisii, DNA

tamiri, hiicre sagkalimi, senesens Ve apoptos gibi birgok siiregte etkili olurlar [9].

Farkli birgok hiicre tiiriiyle yapilan ¢alismalar GADDA45 protein ailesinin
DNA hasar1 durumunda G2/M kontrol noktasinda rolii oldugunu gostermistir. Insan
fibroblast hiicrelerine GADD45a ekspresyon vektorii mikroenjeksiyonu sonucu
hiicrelerin G2/M kontrol noktasin1 gegemedigi goriilmiistir GADD45a p53 bagiml
olarak hiicrelerin G2/M kontrol noktasini gecememelerini saglar ve cdc2 kinazi

inhibe eder [10].

GADDA45 ailesinin iki elemant GADD45a. ve y kanser hiicrelerinde apoptoz
siireciyle iliskilidir. Ad1 gegen proteinlerin NFkB tarafindan baskilanmasi kanser

hiicrelerinin sag kalimi i¢in gereklidir. NFkB’nin inhibisyonunun GADD45a ve y



ekspresyon artigina bagl olarak kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ve tiimor

biiylimesini baskiladig gosterilmistir [11].

NFkB aracili baskilanma disinda, bazi kanser tiirlerinde artan metilasyon da
GADD45 protein ailesi iiyelerinin ekspresyonunun azalmasinda etkilidir. Ornegin
meme kanserinde saglikli meme epiteli ile karsilagtirildiginda tiimoér dokusunda
GADD450,  ekspresyonunda azalma gozlemlenmis ve bu durum promotorda
meydana gelen metilasyon artisiyla iliskili bulunmustur. Hipofiz adenomlarinda
GADDA45y sessizlestirilmesine hastalarin 67%’sinde metilasyonun neden oldugu ve
hipofiz tlimorii hiicre soyu olan AtT20 hiicrelerinin DNMT inhibitorleri ile
inkiibasyonu sonucu GADD45y ekspresyonunn arttigi gosterilmistir [12].

Timor baskilayict  genlerin  artan metilasyonla iligkili baskilanmasi
hematolojik neoplazilerin tiim majér alt gruplarinda gosterilmistir. Ornegin, non-
Hodgkin lenfomada DAP (death associated protein kinase) ve p57 [13], multiple
miyelomada pl6INK4a ve SOCS-1 (suppressor of cytokine signaling 1), akut
lenfositik  16semide  E-cadherin, p73 ve MGMT (06 methylguanine
Methyltransferase), akut miyeloid 16semide p15INK4b, E-cadherine RARB2 (retinoic
receptor B2) ve CRBP1 (cellular retinol-binding protein 1), kronik miyeloid 16semide
p15INK4b ve abl metillenmis bulunan genlerden bazilaridir [14, 15].

Tiimor baskilayict gen promotorlartyla iliskili CpG adaciklarinda
metilasyonun artisinin hemen tiim majoér hematolojik malignitelerde goriildiigii
bilinmekte  ve bu degisikligin olasilikla erken donemde meydana geldigi

diistiniilmektedir .

Yapilan c¢aligmada belirli hemotolojik malignitelerde GADD45y geninin
metilasyon durumunun ve metilasyonun genin ekspresyonuna etkisinin arastirilmasi

amaclanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Karsinogenez

Kanser uzun yillar boyunca ¢ok basamakli, genetik bir hastalik olarak
tanimlanmistir. Kanser, gen fonksiyonunda meydana gelen kalitilabilir degisimlerin
birikimiyle, normal hiicrelerin biliyime avantaji saglamis malign tiirevlerine
doniismesiyle gelisir. Gen mutasyonlari, delesyonlar, amplifikasyonlar ve
translokasyonlar gibi DNA dizisinde degisikliklere neden olan genetik bozukluklar
onkogenlerin aktivasyonu, tiimor baskilayict genlerin baskilanmasi ya da islevini
kaybetmis kimerik proteinlerin olusmasi yoluyla hiicre boliinmesi ve hiicresel
homeostazi diizenleyen mekanizmalarda bozulmalara sebep olur. Onkogenler ve
tiimdr baskilayici genler hiicre proliferasyonunun kontroliinde etkisi olan proteinler

kodlarlar ve bu genlerde meydana gelen mutasyonlar kanser olusumuna neden olur.

Kanser hiicrelerinin tiimér olusumu siirecinde edindigi ve hiicreye boliinme
avantaji saglayarak malign biiylimeyi destekleyen alti ozellik vardir. Bunlar;
hiicrenin kendi biiyiime sinyalini iretebilme, biiylimeyi baskilayici sinyallere
duyarsizlasma, apoptoza direng gelistirme, doku invazyonu, sinirsiz boliinme
potansiyeli ve siirekli olarak anjiyogenezin saglanmasidir. Hiicre fizyolojisinde,
kansere karsi savunma mekanizmalarinda meydana gelen bu bozulmalarin hemen
hemen her tiimér tipi igin ortak oldugu fakat meydana gelis siralarinin ayni ve farkli

timor tipleri arasinda gesitlilik gosterdigi diistiniilmektedir [16].

Yapilan ¢alismalar genetik bozukluklarin yanisira epigenetik bozukluklarin
da kanserin patogenezinde etkili oldugunu gostermistir. DNA dizisinde degisiklik
meydana getirmeksizin gen ekspresyonunun kontroliinde etkili baslica epigenetik

bozukluklar degisen DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlaridir.



4.2 Epigenetik

Epigenetik DNA ‘nin primer niikleotid dizisindeki degisimlerden bagimsiz
olarak gen ekspresyonunda meydana gelen kalitilabilir degisimler olarak

tanimlanmaktadir.

Embriyonik gelisim siirecinin kontroliinde genetik mekanizmalarin yani sira
epigenetik mekanizmalar da biiyiik 6nem tasir. Memelilerde baglica goriilen
epigenetik mekanizmalardan olan DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari
kromatin yapisina etki ederek embriyogenez ve gametogenez sirasinda genomun
yeniden programlanmasinda ve dokuya 0zgli gen ekspresyonun saglanmasinda

onemli rol oynar.

4.2.1 DNA Metilasyonu

Okaryotlardaki DNA metilasyonu CpG ikililerinde bulunan sitozin halkasinin
5’ karbon ucuna metil grubunun eklenmesiyle meydana gelen DNA’nin kovalent
modifikasyonudur. S-adenosil-metiyoninin metil verici olarak katildigi reaksiyon
DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri tarafindan katalizlenir [3]. Evrim siirecinde
genomdaki CpG ikililerinin sayisinda azalma meydana gelmis ve yiiksek okaryotik
canlilarda bu oran beklenenin %5 - %10’una kadar diismistiir. Metillenmis sitozin
molekiillerinin deaminasyona ugrayarak timin molekiillerine onarilmasi nedeniyle

DNA metilasyonunun bu siiregteki rolii biiytiktiir.

Genomdaki CpG ikililerinin  %70-80’i DNA’nin eksprese edilmeyen
bolgelerinde bulunur [17]. Bu bolgeler inaktif kromatin yapilar1 nedeniyle

metillenmemis DNA bdlgelerine oranla daha geg replike olurlar.

DNA metilasyonun etkili oldugu inaktif kromatin yapis1 transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasin1 engelleyerek satellit ve parazit DNA dizileri gibi
tekrarlayan genomik bdlgelerin, DNA’ya entegre olmus viral genomlarin ve

transpozonlarin eksprese edilmesini engellemektedir [3].
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CpG ikililerinin bir kism1 genomun genelinden farkli olarak CpG bakimindan
zengin, CpG adaciklari olarak adlandirilan bolgelerde bulunurlar. CpG adaciklari en
az 500 baz cifti uzunlugunda G+C igerigi > % 55 ve goriilen CpG/beklenen CpG
oran1 0,65 olan DNA bolgeleridir [18]. Cogunlukla promotor bolgelerde
konumlanmiglardir ve genlerimizin yaklasik olarak yarisi CG adacigi tasiyan
promotorlara sahiptir. Promotorla iligkili CG adaciklar1 ¢ogunlukla metillenmemis
olarak bulunur. Istisna olarak, normal dokuda genetik materyalin anne ya da babadan
kalitilmis olmasina bagli olarak genin yalniz bir allelinin eksprese edildigi imprinted
genlerde ve kadinlarda inaktif X kromozomunda bulunan genlerde CG adaciklari

tamamiyle metillenmis olarak bulunur [19] [3].

CG adaciklarindaki metilasyonun dokuya 6zgii genlerin, eksprese edilmemesi
gereken hiicre tiplerinde sessizlestirilmesini saglayan mekanizmalardan olabilecegi
varsayllmaktadir. Fakat metilasyonun dokuya 6zgli gen sessizlestirmesi siirecinde,
belirli transkripsiyon faktorlerinin olmamasi nedeniyle ortaya ¢ikan ikincil bir

mekanizma mi yoksa itici giic mii oldugu kesinlik kazanmamugtir.



4.2.2 Histon Modifikasyonlari

DNA’nin paketlenmesinde gorevli olan histon proteinleri H2A, H2B, H3 ve
H4 olmak {izere dort gesittir. 146 bp uzunlugundaki DNA ipliginin histon
proteinlernin olusturdugu yapi etrafinda iki kez dolanmasiyla niikleozomlar olusur.
DNA ile ilisikleri nedeniyle histon proteinleri transkripsiyon, replikasyon,
rekombinasyon ve DNA tamir mekanizmalarinda &nemli role sahiptir [20].
Niiklozom yiizeyindeki amino terminal histon kuyruklarmin ge¢iridgi post-
translaysonel =~ modifikasyonlar ~ kromatin  yapisimi  etkileyerek  genlerin
transkripsiyonel kontroliinde rol oynarlar [21]. Uzerinde en ¢ok ¢alisilmis olanlar
histon asetilasyonunda degisiklikler ve H3 Lizin 9 metilasyonudur. Sitozin
metilasyonu ile birlikte histon modifikasyonlar1 heterokromatinin sikica
paketlenmesinde ve Okromatin bolgelerdeki genlerin transkripsiyonel olarak

sessizlestirilmesinde etkili epigenetik mekanizmalari olustururlar.

Histonlardaki asetilasyon degisiklikleri histon deasetilaz (HDAC) ve histon
asetiltransferaz (HAT) enzimleri tarafindan katalizlenir. Histonlardaki lizinlerin
asetilasyonu genel olarak transkripsiyonel aktivasyonla, deasetilasyonu ise
kromatinin  yogunlagmast  ve transkripsiyonel olarak  baskilanmasi ile

iliskilendirilmektedir [22].

Lizin asetilasyonu histon proteinlerinin yiikiinii nétralize ederek DNA iskeleti
ile histonlar arasindaki etkilesimi azaltir. Bunun yani sira asetillenmis histon
kuyruklar1 niikleozom bic¢imlendirici proteinlerle etkilesime girerek kromatinin

sekillenmesini saglar [23].

Histonlarda metilasyon histon metiltransferaz enzimleri tarafindan kontrol
edilir.  Lizin yada arjinin amino asitlerinden hangisinde ve hangi pozisyonda
goriildiigiine bagl olarak fonksiyonu farklilik gosterir. Ornegin H3K4 metilasyonu
transkripsiyonel aktivasyonla, H3K9 ya da H4K20 metilasyonu ise transkripsiyonel
baskilanma ile iliskilidir. Metillenmis H3K9 kromodomain Chdl ile kompleks
olusturarak kromatinin aktif hale gegmesini saglayan proteinlerin bir araya gelmesini
saglar. Metillenmis H3K9 ve H3K27 ise HP1 ve polycomb proteinlerini ¢eker ve
kromatinin yogunlasarak transkripsiyonun baskilanmasina neden olur [23].
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4.3 Epigenetik ve Kanser Iliskisi

Kanser uzun yillar boyunca genetik bir hastalik olarak tanimlanmistir. Fakat
yapilan c¢aligmalar genetik bozukluklar gibi epigenetik bozuklularin da timor
baskilayict1 genlerin baskilanmasi, onkogenlerin aktivasyonu ve kromozom

anomalilerine yol agarak karsinogenezde etkili oldugunu gostermistir.

Kanserde tanimlanan ilk epigenetik degisikliklerden birisi normal dokuyla
karsilastirildiginda  tiimorlii dokularda  goriilen  hipometilasyon  olmustur.
Hipometilasyon ¢ogunlukla intronlarda ve tekrarlayan DNA bolgelerinde goriiliir.
Kromozomal dengenin bozulmasina, transpozonlarin aktive olarak transkripsiyona
ugramasina ya da genomda farkli yerlere yerlesmesine ve de imprintingin
kaybedilmesine neden olarak karsinogenezde etkili oldugu diisiiniilmektedir [5].
Ayrica hipometilasyon DNA’yr mitotik rekombinasyonlara daha yatkin hale
getirerek delesyon ve translokasyonlarin goriilme sikligini arttirabilir. Sentromerik
DNA dizilerinde azalan metilasyon insan tiimorlerinde sik rastlanan bir olaydir ve

anoploidilere sebep oldugu diisiiniilmektedir [24].

Promotor bdlgelerde bulunan CpG adaciklarinda metilasyon artisi
neoplazmlarda en 1y1 tanimlanmis epigenetik degisimlerdendir ve hemen hemen tiim
timor cesitlerinde goriilmektedir. CpG adaciklarindaki metilasyon mutasyonlara
alternatif ~ olarak  timor  baskilayici  genlerin  transkripsionel  olarak
sessizlestirilmesinde etkili bir diger mekanizmadir. Knudson’un two hit hipotezine
gore timor baskilayici genlerin fonkiyonlarini yitirmeleri i¢in her iki kopyalarin da
kaybedilmesi gereklidir. Promotor metilasyonu da nokta mutasyonlari ve delesyonlar
gibi timor baskilayict genlerin iki kopyasini da kaybetmesine yol agan
mekanizmalardandir. Buna gbre germ line ya da somatik mutasyonlarla genin bir
kopyasinin kaybedilmesi ilk vurusu olusturur. Ikinci vurus ¢ogunlukla geni kodlayan
bolgenin somatik olarak kaybedilmesi ya da LOH ile gercgeklesir. Promotor
metillenmesi genin bir kopyasini kaybedilmesinde nokta mutasyonlari ile ayn1 etkiyi
gostererek ilk vurusu, diger kopyanin kaybedilmesi de ikinci vurusu olusturarak
protein fonkisyonu engellenebilir.(Sekil 2) Ailesel kanserlerde ise metilasyon ilk

vurus i¢in gegerli olan bir mekanizma olmazken ikinci vurusu olusturabilir [3].

11
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Sekil 2 Mutasyonlar, LOH ya da promotor hipermetilasyonu ile tumor baskilayici genlerin
sessizlestirilmesi. I¢i bos yuvarlaklar metillenmemis, ici dolu yuvarlakar ise metilenmis sitozinleri temsil
etmektedir.

DNA hipermetilasyonun tiimor baskilayici genlerin sessizlestirilmesinde
etikli bir mekanizma oldugu bilinmesine ragmen molekiiler mekanizmasi tam olarak

bilnmemektedir.

Hipermetile promotorlarin  bulundugu bdlgelerde  kromatin  sikica
paketlenmistir ve histon deasetilasyonu sik goriiliir. Metillenmis sitozinler
HDAC’larin da arasinda oldugu transkripsiyonu engelleyen protein komplekslerinin
promotor bolge c¢evresine baglanmasina aracilik eder. Histon deasetilasyonu
yogunlasmis kromatin yapisi ve transkripsiyonel baskilanma ile yakindan iligkilidir.
Metillenmis sitozine baglanan proteinlerin (MBP), HDAClarim ve kromatin
sekillendirici proteinlerin promotorlara baglanmasiyla kapali kromatin yapisinin
olustugu ve Dbunun transkipsiyon faktorlerinin  aktivitesini  engelleyerek

transkrisiyonu baskiladig: diistiniilmektedir (Sekil 3)
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Sekil 3 Normal hiicrelerde ve tiimor hiicrelerinde DNA metilasyonu paterni . A =Transkripsiyonel
aktivator, HAT = Histon Asetil Transferaz, TF = Transkripsiyon Faktorii, DNMT= DNA metil Transferaz,
MBP = Metil sitozine baglanan proteinler, R = transkripsiyonel represor

DNA metilasyonu timor gelisimi silirecine timor baskilayict genlerin
sessizlestirilmesi disinda farkli mekanizmalarla da etki edebilmektedir. 5 metil
sitozin molekiilii mutasyona olduk¢a aciktir. Sitozinin hidrolitik deaminasyona
ugramas1 C>T déniisiimlerine neden olur. Insan tiimorlerinde TP53 inaktive edici

nokta mutasyonlarmin yaklasik 50%’si metillenmis sitozinlerde goriliir [2].

4.4 Metilasyonun Etkiledigi Yolaklar

Kanserde bir¢ok farkli tiimor baskilayici genin promotor bdlgesinde artan
metilasyon oldugu ve bunun transkripsiyonel sessizlesmeye etkisi oldugu
bilinmektedir. Ayrica metilasyon profili ¢alismalar1 hipermetile genlerin tiimorlerin
kaynaklandigi dokuya bagli olarak gesitlilik gosterdigini ortaya koymustur.

Hipermetilasyon aracili timor baskilayic1 gen sessizlestirmesi kanserle ilgili tiim
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yolaklar1 etkilemektedir. Degisen metilasyon paterninden etkilenen bazi genler ve

dahil olduklar1 yolaklar soyledir:

Hiicre dongiisii: Hiicre dongiisii inhibitdrii pl6ink4a bircok hiicre serisinde
ve primer tiimorde hipermetile olarak bulunmustur. Genin metilasyonu hiicrelerin
senesensten ¢ikarak boliinmeye baslamasina neden olur. Ayrica Rb geni de birgok

tiimorde hipermetile durumdadir.

P53 yolagi: pl4ARF proteini p53°in yikiminit saglayan proteinlerden
MDM2yi inhibe ederek p53’iin aktive olmasini saglar. Kolon kanserlerinin yaklasik
% 28 inde bu gende hipermetilasyon goézlemlenmistir. Ayrica 16semilerde p53

homologu olan p73 geni geninde hipermetilasyon goriiliir [25].

DNA tamiri: DNA tamir genlerinden hMLH1 sporadik kolarektal,

endometrial ve gastrik tiimdrlerde hipermetilasyon araciligi ile sessizlestirilmistir.

B- katenin /E- kaderin yolagi: E-kaderin, H-kaderin ve FAT gibi timor
baskilayic1 genlerdeki promotor hipermetilasyonu meme, kolon ve diger tiimor

tiplerininin biyolojisinde etkilidir.

4.5 GADDA45 Ailesi

GADDA45 gen ailesi iiyeleri GADD45q,f ve y evrim siirecinde korunmus ve
yiiksek oranda homoloji gosteren 18 kd biyiikliiglinde proteinler kodlarlar. Bu
niikleer proteinler oldukg¢a asidik (pl= 4.0- 4.2) yapidadir ve hiicre dongiisiiniin
kontroliinde rolii olan bir¢ok proteinle iligki halindedirler. Ailenin ii¢ eleman1 da tiim

normal ve fetal dokularda eksprese edilmektedir.

GADDA45 gen ailesi tiyeleri tarafindan kodlanan proteinler p53 bagimli ya da
bagimsiz mekanizmalarla ¢evresel ve fizyolojik stresin algilanmasi ve strese yanit
olusturulmasinda etkilidir. GADD45 genlerinin hiicre dongiisiinii, DNA tamiri,
hiicresel sag kalim, apoptoz ve senesensin kontroliinde etkili oldugu gdsterilmistir.
GADDA45y metilmetan siilfonat, UV radyasyonu, hidroksi iire gibi DNA hasarina yol

acan ajanlar tarafindan kolayca indiiklenebilir. TP-53 tarafindan regiile edilen
14



genlerdendir. Normal fibroblast hiicrelerine GADD45 ekspresyon vektorii transfekte
edildiginde hiicrelerin G2-M gecis noktasini asamadigl gézlemlenmistir. GADD45a
cdc2 (Cdk1) ile etkilesime girerek cdc2/siklinB1 kompleksinin inaktive olmasina ve

hiicrelerin G2-M geg¢is noktasinda durmasina neden olur.

GADD458 ilk olarak M1 miyeloid 16semi hiicrelerinde terminal farklilasma
sonrasi interlokin—6 tarafindan aktive edilen miyeloid farklilagmaya duyarli bir gen

olarak tanimlanmustir.

GADD45y (GRP17/CR17) PCN ve siklin bagimli kinaz ile etkilesime girer
ve biiylimenin negatif kontroliinde etkilidir. Ayrica MTK1/ MEKK4 ile etkileserek
p38 /c-Jun NH2 terminal kinaz yolagini aktive ederek ¢evresel strese karsi apoptosu
tetikler. Zerbini ve ark. kanser hiicrelerinin NFxB aracili sag kalimimin GADD45
ailesi tiyeleri GADD45 a ve y ye bagimli oldugunu gostermislerdir. Calismada
NF«kB’nin baskilanmasiyla artan GADD45a ve vy ekspresyonunun apoptosu

tetikledigi ve tlimor biiylimesini yavaslattigi gosterilmistir [11].

Ying ve ark. GADD45y’nin bir¢ok kanser tiiriinde epigenetik mekanizmalarla
sessizlestirildigini gostermistir. Calismanin sonuglarina gore GADD45y geni timor
tipine bagli olarak hipermetile durumda bulunabilir ve hipermetilasyonun sikligi
timor ¢esidine gore degisiklik gosterir. Metilasyon, genin ekspresyonunun azalmasi
ya da genin sessizlestirilmesiyle dogrudan iliskilidir. Hipermetilasyonla azalan
ekspresyonda demetile edici ajanlarin kullanilmasiyla artis goriilmesi metilasyonun
yol acgtigr gen sesizlestirmesinin farmakolojik ajanlarla geri dondiiriilebilecegini
gostermistir.  Bununla birlikte GADD45y nin  ektopik olarak arttirilan
ekspresyonunun tiimor biiylimesini ve koloni olusumunu yavaslatti§i yani timor
baskilayici gen olarak islev gordiigii anlasilmistir [26]. Baska bir g¢alismada
GADD450 birgok meme kanseri 6rneginde metillenmis olarak bulunmus ve bunun
ekspresyonda azalmaya neden oldugu tespit edilmisken GADD45y geninde normal

ve kanserli meme dokusu arasinda metilasyonda bir degisiklik rapor edilmemistir.

Bahar ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada incelenen hipofiz adenom
orneklerinin % 67 sinde GADDA45y nin eksprese edilmedigi ve ekspresyon

goriilmeyen orneklerin % 82’sinde genin metile durumda oldugu goriilmiistiir.
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Ayrica demetile ajanlarin  kullanilmasinin  ekspresyonu indiikledigi  yani
metilasyonun yol agtig1 gen sessizlestirmesinin geri doniistimlii oldugu goriilmiistiir.
DNA tamiri ve hiicre dongiisiiniin kontroliinde etkisi olan GADDA45y nin
ekspresyonunun gerek NFxB aktivasyonu gerek metilasyonla baskilanmasi
onkogenezde onemli bir basamak olarak goriilmektedir. NFkB aktivasyonunu bir¢ok
kanser tiirtinde hiicrelerin apoptozdan kacisinda etkili olurken GADD45a ve y’nin

ekspresyonunu baskailar.

GADD45y ekspresyonunun metilasyon nedeniyle baskilanmasinin da
hiicrelerde ayn1 fenotipin goériilmesine neden olabilecegi, kanser hiicrelerinin DNA
hasarina ve strese direncgli hale gelerek sag kalimimi destekleyebilecegi

distiniilmektedir.

4.6 Multipl Miyelom

Multipl miyelom (MM) monoklonal plazma hiicrelerinin kemik iliginde
birikimiyle karakterize edilen bir hematolojik malignitedir. Miyeloma hiicrelerinin
kemik iligindeki birikimi immunoglobiilin iiretiminin artmasina neden olarak bobrek
fonksiyonunda aksamalara ve kemiklerde lezyonlara yol acar. Malign plazma
hiicreleri kemik iligindeki stromal hiicreler ile ekstraseliiler matriks proteinleri ve
biiyiime faktorleri araciligi ile etkilesime girerek tiimdr biiylimesi, ilag direnci ve sag
kalimi saglayan sinyal mekanizmalarinin aktif hale gegmesine neden olur [27]. En
sik goriilen semptomlar halsizlik ve kemik agrisidir. Hastalarin % 70’inde anemi, %

50’sinde bobrek yetmezligi ve % 25’inde hiperkalsemi goriilmektedir [28].

4.6.1 Epidemiyoloji

MM beyaz rkta goriilen tiim malignitelerin % 1’ini Olustururken ikinci en sik
goriilen hematolojik malignitedir. Amerika Birlesik Devletlerinde teshisin yapildigi
ortalama yas 71 tir ve 2003 yilinda 14600 yeni vaka tanimlanmistir. 2002 yilinda bu
hastalik nedeniyle ABD’de kaybedilen vaka sayis1 10900’diir. Istatistiklere gore
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beyaz erkeklerde goriilme sikligi 100000 de 6.7, siyahlarda 12.9 iken bu oran beyaz
kadinlarda 4,2 ve siyah kadinlarda 10,4 olarak bulunmustur [29].

4.6.2 Patogenez

MM B-lenfositlerinnden orijinlenen bir hastaliktir. Hastalifin olusmasi ¢ok
basamakli bir siirecgtir ve bu siireg MGUS (monoclonal gammopathy of undetermined
significance) ile baslamaktadir. MGUS plazma hiicrelerinin  premalign
proliferasyonudur ve MM olusumuna zemin hazirlar. MGUS 50 yas iistii bireylerin
yaklasik % 3’linde goriiliir ve her yil bu saymnin yaklasik % 1’1 MM ya da benzer
malignitelere doniistir [28, 30].

Tablo 1 Durie-Salmon evreleme sistemi

Durie-Salmon evreleme sistemi [31]

Evre | (Sayilan tiim kriterler)

Hb > 10 g/dI
Normal kalsiyum
normal yada tek lezyon
Diisiik M proteini:
IgG <5 g/dl,
IgA < 3 g/dI
Idrarda hafif zincir miktar1 < 4 g/24h

Evre Il

Evre I ve III dis1 kalan durumlar

Evre Il (en az birinin goriilmesi

Hb < 8.5 g/dI
Yiiksek kalsiyum orani> 12 mg/dl
3 ya da daha fazla kemik lezyonu

halinde) Yiiksek M protein

IgG > 7 g/dl,
IgA > 5 g/di
e Idrarda hafif zincir miktar1 > 12 g/24h

Evre I, Il ve 11l serum Keratin seviyeleri g6z 6niine alinarak A ve B alt gruplarina

ayrilabilir.

A: Serum kreatin < 2 mg/dl \ e B: Serum kreatin > 2 mg/dl
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MM olusumunda monozomiler, translokasyonlar ve trizomiler gibi
kromozomal bozukluklarin etkisi vardir. Ornegin hastalarm % 20-30’unda
immunoglobin agir zincir geninin 14932 bolgesinde translokasyon goriilmiistiir.
Ayrica hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi siireclerinin kontroliinde etkili genlerin
bulundugu 11q13 ve 8q24 lokuslarinda meydana gelen degisiklikler de MM’de

goriilen baglica kromozomal bozukluklardandir [27].

4.7 Akut Myeloid Losemi

Akut miyeloid 16semi immatur blast hiicrelerinin kemik iligi ve periferal
kanda birikerek normal kan hiicrelerinin tiretilmesini engellemesiyle ortaya ¢ikan bir
hematolojik malignitedir. WHO siniflandirmasina gére AML teshisi i¢in kemik
iliginde en az %20 blast bulundugunun tespit edilmesi gerekmektedir. Blast hiicreleri
sitokimyasal ve immiinofenotipik olarak miyeloid hiicre 6zelligi tasimalidir. Birgok
durumda etiyolojisi bilinmemekle birlikte radyasyon, sitotoksik kemoterapi ve
benzene maruz kalma gibi durumlar AML ile iliskili bulunmustur. Malign karakterli
miyoblast hiicreler kemik iliginde ve bir¢gok durumda kanda bulunur. Malign
miyoblastlar kemik iligini isgal ederek normal hematopoietik hiicrelerin gelisimini
engeller. Smiflandirma FAB sistemine gore yapilir. Bu sisteme gore AML M0-M7
olmak iizere 8 gruba ayrilir. Siniflandirma farklilagma ve hiicre orijinine goére yapilir

[32].

4.8 Epidemiyoloji
Amerika Birlesik Devletleri’'nde kanserin yol actigt 6liimlerin yaklagik %1.2  si

AML’den kaynaklanmaktadir ve her y1l 10 500 yeni vaka ortaya ¢ikmaktadir. AML’

in insidansi ileri yaslarda artmaktadir ve teshis i¢in ortalama yas 63 tiir [33].
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5 GEREC VE YONTEM

Kullanilan gerecler ve soliisyonlar

Tablo 2 Kullanilan geregler

Kullanilan .
Model ve Firma Ad:
Gerecgler
Autoklave HMC, BPW Vertriebs-GmbH fiir Labortechnik;
Otoklav .
Siilen
Tip Il Kabin HSP 12, Heraeus instruments Hanau
Inkiibator Cytoperm 2, Heraeus instruments, Hanau

Jel elektroforez tanki

MU-0030, i-Mupid Mini Gel Migration Through,
Eurogentec; Cologne

Is1 blogu Dri-Block DB 2A, Techne; Wertheim
Kamera Camedia C3040Zoom, Olympus; Hamburg
Dondurucu Cooler, Bosch; Stuttgart
Spektrofotometre ABX Micros 60-OT, Allii;riimatologie; Montpellier,
Mikrodalga firin Micro-Chef 900W, Moulinex; Leipzig

Mikro Santrifiij

SD, 110 VAC, Sigma-Aldrich; Munich

Spektral Fotometre

GeneQuant Il; Pharmacia Biotech; Cambridge, England

Isisal Dongii Cihazil

Ome-E Thermal Cycler, Thermo Hybaid; Ulm

Isisal Dongti Cihazi 2

PXE Thermal Cycler, Thermo Electron Corporation;
Dreieich

Transilluminator

UV-Transilluminator, Biostep GmbH; Jahnsdorf

Vorteks

Assistent Reamix 2789, Karl Hecht GmbH & Co KG;
Sondheim

Hassas terazi

AC 100, Mettler Waagen GmbH; Giessen
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Su banyosu Koéttermann Labortechnik; Uetze

Santrifiij 1 Universal 32, Hettich Zentrifugen; Tuttlingen

Santrifiij 2 Biofuge pico, Heraeus instruments; Hanau

Tablo 3 Kullanilan tampon ve soliisyonlar

Soliisyon Icerik ve Firma Adi

Etanol Etanol absolute, Baker Analyzed Reagents; Deventer,
Netherlands

Fosfat buffer salin (PBS) | RWTH Aachen Universite Hastanesi Eczanesi :
-1.3 g Na;HPO, . 2 H,O (Disodyum hidrojen fosfat)
-0.2 g KH,PO, (Potasyum hidrojen fosfat)

-8.0 g NaCl (Sodyum kloriir)

-distilesuad 1 |

Tris-Asetat-EDTA DNA Typing Grade 50 x TAE Buffer, Invitrogen;
(TAE) Buffer Karlsruhe:

-2 M Tris-Asetat

-50 MM EDTA

5.1 Hiicre Kiiltiria ve DAC muamelesi

Gereg Firma

Hiicre Kiiltiirti flaskleri 50 ml BD-Bioscience; Heidelberg

5’-aza-2 deoxycytidine 1 mg/ml (DAC) Sigma-Aldrich Biochemie GmbH;
Hamburg

Falkon Tiipler 50 ml BD-Bioscience; Heidelberg

Fetal calf serum (FCS) Biochrom AG; Berlin

RPMI 1640, IMDM Medium GIBCO, Invitrogen; Karlsruhe

GADD45y promotor metilasyon statiisiiniin belirlenmesi ve metilasyonun
genin ekspresyonuna etkisinin gozlemlenmesi i¢in kullanilan AML, Hodgkin
Lenfoma, MM ve Burkitt Lenfoma hiicre soylartyla hiicre kiiltiirii yapilmistir.

Hiicreler i¢in kullanilan medium g¢esitleri ve FCS oranlar1 tabloda belirtilmistir. 30
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ml toplam hacim besi yeri icerisinde hiicre yogunlugu 0,5x10° hiicre/ml olacak
sekilde ekim yapilmustir. Inkiibatore alinan hiicrelerin 48 saat sonunda mikroskopla
canlilig1 kontrol edilmis ve hiicre yogunlugu 6l¢iilmiistiir. Yeni pasajda gerekli hiicre
yogunlugunu saglayacak miktarda hiicre siispansiyonu taze besi iizerine eklenerek

inkiibatore alinmaistir.
DAC 1mg/ml konsantrasyonda -20 °C’ta saklanir.

1. DAC muamelesi i¢in 15x10° hiicre iceren hiicre stispansiyonu falkon tiipe

alinarak 1200 rpm’de 5dk santrifiij edilir,
2. Siipernatant atilarak pellet lizerine 10 ml taze besi yeri eklenir.

3. Hiicre kiiltiirii yapilacak flaskin igerisine 20 ml taze besi yeri konulur ve besi

yerinin DAC konsantrasyonunun 1pumol/l olmasi i¢in 6,84ul, 2pmol/ i¢in

13,68ul DAC eklenir.

4. Hazirlanan 10 ml hiicre siispansiyonu flaska konulduktan sonra inkiibatore

alinir.

5. 24 saat arayla hiicreler mikroskopta kontrol edildikten sonra besi yeri

yukarida anlatildig gibi degistirilir ve ayn1 miktarda DAC eklenir.

6. Hiicreler toplam 96 saat DAC ile muamele edilir. Hiicre miktar1 6l¢iiliir ve

hiicre siispansiyonu Falcon tiibe alinarak santrifiij edilir.

7. Taze medium eklenerek hiicreler vortekslenir ve 1200 rpmde 5 dk santrifiij

edilir, medium eklenerek vortekslenir.

8. Hiicre siispansiyonu her tiipte 5x10° hiicre olacak sekilde cryo tiiplere

dagitilir.

9. Tiipler 1200 rpmde10 dk santrifiij edilir, siipernatant atilarak peller -80 e
kaldirilir.
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Tablo 4 Kullanilan Hematolojik Malignite Hiicre Soylari, Besi Yeri ve FCS oranlari

Hiicre serisi Besi Yeri =
oranl
HL-60 RPMI 1640 | 10%
KGLA | RPMI1640 | 20%
AML
SET-2 RPMI1640 | 20%
GDM-1 | RPMI1640 | 20%
LP-1 IMDM 20%
OPM-2 | RPMI1640 | 10%
MM
RPMI-8226 | RPIMI 1640 | 10%
U-266 RPMI 1640 | 10%
Burkitt Raji RPMI1640 | 10%
Lenfoma
L-428 RPMI 1640 | 10%
AIBEELIR L-1236 | RPMI 1640 | 10%
Lenfoma
L-540 RPMI 1640 | 20%
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5.2 Kandan Hiicre izolasyonu

Tablo 5 Kandan hiicre izolasyonunda kullanilan materyaller

Kullanilan Materyal Firma

Ficoll Lymphoprep 1114545, Axis-Shield; Oslo, Norway

Pasteur Pipet Abbocath-T 14G, G713-A01 4535-14 Abott GmbH & Co.
KG; Wiesbaden

Cryo-tiip Cryo freezing tubes, 2 ml, 121279, Greiner bio-one;

Frickenhausen

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonu i¢in yogunluk gradiyenti santrifiigasyonu
uygulanir. Heparinize kan ya da kemik iligi 3 ml Ficoll iizerine yavagga eklenir ve
2400 rpmde 20 dk santrifiij edilir. Mononiikleer hiicreler bulut goriiniimiinde bir ara
yiizey olusturur. Pastor pipet yardimiyla mononiikleer hiicreler toplanir ve PBS
iceren baska bir tiipe aktarilir, 1200rpmde 10 dk santrifiij edilir. Islem bir kez daha
tekrar edilir ve 1ml PBS eklenerek vortekslenir. Micros 60 (Axon Lab AG)
kullanilarak hiicre sayimi yapilir. Hiicre siispansiyonu 5-10x 10° hiicre olacak
sekilde cryo tiiplere boliiniir ve 1200 rpmde 10 dk santrifiij edilir, siipernant atilir ve

pellet DNA izolasyonu yapilana kadar saklanmak iizere -80 C de saklanir.

5.3 DNA izolasyonu

Materyal Firma

QIAmp® DNA Mini Kit (50) QIAGEN; Hilden

1. Hasta orneklerinden ya da hiicre kiiltiiriinden izole edilen ve -80 °C de

muhafaza edilen hiicreleri oda sicakliginda bekletilerek ¢oziinmeleri saglanir.
2. Hiicre pelletlerinin iizerine 200 pl AL- Buffer eklenir ve vortekslenir.
3. 200ul PBS ve 20ul QIAGEN proteaz eklenerek tiipler vortekslenir.

4. Ornekler 56 C de su banyosunda 10dk inkiibe edilir.
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10.

11.

12.

13.

Inkiibasyon sonrast tiipler 6-7 sn santrifiij edilerek geperlere biriken siv1

toplanir. 200 ul % 98 etanol eklenir ve vortekslenir.

Stispansiyon filtreli tiiplere (QIAmp spin column) aktarilir, 13000 rpm’de 1
dk santrifiij edilir.

Stiziintiinlin bulundugu tiip (collection tube) yenilenir ve filtreli tiiplere 500 pl

of AW1-Buffer eklenir.
8000 rpm de 1dk santrifiij edilir.

Tekrar 500 ul of AW2-Buffer (kit) eklenir ve 13000 rpm de 3 dk santrifiij

edilir.

Filtreli tiipler 1.5 ml’lik Eppendorflara konulur ve tizerlerine 200 ul distile su

eklenir

Ornekler oda 1s1sinda 1 dk inkiibe edildikten sonra 8000 rpmde 1 dk santrifiij
edilir.

100 pl distile su eklenir ve oda 1s1sinda 5 dk inkiibasyon sonrasinda

8000rpmde santrifiij edilir.

20 pl 6rnek 50ul distile su ile seyreltilir ve fotometrede 260 ve 280 nm’de
Ol¢tim yapilarak DNA miktar1 belirlenir. DNA 6rnekleri -80 °C de saklanr.
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5.4 Bisiilfit Modifikasyonu

Tablo 6. Bisiilfit modifikasyonunda kullamilan materyaller

Kullanilan Materyal Uretici Firma

EZ DNA Methylation Kit'™ | Zymoresearch; Freiburg

MSP o6ncesi DNA oOrnekleri bisiilfit ile muamele edilir. Metil grubu
tasimayan sitozin bazlar1 deaminasyona ugrayarak urasile doniisiirken metillenmis

sitozinler degisime ugramadan kalir.

metillenmis DNA dizisi metillenmemis DNA dizisi
w w
ACGTGGCCTTCTGGCAGCAGCCGC ACGTGGCCTTCTGGCAGCAGCCGC
bisulfit
modifikasyonu
w
ACGTGGUUTTUTGGUAGUAGUCGT AUGTGGUUTTUTGGUAGUAGUUGU

Sekil 4 Metillenmis ve metillenmemis DNA dizilerinde bisiilfit uygulamasi sonucu meydana gelen
degisiklikler. Bisiilfit uygulamasi sonucunda metillenmis sitozin molekiilleri degisime ugramazken
metillenmemis sitozin molekiilleri urasile doniisiir (Yrisareti metil gruplarim temsil etmektedir).

1. Kit ilk kez kullanilmaya baslandiginda M-Wash Buffer {izerine 24 ml % 98

etanol eklenir.

2. Her bisiilfit modifikasyonu oncesi kullanilacak CT- Conversion Reagent

tizerine 210 pl M- Dilution Buffer ve 750 pl distile su eklenerek vortekslenir.
3. DNA, 45 pl distile su icerisinde 1pug olacak sekilde seyreltilir.

4. 5 ul M- Dilution Buffer eklenerek vortekslenir ve 37 °C su banyosun da 15
dakika inkiibe edilir.
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5. Inkiibasyon sonrasi érnekler 5-10 saniye santrifiij edilir ve {izerlerine 100 pl

CT- Conversion Reagent eklenerek karigtirilir.
6. Ornekler 50 °C 1s1 blokunda, karanlikta 16 saat inkiibe edilir.
7. Inkiibasyon sonras1 6rnekler 10 dakika buz iizerinde bekletilir.

8. 5-10 saniye santrifiij edildikten sonra iizerlerine 400 pl M- Binding Buffer
eklenir ve érnekler filtreli Zymo-Spin ™ tiiplere aktarilir. Filtreli tiipler Collection

Tube’lara yerlestirilerek 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilir.
9. Collection Tube’lara biriken s1vi bosaltilir.

10. Filtreli tiiplere 180 ul M- Wash Buffer eklenir ve tiipler 13000 rpm’de 30

saniye santrifiij edilir.

11. Tiiplere 200 ul M- Desulphonation Buffer eklenir ve oda 1sisinda 15 dakika

inkiibasyon sonras1 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilir.

12. 180 ul M- Wash Buffer eklenerek 13000 rpm’de 30 saniye santriifiij edilir.
Tekrar 180 ul M- Wash Buffer eklenerek ayni hizda 1 dakika santrifiij edilir.

13. Filtreli tiipler 1.5ml ‘lik Eppendorf tiiplere alinarak tizerlerine 10l M-
Elution Buffer eklenir ve 8000 rpm ‘de 1 dakika santrifiij edilir.

14. Modifiye edilen DNA {izerine 12 pl distile su eklenerek 10°ar pl hacminde

alikotlanir.

15. Modifiye DNA -20 °C de saklanir.
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5.5 Metilasyon Spesifik PCR

Tablo 7 MSP’de kullamlan Materyaller

Kullanilan Materyal Firma
DNA-Ladder Trackit 1kb Plus DNA Ladder, Invitrogen; Karlsruhe
dNTP Deoxynucleotide Set 100 mM, Sigma-Aldrich;
Munich
Primer MWG Biotech AG; Ebersberg
RedTaq Polymerase D 4309, Sigma-Aldrich; Munich

10 X PCR tamponu:

16.6 ml Ammonium siilfat (1 M)
o 33.5ml Tris (2 M, pH 8.8)

o 6.7 ml Magnezyum klorid (1 M)
. 0.7 ml B-Mercaptoetanol (14.4 M)
. 42.5 ml distile su

Kullanilan Primerler:

Tablo 8 GADD45Y MSP primerleri

GADD45y M1 | SSACGTGGTTTTTTGGTACGAGTC3’

GADD45y M2 | 57 GCCCACCACCAACGAATACG ¥’

GADDA45y Ul | 5> ACGTGGTTTTTTGGTACGAGTC 3’

GADD45y U2 | 5> ACCCACCACCAACAAATACA 3’

GADD45y geninin promotor bolgesinin metilasyon durumu MSP teknigi ile
belirlenmigtir. Bisiilfit muamelesi sonucu metillenmis sitozin molekiilleri de§ismeden

kalirken metillenmemis sitozin molekiilleri urasile dontigir. MSP, bisiilfit
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modifikasyonu sonrast DNAda meydana gelen degisiklikler g6z Oniinde
bulundurularak metillenmis ve metillenmemis DNA ‘ya 0zgii primerlerin
kullanilmasiyla metilasyon durumunun belirlenmesi prensibine dayanir [34]. Yiiksek
spesifite ve sensivitenin yakalanmasi i¢in MSP primerlerinin 1-3 CpG diniikleotidini
icermesi ve primer uzunlugunun 21-24 bg olmasi onerilmektedir [35]. Her 6rnek icin
metillenmis ve metillenmemis DNA’ya 0zgii primer ciftleri ile 2 ayr1 reaksiyon
gerceklestirilmis ve PCR iirlinleri agaroz jel elektorforezinde yiirtitillerek UV 15181

altinda goriintiilenmistir.

Tablo 9 Reaksiyon Basina PCR Bileseni Miktari

PCR Bileseni Hacim
10 X Tampon 2,5 ul
dNTP (25mM) 1,25 ul
Primer 1 (20uM) 0,5 ul
Primer 2 (20uM) 0,5 ul
Steril dH, O 14,25 pl
RedTaq (0.625 units) 13,5 ul

10 X PCR tamponu, dNTP karigimi, primerler ve steril su yukaridaki tabloda
verilen hacimlerde karistirilarak PCR tiiplerine dagitilir (Her 6rnek igin sadece metile
ve sadece unmetile primerlerden olusan iki ayri PCR karisimi hazirlanir). Bisiilfit
modifikasyonu yapilmis DNA 6rneklerinden 1’er pl tiiplere eklenir. Uzerlerine
mineral yag eklenir ve 1s1sal dongii cihazina yerlestirilerek PCR baglatilir. Program

95 °C’de 5 dakika olarak baslar ve sonrasinda sicaklik 80 °C’ye diiser. Bu asamada
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tiplere 5’er pul RedTaq eklenerek pipetle karistirilir. PCR programi devam ettirilir.

Kullanilan PCR programi agagida 6zetlenmistir:

95 °C 5 dakika

80 °C RedTaq eklenir

95 °C Denatiirasyon 30 saniye ™™
58 °C Baglanma 30 saniye
_ > | 35 dongii
72 °C Sentez 30 saniye
72 °C Final uzamasi 5 dakika .

Her MSP i¢in unmetile, metile ve negatif kontroller gereklidir. Unmetile kontrol
olarak, bilinen herhangi bir saglik sorunu olmayan bireylere ait kan 6rneklerinden
izole edilen ve bisiilfit modifikasyonu yapilan DNA kullanilmigtir. Hiicre serilerinin
metilasyon durumlarinin belirlenmesi i¢in yapilan MSP’lerde pozitif metile kontrol
olarak in vitro olarak metillenmis hale getirilen DNA 6rnekleri kullanilmistir. Hasta
ornekleri ile yapilan MSP’lerde ise pozitif metile olarak GADD45y’nin tamamiyle

metillenmis oldugu tespit edilen Raji 6rnekleri kullanilmagtir.

5.6 Invitro metillenmis DNA

Tablo 10 IVD elde etmek igin kullanilan materyaller

Kullanilan Materyal Firma

CpG Methyltransferase (M.Sssl) | New England BioLabs

MSP’de metile kontrol olarak kullanilmak iizere genomik DNA Sss1 metilaz enzimi
ile inkiibe edilerek in vitro olarak metillendirilmistir. Sirasiyla asagidaki islemler

uygulanmaistir:
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1. 32mM SAM’den 1l alinarak tizerine 19ul niikleaz icermeyen su eklenerek
seyreltme yapilmistir.

2. 14 pl niikleaz icermeyen su, 2.2 ul 10X NEBuffer, 1.2 pl seyreltilmis SAM, 1
ng genomik DNA ve 1 pl Sssl metilaz (4U/ pl) iyice karistirilarak 37°C’de 1
saat inkiibe edilmistir.

3. Reaksiyonun durdurulmasi i¢in karisim 65°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.

5.7 Agaroz Jel Elektorforezi

Tablo 11. Agaroz jel elektroforezinde kullamlan Materyaller

Kullanilan Materyal Firma
Agaroz UltraPure" Agarose, Invitrogene
Etidyum Bromid Soliisyonu Ethidum Bromide Solution, Invitrogene

MSP de amplifiye edilen {iriinlerin goriintiilenerek Orneklerin metilasyon
durumlarinin belirlenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi yapilmistir. 1 gr agaroz 1X
TAE ile 40 mI’ ye tamamlanmis ve karisim mikrodalga firinda kaynatilmistir. Sul
10mg/ml EtBr eklenerek karistirilmis ve elektroforez tankina dokiilmistiir. Cozelti
donarak jel haline gelince tanka jelin Gstiinii kapatacak miktarda 1X TAE eklenmis
ve jele 10 ar pl MSP {iriinii jele yliklenerek 100 V ‘ta 25 dakika yiiriitiilmiistiir. UV

15181nda goriintiileme yapilmistir.

5.8 RNA Izolasyonu
Materyal Firma
Filtreli Pipet Uglart MultiGuard Barrier Tip, Sorenson' ' Bioscience
Inc.; Salt lake City, USA
QIAshredder QIAGEN; Hilden
RNeasy Mini Kit QIAGEN; Hilden
3-Merkaptoetanol Sigma-Aldrich; Munich
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RNA izolasyonu RNeasy Mini Kit kullanilarak yapilmistir. -80 °C’de
muhafaza edilen hiicre pelletleri oda sicakliginda bekletilerek ¢éziinmeleri saglanir.
Izolasyon sirasinda filtreli RNaz icermeyen filtreli pipet uclart kullamilir. Kitte
bulunan RLT Buffer’dan 2 ml alinarak iizerine 20 ul B- Merkaptoetanol eklenir.
Hazirlanan karisimdan 350 pl hiicre pelleti iizerine eklenerek pipet yardimiyla
karistirtlir. Karisgim filtre igeren QIlAshredder Mini Spin tiiplerine aktarilir. 13000
rpmde 2 dakika santifiij edilir. Filtreli tiipler atilarak pellet tizerine 350 pl % 70
etanol eklenir ve pipetle karistirilarak RNeasy Mini Spin Tiiplerine alinir. Uzerine
700 pl Buffer RW1 eklenir ve 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilir. Filtreli kistm
kit i¢indeki 2 ml’lik tiiplere yerlestirilir ve 500 ul Buffer RPE eklenerek 10000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilir. Siiziintii atilarak filtreli tiibe tekrar 500 pl Buffer
RPE eklenir ve 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Filtreli tiip 1.5 ml’lik yeni
tiiplere yerlerstirilir. Agzi parafinlenerek 37 °C lik su banyosunda bekletilen RNAaz
icermeyen sudan 50 pl filtre iizerine eklenerek 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilir. 10 pl 6rnek 60 pl su ile karistirilarak spektorfotometrede 260nm’de 6l¢iim
yapilir. Izole edilen RNA -80 °C” de muhafaza edilir.

5.9 Ters Transkripsyon

Tablo 12 Ters transkripsiyonda kullanilan materyaller

Materyal Firma

SuperScript' " First- Strand  Invitrogene

e Ters transkripsiyon sirasinda RNaz icermeyen tiipler ve Filtreli pipet uglari

kullanilir.

e DNA kontaminasyonunun yol agabilecegi yalanci pozitifligi gorebilmek

amaciyla her 6rnek i¢in negatif kontrol hazirlanir.

10 X tampon, 25 mM Magnezyum, dNTP mix, Rd hexamere 6rnek basina
asagida verilen miktarlarda karistirilarak master mix hazirlanir. Karigim her tiipte

14.4 ul olacak sekilde dagitilir. 1 pg RNA eklenir ve tiipteki karisim RNaz free su ile
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21 pl ye tamamlanir. 70 °C 1s1 blokunda 10 dakika inkiibe edilir. Negatif kontrol
tiptine 48 ul RNAse igermeyen su konulur ve 1s1 blokunda inkiibasyonu
tamamlanmis ornekten 2 pl eklenerek negatif kontrol hazirlanmis olur. Ornegin
tizerine 1 ul terstranskriptaz (SS RT I1) eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edilir. 30

ul RNaz igermeyen su eklenir.

Tablo 13 Ters Transkripsiyon Reaksiyon Bilesenleri

Bilesen Miktar  Konsantrasyon
10 X RT Buffer 2 ul 1X
dNTP mix 4 ul 5,5mM
25mM Magnezyum kloriir 4,4 pl 500uM
Random Hexamer 4 ul 10uM

5.10 Real Time PCR

Tablo 14 RT-PCR’da kullamilan geregler

Geregler Firma

7700 Sequence Detector Applied Biosystems®; Foster City, USA
GAPDH Primer & TagMan probe TagMan® GAPDH Control reagent, Applied
Biosystems; Foster City, USA

Master Mix TagMan® PCR Master Mix, Applied Biosystems;
Foster City, USA
Primer MWG Biotech AG; Ebersberg

MicroAmp™ Optical 96-Well Applied Biosystems; Foster City , USA
Reaction Plate

Tablo 15 Primerler

Ileri Primer 5’CAG CGT CAG GGC TGCCT 3’

Geri primer 5’GCC CTC GTC CTC CTC ACC 3’

TgP1: 5’ACG TGG ACC CCG ACAATGTGACCTTC 3’
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Promotor metilasyonunun GADD45y ekspresyonuna etkisinin gézlemlenmesi
icin DAC ile muamele edilen ve edilmeyen hiicre serilerinde ekspresyon farkinin
belirlenmesi i¢in Real Time PCR uygulanmistir. Terse transkripsiyonla cDNA elde
edilmesinin ardindan iiriinler PCR teknigi ile ¢ogaltilirken kantifikasyon i¢in Tagman
probe kullanilmigtir. Tagman prob iki ucu birer floresan boyayla isaretlenmis,
cogaltilmak istenen DNA’ya komplementer olan, tek zincirli bir niiklotid dizisidir.
Probun 5 ucu reporter (6-karboksifloresin = 6-FAM) ve 3’ ucu quencher (6-karbosi-
tetrametil-rodamin=TAMRA) denilen floresan boyalarla isaretlidir. 3’ uctaki
TAMRA boyas1 5° ugtaki FAM boyasiminin sinyal olusturmasini baskilar. TAMRA
probun komlpementer DNA dizisine baglanamsi durumunda bile FAM’1n yaydig:
sinyal oldukga diisiiktiir. Amplifikasyon siirecinde TagMan prob primerlerin
baglandig1 bolgelerin arasinda bulunan komplementer diziye baglanir. TagMan
probun bulundugu bolgeye gelindiginde polimeraz 5’23’ ekzoniikleaz aktivitesiyle
FAM’1 probtan aymrarak serbest birakir. TAMRA’nin baskilayict etkisinden
uzaklasan FAM sinyal olusturur. Her dongiide iiriin miktar1 arttikca sinyal artar.
Uriinde ilk anlamali artisin tespit edildigi dongii sayisina esik deger (Ct) denir.
Baglangigta reaksiyona giren spesifik ¢cDNA miktarinin fazla olmasi durumunda

floresan sinyale erken ulasildigindan Ct degeri diisiiktiir.
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Polimerizsayon
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Sekil 5 TagMan Probe yontemi

Ters transkripsiyon sonucu elde edilen her cDNA 6rnegi i¢in ayni anda ii¢
reaksiyon, negative Ornekler i¢in tek reaksiyon gerceklestirilmistir. RT-RCR
bilesenleri reaksiyon basina asagidaki tabloda verilen hacimlerde karigtirilarak 22’°ser
pul  hacminde 96’lik plaga dagitilmistir. Negatif kontrol reaksiyonunun
gerceklestirilecegi 2 goze 3’er pl distile su eklenerek iistleri optic kapaklarla
kapatilir. Geri kalan gozlere de 3’er ul 6rnek eklenir ve iistleri kapatilarak ABI 7700
Sequence Detector’e yerlestirilerek RT-PCR dongiisii baglatilir. RT-PCR dongiisii
asagida verildigi gibidir.

S50°Caniiiiiinennnnnnns 2 dakika
95°Cuiiiineenennennnn 10 dakika

40 Déongii
05 Chverrnnrennenennnnns 15 saniye
U2 O 30 saniye
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Tablo 16 RT-PCR bileseni

RT-PCR Bileseni Hacim
Master Mix [2 X] 12.5ul
Primer forward [20 uM] 1.0 ul
Primer terse [20 uM] 1.0 ul
Tag-man Probe [20 uM] 0.1 ul
Distilled water 7.4 ul

Her 6rnege ait baslangicta kullanilan RNA’nin kalitesi ve ters transkripsiyon

etkinligi farkli oldugundan hedef genin ekspresyonu secilen bir houskeeping genin

ekspresyonu ile normalize edilir. RT-PCR c¢alismasinda internal kontrol olarak

GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) kullanilmistir. Ters Transkripsiyon

sonucu elde edilen cDNA oOrnekleri ile GAPDH i¢in Ct degerlerinin belirlenmesi

amactyla RT- PCR yapilmis, elde edilen degerler GADD45y nin 6rneklerdeki

ekspresyon diizeyinin belirlenmesi ve karsilagtirilmasi i¢in kullanilmigtir. RT-PCR

bilesenleri ve miktarlar1 asagida belirtilmistir.

Tablo 17 RT-PCR bileseni (GAPDH)

RT-PCR Bileseni Hacim
Master Mix 12,5 ul
Ileri Primer 1 ul
Geri Primer 1 ul
Probe (JOE) 1 ul

Distile su 7,4 ul
cDNA 06rnegi 3ul
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6 BULGULAR

6.1 DNA izolasyonu Sonugclar

Calismaya alinan RWTH Aachen Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji — Onkoloji
Servisinde takip edilen 117 AML , 94 MM hasta 6rnegi ve hiicre soylarindan elde
edilen DNA’larin saflik ve konsantrasyon tayini ic¢in Ol¢limler spektrofotometre
cihazinda 260 ve 280 nm dalga boylarinda yapildi. Elde edilen sonuglara gore saflik

derecesini gosteren 260/280 oraninin 1,6 ile 1,8 arasinda yogunlastig1 gorildii.

6.2 Hiicre Soylar1 Metilasyon Durumlari

Hiicre serilerinin metilasyon durumlart MSP ile belirlenmistir. MSP triinleri
agaroz jelde yiriitilmiis ve UV 15181 altinda goriintiilenmistir. GADD45y ‘nin
Hodgkin lenfoma hiicre serileri L-1236, L-428 ve Burkitt lenfoma hiicre soyu Raji
hiicrelerinde tamamiyle metillenmis, AML hiicre serileri GDM-1, HL-60, KG1la ve
MM hiicre serisi OPM-2 hiicrelerinde kismen metillenmis oldugu goriilmiistiir.
Diger hiicre soylar1 U266, LP-1 ,SET-2, RPMI8226, L — 540 hiicrelerinde ise

metilasyon gézlemlenmemistir (Sekil 6).

Yapilan MSP’lerde saglikli bireylerden alinan peripheral kan 6rnekleri (PK),
invitro olarak metillenmis DNA (IVD) ve su (H20) kontrol olarak kullanilmistir. (U)
metillenmemis DNA dizisini taniyan primerlerle amplifiye olan MSP {irtiniinii, (M)
metillenmis DNA dizisini taniyan primerlerle c¢ogalmis MSP dirlinlerini

gostermektedir.
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L-1236 L-428 L-540  RPMI 8226 PK IVD H.0

OPM-2 U266 Raji LP-1 PK IVD H.0

KG1a HL-60 GDM-1 SET-2 PK IVD H.0

Sekil 6. Hiicre serilerinin metilasyon durumlar1 Periferal kan 6rnelkeri (PK) , in vitro olarak metillenmis
DNA (IVD) ve su kontrol olarak kullamlmistir. U metillenmemis DNA ve M metillenmis DNA’y1 temsil
etmektedir.

6.3 Hasta Ornekleri MSP Sonuclar:

117 adet AML, 94 MM hasta 6rneginin MSP ile metilasyon durumu
aragtirtlmisttr.  MSP  {rlinleri  agaroz jelde yiriitilmis ve UV 1s18inda
gortntiilenmistir. AML 0Orneklerinde metilasyon saptanmazken MM o&rneklerinin

8’inde metilasyon sinyali gozlemlenmistir.
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1658 1580 1338 1249 PK Raji H0

N Sy rm—— e, |t — prm—— e

76 86 89 139 954 PK Raji H0

25 44 51 1619 80 PK Raji H20
——

Sekil 7. MM hasta ornekleri temsili MSP sonuclari. Saghkh bireylerden alinan periferal kan 6rnekleri
(PK),Raji hiicreleri ve su kontrol olarak kullanilmstir. (U) metillenmemis DNA ve (M) metillenmis

DNA’y1 temsil etmektedir.

Tablo 18 MM hasta listesi ve metilasyon durumlari

Ornek Evre Metilasyon Ornek Evre Metilasyon
Durumu Durumu
943 MGUS ) 1256 1A U
946 MGUS ) 1339 1A U
954 MGUS U 1360 A U
1570 MGUS U 1399 1A U
1617 MGUS U 1564 1A U
898 1A U 1565 1A U
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911 1A U 1567 A U
968 1A U 1568 A U
1033 1A U 1571 A

1244 1A U 1573 A U
1250 1A U 1574 A U
1572 1A U 1575 A U
1577 1A U 1576 A U
9 A U 1580 A U
19 1A U 1581 A U
47 A U 1619 A U
54 A U 88=1309 A U
81 1A U 22 111 B U
849 1A U 25 111 B U
908 A U 51 1B U
1252 i U 70 111 B U
1618 A U 76 1B U/M
29 A U 80 1B U/M
46 A U 86 1B U/M
48 A U 89 1B U
49 A U 897 1B U
72 A U 904 111 B U
77 A U 910 1B U
85 A U 914 1B U
139 A U 1086 1B U
149 A U/M 1240 1B U
901 A U 1241 1B U
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905 A U 1253 111 B U
906 A U 1255 111 B U
909 A U/M 1338 1B U/M
913 A U 1566 111 B U
962 A U 1569 1B U
972 A U/M 1247=1311 1B U
1000 A U 8 PCL U
1080 A U 44 PCL U/M
1081 1A U 84 PCL U
1242 A U 912 PCL U
1243 A U 1312 PCL U
1245 1A U 1318 PCL U
1246 1A U 1622 PCL U
1249 A U 892=1308 PCL U
1254 A U 1696 PCL U

(U) metillenmemis, (M) metillenmis DNA 6rnegini temsil etmektedir.

6.4 DAC ile inkiibasyon sonrasi hiicre Soylarinin metilasyon durumlari

DAC’nin GADDA45y promotorunun metilasyon durumuna etkisinin
gbzlemlenmesi i¢in 96 saat boyunca 1uM DAC ile inkiibe edilmis L-1236 ve L-428
hiicreleri ile MSP yapilmstir. Inkiibasyon &ncesi sadece metillenmis DNA dizisini
taniyan primerlerle amplifikasyon gosteren L-1236 ve L—428 hiicre serilerinde DAC
ile inkiibasyon sonrast hem metillenmis (M) hem de metillenmemis (U) DNA

dizisini tantyan primerlerle amplifikasyon gozlemlenmistir.
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L-1236 L-428 L-540  RPMI 8226 PB IVD H:0
A A

L1236 L-428 PK Raji H:0

Sekil 8 DAC inkiibasyonu sonrasi hiicre serilerinin metilasyon durumlari
96 saat siiresince 1uM DAC ile inkiibe edilen Hodgkin Lenfoma hiicre soylar1 L-1236 ve L-428

hiicrelerinde hem metillenmis (M) hem de metilenmemis (U) DNA dizilerini tamyan primerlerle
amplifikasyon goriilmiistiir.

6.5 RT-PCR sonuglari

GADDA45y promotor metilasyonunun genin ekspresyonuna etkisinin
belirlenmesi i¢in RT-PCR teknigi kullanilmigtir. DAC ile inkiibe edilmeyen ve 1 uM
ve 2 uM DAC ile 96 saat siiresince inkiibe edilen hiicre soylarindan RNA izolasyonu
yapilmustir. Ters transkripsiyon methodu ile RNAdan cDNA elde edilerek RT-PCR
yapilmistir. GAPDH internal kontrol olarak kullanilmistir. DAC inkiibasyonu sonrasi
L—428, Raji, OPM-2, HL-60 and KG1a hiicrelerinde ekspresyonda artis gzlenirken,
L-1236 hiicrelerinde DAC inkiibasyonu Oncesi ve sonrasit arasinda GADD45y
ekspresyonunda degisiklik gozlemlenmemistir. Metillenmemis SET-2 hiicrelerinde

inkiibasyon Oncesi ve sonrast GADD45y ekspresyonu sabit kalmistir.
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10,00

1,00

0,10

Relatif GADDA5y ekspresyonu

0,01

L-428

L-428+1 L-428+2 Raji
uh DAC  pM DAC

Raji+ 1
uh DAC

Raji + 2
uM DAC

10,00

1,00

0,10

Rehtif GADDd5y ekspresyonu

0,01

L-1236+ 1 pM DAC

L-12

36+ 2 uM DAC

Sekil 9. GADD45y’nin tamamiyle metile durumda oldugu hiicre soylarinda DAC inkiibasyonu 6ncesi ve

sonrast GADD45y ekspresyonu.

Hodgkin Lenfoma hiicre soyu L-428’de ve Burkitt Lenfoma hiicre soyu Raji’de DAC
inkiibasyonu sonrasi ekspresyonda artis gozlenirken Hodgkin Lenfoma hiicre soyu L-1236

hiicrelerinde ekspresyon diizeyi stabil bulunmustur.

42



Relatif GADD35y ekspresyonu

HL-60+1 HL-60+2 KGla  KGla+1 KGla+2
UM DAC  uM DAC UM DAC  uMDAC

Lg
[=]

=
[y

Rehtif GADD45y ekspresyonu
(=]
[=]

OPM-2+1 OPM-2+2 SET-2  SET-2+1 SET-2+2
UM DAC  uM DAC UM DAC  uM DAC

Sekil 10. GADD45y’nin parcal metile ve metillenmemis durumda oldugu hiicre serilerinde DAC
inkiibasyonu 6ncesi ve sonras1 GADD45y ekspresyonu.

GADD45y’min kismi metile durumda bulundugu AML hiicre soylar1 HL-60, KGla ve MM
hiicre soyu OPM-2 hiicre serilerinde DAC uygulamasi sonrasi ekspresyonda artis géozlenmistir.
Genin metillenmemis durumda oldugu AML hiicre soyu SET-2 hiicrelerinde ise DAC
inkiibasyonu sonrasi ekspresyon diizeyinde degisiklik goriilmemistir.
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6.6 GADD45y metilasyon durumu ve klinik parametreler

MM hasta 6rneklerinde GADD45y promoter metilasyonu artmis kalsiyum
orani (p=0,004) ve sag kalim ile iliskili bulunmustur. Ortalama kalsiyum diizeyinin
metillenmemis promotora sahip hastalarda 2.30, metillenmis promotora sahip
hastalarda 2.65 oldugu goriilmiistir. GADD45y promotorunun metillenmis olarak
bulundugu 8MM hastasinin ortalama sag kalim siiresi 13.7 ayken genin
metillenmemis olarak bulundugu hastalarda bu siire ortalama 57.1 aydir. Grafik

metilasyon ve sag kalim arasindaki korelasyonu gostermektedir.

—.— metillenmemig

0,75 T e metllenmis

oy
0,25 - _
0,00 +——————————————————

Sag Kalim { Ay )

Sekil 11 Grafik MM hastalarinin sag kalim siireleri ve GADD45y’nin metilasyon durumunu
gostermektedir. (p=0.001)
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7 TARTISMA

DNA metilasyonunun kanserle yakindan iligkili olmas1 genetik bozukluklar
disinda genlerin promotorlarinin metilasyon durumlarin1 da prognozda ve hastaligin
tedavisinde etkili kilmaktadir. Tiimor baskilayict genlerin metilasyon durumlari
bircok solid timdr ve hematopoietik malignitede arastirilmistir [3]. Non- Hodgkin
lenfomada DAP kinaz 1, p57, pl6, O° MGMT, GST, RARP2 genleri epigenetik
olarak sessizlestirilmis oldugu gosterilen genlerdendir [13, 14, 36-38]. Akut
lenfoblastik 16semilerde p15, E-cadherin, p 73, AML’lerde SOCS-1, p15 genlerinin
hipermetilasyondan etkilendigi gosterilmistir [39-42] .

GADD45y’ nin PCA (proliferating cell nuclear antigen) ve siklin bagimli

| WAFLICTPL jle iliskili oldugu ve hiicre biiyiimesi ve bélinmesinin

kinaz inhibitori p2
negatif kontroliinde etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica GADD45y p38/c-Jun NH2-
terminal kinaz yolagimi aktive ederek apoptozu tetikleyen MTK1/MEKK4 ile de
etkilesim halindedir. GADD45y ekspresyon vektorii ile transfekte edilen hipofiz
tiimorii hiicre soylarinda koloni olusumunun kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda
%55- 88 oraninda azaldigi goriilmiistiir [43]. GADD45y promotorunun metillenmis
ve geninin sessizlestirilmis oldugu nasofarenjial, hepatoseliiler, 6zofajiyel ve
larinjiyel karsinoma ve lenfoma hiicre soylarina GADD45y ekspresyon vektoriiniin
transfekte edilmesinin hiicre proliferasyonunu ve koloni formasyonunu baskiladigi
gosterilmistir [26]. Bu bulgu farkli timor tipi hiicre soylarinda GADDA45y’ nin

timor baskilayict gen islevine sahip olabilecegini diistindiirmektedir.

Ying ve arkadaslar1 farkli timor tiplerine ait hiicre soylariyla yaptiklari
calismada GADD45y promotorunun Non-Hodgkin lenfoma hiicre soylariin
%85’inde , Hodgkin lenfoma hiicre soylarinin %73’linde , servikal karsinomlarin
%350’sinde , akciger karsinomlarinin %40’inda metillenmis olarak bulundugunu
belirlemislerdir. Ayni ¢alismada GADD45y’ nin metillenmis olarak bulundugu hiicre
soylarinda genin ekspresyonunun azaldig1 ya da genin sessizlestirildigi gosterilmistir
[26]. Ying ve ark.’larinin sonuglarima benzer olarak bu calismada hematolojik
malignite hiicre soylarinda GADDA45y’nin Raji (Burkitt lenfoma), L-1236 ve L-
428’de (Hodgkin lenfoma) tamamiyle metillenmis , GDM-1, HL-60, KGla (Akut
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miyeloid 16semi) ve OPM-2’de (Multiple myelom) kismen metillenmis olarak
bulunmustur. L-1236, L-428, Raji, OPM-2, HL-60 ve SET-2 hiicre soylar1 demetile
edici ajan DAC ile inkiibe edilmis ve inkiibasyon Oncesi ve sonrasi genin
hiicrelerdeki ekspresyon seviyeleri karsilastirlmistir. inkiibasyon sonrast DAC’nin
demetile edici etkisi MSP ve agaroz jel elektroforezi ile tespit edilmistir. GADDA45y
promotorunun tamamiyle ya da kismi olarak metillenmis olarak bulundugu L-428,
Raji , OPM-2, HL-60 ve KGla hiicrelerinde DAC inkiibasyonu sonras1t GADD45y
ekspresyonunun arttigi gorilmiistiir. Ying ve ark.’larmin yaptigi calismada da
GADD45y promotoru L-428 ve Raji hiicrelerinde metillenmis olarak bulunmus ve

DAC inkiibasyonu sonrasi genin ekspresyonunda artig goriilmiistiir [26].

L-1236 hiicrelerinde ise DAC uygulamasi sonrast demetilasyon goriilmesine
ragmen ekspresyonda beklenen artis gozlenmemistir. Epigenetik mekanizmalar
disinda NF-«kB regiilasyonu GADDA45y ekspresyonunun diizenlenmesinde etkili
oldugu tanimlanmig bir mekanizmadir. Buna goére birgok kanser tiiriinde aktivasyonu
artmig olarak bulunan NF-kB GADD45 o ve y’nin ekspresyonunu baskilayarak
hiicrelerin apoptozdan kagisina neden olmaktadir [11]. L-1236 hiicrelerinde elde
edilen sonu¢ GADDA45y ekspresyonunun kontroliinde etkili, epigenetik
mekanizmalar diginda, NF-kB aktivasyonu ya da heniiz tanimlanmamis
mekanizmalarin da var olabilecegini diisiindiirmiis ve bu hiicrelerde metilasyonun

genin ekspresyonuna bu asamada etki etmedigi goriilmiistiir.

Calismada AML ve MM teshisi konulmus hastalardan ve saglikli bireylerden
alinmis Orneklerin metilasyon durumlart incelenmis, MM orneklerinin 8,5%’inde
kismi metilasyon goriilmiistir. Metillenmis DNA 6rneklerinin hepsi evre III MM
hastalarina aittir. Ying ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada da ¢esitli timor tipleri ve
normal doku Ornekleri incelenmis, tiimorlerde farkli sikliklarda GADDA45y

metilasyonu gozlenirken normal dokularda metilasyon goriillmemistir [26].

Metilasyondan etkilenmis genlerin kanserin prognozu ve uygulanan tedaviye
verilecek cevapta etkili olabilecegi ve metilasyon biomarkirlarinin hastaligin
prognozu ve tedaviye verilen cevabin belirlenmesinde kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin hiicre dongiisii regiilatorii p15 geninin metilasyonu AML

hastalarinda negatif prognoz ile iligkili bulunmustur [44]. Hiicre dongiisiiniin
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kontrolinde rol alan pl6 ™K [45] ve apoptoz regiilatori DAP kinaz [46]
metilasyonunun MM hastalarinda negatif prognoz gostergesi olabilecegi
gosterilmistir. MGMT proteini guanine alkil grubu eklenmesiyle meydana gelen
DNA hasarinin tamirinde gorevlidir. Baz1 alkilleyici sitotoksik ilaglar i¢in guanin
hedeftir. MGMT hipermetilasyonu goriilen difiiz biiyilik hiicreli lenfoma hastalarina
siklofosfamid igeren kemoterapi uygulandiginda sag kalim siiresinin uzadigi
gorilmistir. MGMT hipermetilasyonunun lenfoma hiicrelerini daha duyarli hale
getirerek hiicreleri apoptoza gotirdiigii diisiiniilmektedir. Bu c¢alismada GADD45y
promotorunun metillenmis olarak bulundugu MM teshisi konulmus hastalarda sag
kalim siiresinin 13,7 ay ve metillenmemis olanlarda ise 57,1 ay oldugu belirlenmistir.
Evre III MM hastalarinin ortalama sag kalim siiresinin 39 [47] ay olmasina karsin
caligmaya katilan evre 111 ve. GADDA45y’nin metillenmis oldugu MM hastalarinda bu
siirenin 13,7 ay olmasi metilasyon ve sag kalim arasinda iliski olabilecegini
disiindiirmektedir. Bununla birlikte ¢alisilan hasta Ornegi sayist  genin

metilasyonunun klinik etkilerinin belirlenmesini sinirlandirmaktadir.

Genetik bozukluklarin aksine epigenetik degisikliklerin DNMT ve HDAC
inhibitorleri gibi farmakolojik ajanlar kullanilarak geri dondiiriilebilir olmasi
karsinogenezde etkili metillenmis genlerin tespit edilerek tedaviye yonelik olarak
kullanilmasin1 miimkiin kilmaktadir. Histon modifikasyonlari ve DNA metilasyonu
arasindaki iliski arastirmacilari DNMT ve HDAC inhibitorlerinin kombine edilerek
kullanildig1 ve epigenetik mekanizmalarla sessizlestirilmis kanserle iligkili genlerin
tekrar eksprese edilmesini hedefleyen terapiler arastirmaya itmistir. Yapilan Klinik
caligmalarda  AML ve miyelodisplastik sendrom (MDS) hastalarina deri alti
enjeksiyonu ile 10-14 giin boyunca DNMT inhibitorii AZA ve ardindan bir hafta
boyunca fenilbiitirat verilimis ve bu hastalarin %50’sinin tedaviye tam ve kismi
cevap verdigi goriilmiistiir [48]. Bununla birlikte DAC (15mg/m? — 10 giin) ve
HDAC inhibitérii VPA’nin ( 20- 50 mg/kg) birlikte kullaniminin AML ve MDS
hastalarinda tedaviye verilen tam cevab1 %22 oraninda arttirdig1 gosterilmistir [49].
Bu ajanlarin kemoterap6tik ilaglarla birlikte kullanildiginda kanser tedavisine basari

oranini olumlu etkileyebildigi de bildirilmistir [50].
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Sonu¢ olarak c¢aligmada hiice soylarinda ve bazi hasta Orneklerinde
GADDA45y gen promotorunda metillenmenin var oldugu, metillenme durumunun/ in
vitro/ ortamda DAC kullanimi ile ortadan kaldirilmasiyla, 6nceki durma gore
GADDA45y ekspresyonunda artis saglanabilece8i gosterilmistir. Bu uygulamanin
hiicre sagkalim ve c¢ogalma potansiyelini nasil etkiledigine iligskin verilerin
degerlendirilmesi stirdliriilmektedir.

Hastalara ait sonucglar ise GADD45y promotor metilasyonunun sag kalim
stiresiyle iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Buna bagl olarak GADD45y gibi
timor baskilayic1 genlerin metilasyon durumlart ve bunun klinik parametrelerle
iligkilerinin ~ belirlenmesi prognozun takibi ve yeni tedavi seceneklerinin

olusturulmasi ve uygulanmasi i¢in kullanilabilecektir.
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