EGE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
IC HASTALIKLARI ANABILIM DALI
PROF DR FEHMI AKCICEK
HEMATOLOJi BiLIMDALI

PROF DR GURAY SAYDAM

Dasatinib Uygulanan KML Hiicre Serilerinde Uyarilmis
Apoptozunda STAT5A ve STATS5B icin Ortak Hedef olan

miRNA’ larin Ekspresyon Profillerinin Cikartilmasi

UZM DR ASU FERGUN YILMAZ

DANISMAN

DOC DR FiLiZ VURAL



iCINDEKILER
1. GIiRiS-AMAC
2. GENEL BiLGILER
1.1.Kronik myeloid I6semide tanim
1.2.Epidemiyoloji
1.3. Etiyoloji
1.4.Tarihge
1.5.Tan
1.6.Ayirici tani
1.7.Klinik evreleme ve prognoz
1.8.Tedavi
1.1.1. Tirozin kinaz inhibitérleri
1.1.1.1. imatinib
1.1.1.2. Nilotinib
1.1.1.3. Dasatinib
1.1.2. Allojeneik kék hiicre nakli
1.9.Tedaviye yanitin degerlendirilmesi
1.10. Patogenez
1.1.1. Ph kromozomu
1.1.2. BCR/ABL fiizyon geni ve proteini
1.1.1.1. Abl geni ve ptoteini
1.1.1.2. Bcr geni ve proteini
1.1.1.3. Abl/bcr flizyon geni ve proteini
1.1.3. Patogenezde etkili olan Bcr/abl aracili transformasyon mekanizmalar
1.1.1.1. Adezyon 6zelliklerinin degisimi
1.1.1.2. Apoptozun inhibisyonu
1.1.1.3. Mitojenik sinyal yolaklarinin aktivasyonu

1.11. STAT 5’in genel ozellikleri



1.12. Tiimor hiicre proliferasyonu ve apoptozda STAT’larin rolii
1.13. STAT’larin anjiogenezdeki rolii
1.14. Tiimoriin immun sistemden korunmasi
1.15. Anti- kanser tedavi hedefi olarak STAT’lar
1.16. miRNA
1.1.1. miRNA’lann tarihgesi ve terminolojisi
1.1.2. miRNA’larin hedef genleri
1.1.3. miRNA’larin etkileri
MATERYAL METOD
1.1.L6semik hiicre hatti
1.1.1. K562 hiicre hattinin 6zellikleri
1.1.2. K562 hiicre hattinda kullanilan besiyeri ve kiiltiir islemi
1.1.3. Dondurulmus hiicre hattinin ¢6ziilmesi
1.1.4. Hicre hattinin pasajlanmasi
1.1.5. Hicre sayimi ve canlihgi
1.2.ilag uygulamasi
1.3.Apoptoz testi

1.4.in silico Analiz ile STAT5A ve STAT5B’ nin Ortak Hedefi olan miRNA’ larin
Belirlenmesi ve Ekspresyon Profillerinin Cikartilmasi

1.5.mi RNA izolasyonu
1.6.istatistiksel analiz
SONUCLAR

TARTISMA
KAYNAKLAR

OZET

ABSTRACT



TABLOLAR:

Tablo 1: Diinya Saglik Orgiitii akselere faz tanimi
Tablo 2: Diinya Saglik Orgiitii blastik faz tanimi
Tablo 3: Kronik myeloid I6semi risk tanimlamasi
Tablo 4: Yanit tanimlan

Tablo 5: "miRBase release 19" web sitesine gore STAT5A ve -5B'nin ortak hedefi oldugu
miRNA’lar
Tablo 6: Dasatinib uygulanmamis hicre kiiltirinde hedef miRNA’lar ve referans genlerin

amplifikasyona girdikleri dongi sayisi

Tablo 7: Dasatinib uygulanmis hiicre kiltiiriinde hedef miRNA’lar ve referans genlerin
amplifikasyona girdikleri dongii sayisi

Tablo 8: Hedef miRNA’lardaki kontrol gruplarina gore ekspresyon degisiklikleri



SEKILLER:

Sekil 1: Ph kromozomu

Sekil 2: Kronik myeloid I6semi periferik yayma bulgulari
Sekil 3: imatinib mesilat

Sekil 4: 2. Kusak tirozin kinaz inhibitorleri ve imatinib mesilatin kimyasal yapilarinin

karsilastiriimasi

Sekil 5: dasatinibin kimyasal yapisi

Sekil 6: abl proteinin yapisi

Sekil 7: ber proteinin yapisi

Sekil 8: bcr/abl geninin baslica formlar
Sekil 9: bcr/abl geni tarafindan kontrol edilen baslica transformasyon mekanizmalari
Sekil 10: mitojenik sinyal yolaklari

Sekil 11: JAK/STAT sinyal iletim yolagi

Sekil 12: STAT molekiillerinin yapisi

Sekil 13: mi RNA biyogenezi

Sekil 14: hiicre canliiginin degerlendirilmesi

Sekil 15: STAT 5a ve 5b’yi hedef alan aday miRNA’larin ekspresyon profilleri



GRAFIKLER:

Grafik 1: Dasatinib uygulanmis hiicre kiltiirlinde saatlere gére tanimlanan ICso degerleri

Grafik 2: Belirlenen dasatinib dozu uygulanan ve uygulanmayan (kontrol grubu) gruplar
arasindaki apoptoz oranlari

Grafik 3: Hedef miRNA’larin kontrol grubuna gore ekspresyon degisiklikleri

Grafik 4: STAT 5a ve 5b’yi hedef alan aday miRNA’larin "scatter plot" ve "volcane"
grafiklerindeki ekspresyon profilleri



KISALTMALAR:

Abl: abelson murin [6semi

AKHN: Allojenik kok hiicre nakli
AML: akut myeloid I6semi

ALL: akut lenfoblastik [6semi

ATP: adenosin trifosfat

Bcr: break point cluster region
DSO: Diinya Saglik Orgiit

ELN: European Leukemia Net

EPO: eritropoetin

FDA: food and drug administration
FISH: floresan insitu hibridizasyon
G- CSF: Granulosit koloni stimule edici faktor
GM- CSF: granulosit- makrofaj koloni stimule edici faktor
HY: hematolojik yanit

IFN: interferon

KML: kronik myeloid [6semi

KLL: kronik lenfositik [6semi

MAP: mitogen activated protein
MMY: major molekiler yanit

MY: molekiler yanit

Myc: myelositomatozis

PDGF: platelet derived growth factor — trombosit kaynakl biylime faktori



Ph: Philadelphia kromozomu

PI: fosfotidil inositol

PIAS: protein inhibitors of activated STATs- aktive STAT larin protein inhibitorleri
RT- PCR: ters transkriptaz polimerize zincir reaksiyonu

SCOCS: suppresor of cytokin signaling- sitokin sinyallesme supresérler

STAT: signal transducer and activator of transcription

SY: Sitogenetik yanit

THY: Tam hematolojik yanit

TPO: trombopoetin

UTR: untranslated region- translasyona ugramayan bolge

VEGF: vaskiler endotelial bliylime faktori



ONSOz

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dal’nda aldigim yan dal uzmanlik egitimim
boyunca her tirli bilgi ve tecriibesinden yararlandigim degerli hocalarim, basta tez danismanim
Dog Dr Filiz Vural olmak Gzere Prof Dr Filiz Bliyliikkegeci, Prof Dr Murat Tombuloglu, Prof Dr
Seckin Cagirgan, Prof Dr Mahmut Tob, Prof Dr Gliray Saydam, Prof Dr Ayhan Dénmez ve Dog Dr
Fahri Sahin’e sonsuz tesekkirlerimi sunarim.

Beraber c¢alismaktan keyif aldigim, iyi ve kotu giinlerimde yanimda olan tim c¢alisma
arkadaslarima, tezin her asamasinda bana yardim eden ve destek olan Cagdas Aktan ve Burgin
Kaymaz'a tesekkir ederim.

Yan dal uzmanlk egitimim siiresince bana sabirla destek olan esim Baris Yilmaz ve oglum Can'a

sonsuz tesekkir ederim.



1.GIRIS-AMAC

Kronik myeloid |6semi (KML) myeloid 6ncil hiicrelerin klonal cogalmasi ile karakterize kok hiicre
hastaligidir. 9 ve 22. kromozomlar arasinda resiprokal translokasyon ile tanimlanan Philadelphia
(Ph) kromozomu KML'nin olusmasinda temel sitogenetik etken oldugu belirlenmistir. Bu
translokasyon sonucunda, 9.934 kromozomu Uzerindeki tirozin kinaz “Abelson murine l16semi”
(c-ABL) geni 22.q11 kromozomu Uzerindeki “Break point cluster Region” (BCR) geni ile 22.
kromozom uzerinde birlesir ve [t(9,22) (q34; q11] Bcr/Abl fizyon geni olusur. Normalde inaktif
bir protoonkogen olan c-abl, translokasyon sonrasinda onkogenik 06zellik kazanir ve Bcr-Abl
flzyon proteinini kodlar. Bcr/Abl flizyon geni, kontrolsiiz tirozin kinaz aktivitesi gosterir; hiicre
proliferasyonu, maturasyonu ve adezyon sinyal yolaklarini aktive ve apoptozu inhibe ederek
malign hicre transformasyonuna yol acar ve KML patogenezinin temelini olusturur.
Patogenezde etkili olan Bcr-Abl aracii malign transformasyon mekanizmalari; adezyon
ozelliklerinin degisimi, apopitozis inhibisyonu, mitoz sinyal ileti yollarinin aktivasyonu seklinde
Ozetlenebilir. Bu sinyal ileti yolaklari; Ras ve MAP kinaz yolagi, fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K),
myc ve jak-stat’tir.

JAK/STAT sinyal iletim yolaginda bulunan sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii (signal
transducer and activator of transcription; STAT) proteinleri, sitokin, blylime faktori veya peptid
reseptorlerinden aldiklari sinyaller ile aktive olan ve bu sinyalleri ¢ekirdege ileten sessiz (latent)
sitoplazmik transkripsiyon faktorleri olarak islev gorirler. Aktive olduklarinda &nce
fosforillenerek, sonra da dimerleserek gekirdege yonelirler ve hedef genin promoter bolgesine
baglanarak "gen ekspresyon" degisimine neden olurlar. STAT'lar, hiicre proliferasyonu,
anjiogenez ve gesitli proteinlerin ifadelenmelerinin diizenlenmesinden sorumludur. Bu nedenle,
anormal aktivasyonlari ¢ogu zaman hicresel transformasyona neden olur. STAT protein ailesinin
yedi {yesi bulunur: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSA, STATSB ve STAT6. Ozellikle STAT3 ve
STATS, kontrolsiiz ¢cogalan, apoptoza ugramayan, immun sistemden kagan ve anjiogenezi uyaran
tiimor hiicrelerinde yiiksek oranda ifadelenirler ve bu sekilde karsinogenezde etkili olurlar. Bu
Ozelliklerinden dolayr kanser tedavisinde terapotik hedefler haline gelmislerdir. STAT
sinyallesmesini baskilama yollarindan biri aktivasyonunu saglayan degisik tirozin kinazlari bloke
ederek apopitozu uyarmaktir. Ancak tirozin kinaz reseptorleri STAT molekiillerine spesifik
degildir. STAT sinyallesmesini engelleyebilmek icin bilinen spesifik dizenleyicileri hedef olarak
secmek alternatif bir tedavi yolu olabilir. Bunlara 6rnek olarak Sitokin sinyallesme baskilayicilari

(suppressor of cytokine signalling; SOCS) ve aktive STAT’ larin protein inhibitorleri (protein



inhibitors of activated STATs; PIAS) verilebilir. Kanser tedavisinde kullaniimak tizere gelistirilen
yeni tedavi stratejilerinde kigulk sentetik molekiler inhibitoérler yaninda, shRNA ve siRNA'lar da
onem kazanmistir. Gelecekte siRNA uygulamasinin 6zellikle imatinibe direncli KML hastalarinda
alternatif bir tedavi segenegi olabilecegi disliniilmektedir. Ancak, son zamanlarda miRNA'lara
karsi kullanilan anti-miR oligonikleotidlerin kullanimi da giindeme gelmistir. GliniimUize kadar
miRNA biyogenezinin aydinlatilmasina yonelik ¢alismalar olmasina karsin, miRNA'larin, biyolojik
yolaklari nasil diizenledikleri heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ozellikle, STAT5a ve 5b’nin
ortak hedefleri olan miRNA ve anti-miRNA tedavilerini arastiran yeterli calisma yoktur.
miRNA’lar, endojen olarak sentezlenen yaklasik 19-24 nikleotid uzunlugunda olup protein
kodlamayan kiicik RNA’lardir. En karakteristik 6zellikleri hedef mRNA’nin 3' -UTR (Untranslated
region=Translasyona ugramayan bolge)’'sine baglanarak translasyon baskilanmasina ya da
parcalanmasina neden olmalaridir. Boylece, genlerin modilasyonunda, hicresel gelisim,
farklilasma, proliferasyon, metabolizma, imminite ve 6lim gibi oldukca genis bir biyolojik
yolaklar araligindaki bircok olayla iliskilidirler. Bugiin, bircok fizyolojik slirecin miRNA'lar
tarafindan dizenlendigini biliyoruz. Bu yizden, miRNA'larin anormal ifadelenme kaliplari hiicre
biyolojisinde 6nemli bircok mekanizmayi etkileyebilmektedir ve bunun sonucunda da infeksiyon,
kardiyovaskiiler, nérodejeneratif hastaliklar ve kanserler gelisebilmektedir. Karsinogenezle ilgili
miRNA’lar onkogen veya timor baskilayici gen olarak fonksiyon gormektedirler. Yapilan
¢alismalarda miRNA'lar, timor hicrelerinde hem baskilandigi hem de yiiksek oranda
ifadelenebildikleri gosterilmistir. Yine bu alandaki gelismeler, bazi miRNA’larin solid timorlerin
hepsinde arttigini, bir kisminin kanser tipine spesifik olarak artis gosterdigini bildirmistir. Bazi
miRNA’larin ise prognozla iliskili olabilecegi belirtilmistir. Bu bilgiler miRNA’lari tani, tedavi ve
prognozun belirlenmesinde olasi hedefler haline getirmistir.

Literatlirde, KML'gelisiminde 6nemi bilinen JAK/STAT yolag ve STAT5a ve 5b’nin hedefi olan
miRNA’lar ve etki mekanizmalari hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir.

Biz calismamizda; dasatinib uygulanmis K562 kronik myelositer |6semi hiicre hattinda, uyariimis
apoptozda, STAT5a ve 5b’nin ortak hedefi olan miRNA'larin ifadelenmesini arastirmayi

amagladik.



2. GENEL BiLGILER
KRONiK MYELOID LOSEMI
1.1. Tanim:

Kronik myeloid 16semi (KML) myeloid onciil hiicrelerin klonal gogalmasi ile karakterize kdk hiicre
hastaligidir (1). KML; 2008 Diinya Saglk Orgitii (DSO) siniflamasina gére; “Myeloproliferatif

Neoplaziler ” arasinda yer alir (2).

KML'nin temel sitogenetik 6zelligi 9. ve 22. kromozomlar arasindaki resiprokal translokasyon
sonucu gelisen Philadelphia (Ph) kromozomudur. Resiprokal translokasyon sonrasi olusan
bcr/Abl flizyon geni kontrolslz tirozin kinaz aktivitesi gosterir. Tirozin kinaz aktivitesi; hiicre
proliferasyonunu, maturasyonunu ve adezyon sinyal yolaklarini aktive ederek ve apoptozu

baskilar ve malign hiicre transformasyonuna yol acarak KML patogenezinin temelini olusturur

(3).

KML glinimlzde molekiler dizeyde en iyi tanimlanmis |6semi tipidir. Ayni zamanda biyolojik
ajan olan interferon kullanilarak l6semik klonun baskilandigl ve sagkalimin uzatildig ilk

neoplastik hastalik olma 6zelligini de tasimaktadir (4)

2.2 Epidemiyoloji:

KML, tim erigkin |6semilerin %20’sini olusturur. Yillik insidansi yaklasik 1 - 2/100.000’dir.
Hastalik erkeklerde kadinlara oranla biraz daha siktir. Yasamin 5.ve 6. dekatlarinda sik gorilir ve

yasla birlikte insidansi artar. Olgularin ancak % 10 kadari 20 yas ve altindadir. (1)

2.3 Etiyoloji:

Olgularin ¢cogu sporadik olup, etyolojide suglanan izole tek bir ajan bulunmamaktadir. Ailesel bir
predisposan veya viral bir etiyoloji ile birlikteligi kesin olarak gosterilememekle birlikte iyonize
radyasyona maruz kalmanin KML riskini arttirdigi bildirilmistir. Japonya’da 1945 yilindaki atom
bombasi patlamasindan sonra KML insidansi artmistir. Ancak niikleer endistrilerde ¢alisanlarda,
akilleyici ajan maruziyeti ya da radyoterapi sonrasi KML riskinde artis gosterilememistir. Bu

veriler doza bagimli bir etki olabilecegini diisindirmektedir (5).



2.4 KML’nin tarihgesi:

ilk olarak 1845 yilinda Dr. Rudolf Virchow ve Dr. John Hughes Bennett adinda iki patolog
tarafindan splenomegali ve I6kositozu olan ve bu bulgular agiklayacak baska bir nedeni
bulunmayan 2 hastada birbirinden bagimsiz olarak tanimlanmistir (6,7). Yaklasik 100 yil sonra;
1960 yilinda Peter Nowell ve David Hungerford, KML hastalarinda, kromozomal delesyon olarak
disindlen akrosentrik kromozom varligini tanimlamislardir. Bu durum tarihte bir kromozomal
anormalligin spesifik bir maligniteyle baglantisinin kurulmasinin ilk érnegidir. 1973 yilinda Dr.
Janet Rowley tarafindan kromozom 9’daki Abl protoonkogenin 22.kromozomdaki Bcr geni
yakinina resiprokal translokasyonu gosterilmistir. Bu yeni belirleyici, kesfedildigi sehrin onuruna
Philedelphia kromozomu (Ph) olarak adlandiriimistir (sekill). Daha sonra abl ve bcr genleri
tanimlanmis ve Bcr/Abl flizyon proteininin tirozin kinaz aktivitesi oldugu ve onkogenezde kilit
roli oynadigi gosterilmistir. 2001 yilinda Druker ve ark. tirozin kinaz aktivitesinin inhibisyonunun
KML tedavisinde etkili olacagini diisiinerek, bir tirozin kinaz inhibitori (STI571) gelistirmislerdir.
STI571, KML ve kanser tedavisinde bir dénim noktasidir (8-10).
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2.5 Tani:

Diger tim hastaliklarda oldugu gibi ayrintih 6yki ve fizik muayene sonrasi yapilan tam kan
sayimi, biyokimya tetkikleri tani koymada ilk asamadir. ilk basvuruda hastalarin ¢cogu kronik
evrededir. ilk tani aninda asemptomatik olabilmekle beraber anemi ve splenomegaliye bagh
semptomlar; halsizlik, istahsizlik, kilo kaybi ve karinda dolgunluk hissi goérilebilir. Nadiren
kanama ve trombozlar ve I6kostaz sonrasi gelisen multiorgan yetmezligi tablosu ile hastalar
basvurabilirler.

Fizik muayenede hepatomegali ve splenomegali bulgusu ekstramedullar hematopoez ve KML
hicre infiltrasyonu ile iliskili olabilir. Lenfadenopati nadirdir ve akselere faz veya blasitik faza
gecisi dustindirebilir. Kanda, kemik iligi aspirasyon ve biyopside sitogenetik ve polimerize zincir
reaksiyonu (PCR) ile Ph kromozomu ve bcr/abl’nin gosterilmesi ile tani konur.

Laboratuar tetkiklerinden tam kan sayiminda saptanan I6kositoz KML'nin en tipik bulgusudur.
Lokosit sayisi 15.000-500.000/pl arasinda degisir. Ancak hemen daima 25.000/ul Gzerindedir ve
olgularin yarisinda 100.000/ul’nin Gzerindedir. Tedavi edilmeyen hastalarda total I6kosit sayisi
progresif olarak artar. Tani aninda olgularin 1/3’G ile 1/2’sinde trombositoz saptanmasina
ragmen, trombosit degeri normal, yliksek veya azalmis olabilir. Ancak trombositopeni varliginda
oncelikle akselere ve blastik faza gegis dislinlilmelidir. Trombositlerde sayisal olarak artma
mevcut olmasina karsin fonksiyonlari azalmistir. Agregasyon bozuklugu ve trombosit depo
havuzunda eksiklikler gorilebilir. Buna ragmen tromboz ve/veya kanama nadiren izlenen
komplikasyonlardir.

Hastalarda hafif anemi siklikla bulunur. Periferik kan yaymasininda, myeloid serinin matiir veya
matlire yakin tim elemanlarindaki artisin yani sira kemik iligine ait tim elamanlar gorilebilir.
Kronik faz KML'de blast orani % 3'lin altinda iken akselere faz ve blastik fazda bu oran sirasiyla

%1-20 ve > % 20 arasinda degisir. Bazofil ve eozinofil sayisinda artis kotl prognoz belirleyicisidir.



Sekil 2: KML, periferik yayma A) artmis trombosit ve graniiler seri elemanlar, B) blast izlenmekte.

Kemik iligi hiperselller olup yag hicrelerinde azalma gorulir. Myeloid /eritroid hiicre orani
artmistir (20-30/1). Eosinofil ve bazofillerde artis eslik edebilir. Megakaryositler normal veya
sayica artmis olup displastiktir. Blast sayisi hastaligin fazina gére degisiklik gosterir.

Standart bantlama yontemi ile yapilan sitogenetik analizde KML olgularinin %90-%95'de Ph
kromozomu pozitif olarak gosterilmektedir [t(9;22)(q34; q11)]. Ph kromozomu gdsterilmeyen
KML disinilen olgularda ek molekiler yontemler ile (floresan insitu hibridizasyon[FISH],
southern blot ve ters transkriptaz polimerize zincir reaksiyonu [RT-PCR]) Bcr/Abl yeniden
yapilanmasi saptanabilir. Bu bulgunun normal sitogenetik analizle bulunmamasi genellikle kiicuk
bir bolgenin translokasyonu yoninde degerlendirilebilir. Olgularda takip sirasinda vyeni

kromozomal anomaliler ortaya ¢ikabilir, bu progresyon ile ilskilidir (11-14)

2.6 Ayirici Tani:

Lokomoid reaksiyon, kronik myemomonositik 16semi ve diger myeloproliferatif neoplaziler
(kronik notrofilik 16semi, kronik eosinofilik 16semi, Polisitemia Vera, Esansiyel Trombositoz ve
Primer Myelofibroz) ayirici tanida akla gelmelidir. Ph kromozom varligi tani igin patognomniktir.

2.7 Klinik evreleme ve prognoz:

KML klinik olarak Ug¢ evreye ayrilir. Kronik faz, akselere faz ve akut faz (blastik kriz fazi).

Akselere ve blastik faz DSO kriterleri asagida verilmistir.



Akselere faz:

. Periferik kan lokositlerinin ve/veya c¢ekirdekli kemik iligi hiicrelerinin %10-19’unun
blast olmasi

e Periferik kandaki bazofillerin >%20

e Tedavi ile iliskisiz kalici trombositopeni < 100.000/mm3 veya tedaviye yanitsiz kalici
trombositoz > 1x108/mm?

e Tedaviye yanitsiz ve giderek artan dalak boyutu ve 16kosit sayisi

¢ Sitogenetik olarak klonal doniisiim olmasi

Tablo 1.DSO KML akselere faz tanimi

Blastik faz:

e Periferik kan I6kositlerinin veya kemik iligindeki c¢ekirdekli hicrelerinin
>%20’sinin blast olmasi
e Ekstramediiller blastik proliferasyon

e Kemik iligi biyopsisinde gruplar halinde blastlarin olmasi

Tablo 2 .DSO KML blastik faz tanimi

Tedavi edilmeyen olgularda, myeloid hiperplazi ve splenomegali ile karakterize kronik faz
akselere faz ve blastik faz izler. Ortalama 3-4 yillik bir kronik fazdan sonra akselere fazdan
gecerek blastik transformasyon gorilir. Akselere fazda ates, kemik agrilari, kilo kaybi gibi
belirtilerle 16kositoz, |okositozda ve spenomegalide tedaviye direng, trombositoz veya
trombositopeni, bazofili ve lokosit alkalen fosfataz (LAP) skorunda ve blast oraninda artma
gorilir. Olgularin ¢ogunda myeloid, kiiciik bir kisminda lenfoid I6semi gelisebilir. Bu fazda
konstitiisyonel semptomlar ¢ok belirgindir ve dalak daha da blyur, sternal duyarlilik ve kemik

agrilari gorulebilir. Derin bir anemi, trombositopeni ve tedaviye direng ile karakterizedir. Blastik



transformasyonda prognoz cok kotlidir. Blastik faz birkag ay slirlip 6limle sonuglanir. Bu fazda
trizomi 8, iso(17q), +19 ve Y kromozomu kaybi, daha az siklikta trizomi 19, trizomi 21, kromozom
7 ve 17 gibi ek kromozom anomalileri gérulebilir (15,16).

Gunumuzde, tirozin kinaz inhibitorlerinin tedaviye girmesi ile birlikte blastik faz ¢cok daha nadir
gorilmektedir. Tedaviye direng gelisimi de prognozla iliskili bulunmustur.(17)

Tedavide imatinib kullanimindan 6nce, KML kronik faz hastalarinda prognostik risk
degerlendirmesi temel olarak Sokal skoru ve Hasford (Euro) skoru olarak isimlendirilen iki

sisteme dayandirilmistir ve tedavi dncesi degerler dikkate alinarak saptanmistir.

I-Sokal risk skoru Hesaplanmasi Risk Siniflandirmasi

Dislik risk <0.8

Orta risk 0.8-1.2
0.0116 x [yas (yi) - 43.4)] + 0.0345 x (dalak -7.51) + 0.188 x

[(trombosit sayisi/700)2 - 0.563] +0.0887 x (blast - 2.10) Yiksek risk >1.2

lI-Euro, Hasford risk skorlamasi (modifiye Sokal) Risk Siniflandirmasi

Dusuk risk <780
Yas = 50 ise 0.666 + (0.042 x dalak boyutu)

) ) Orta risk 781-1480
+ trombosit sayisi > 1500 x109/L ise 1.0956 + (0.0584 x blast

+bazofil sayisi > %3 ise 0.20399 + (0.0413 x eozinofiller)x100 Yiksek risk >1480

Tablo 3. KML Risk Skorlamalari

2.8. KML Tedavisi:

Amag oOncelikle hastaliga ait semptom ve bulgulari kontrol altina almak ve sonrasinda kdr
saglamaktir. Lokosit sayisi ¢ok yiksek KML hastalarinda lokostaz/hipervizkozite sendromu
bulgulari varsa l6koferez uygulanabilir (17)

KML tedavisinde baslangicta hastaligin biyolojik seyrini degistirmeyen hiicre sayisini azaltici
sitotoksik tedaviler (baslica hidroksitiire ve busulfan) kullaniimistir. Gliniimizde hidroksilre,
|6kostatik komplikasyonlari 6nlemek amaciyla tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanilmasina kadar
kisa sireli kullanilabilir. Ph kromozomu iizerine etkisi yoktur (17). 1980’li yillarda ise interferon
(IFN) ve IFN/ ARA-C kombinasyonu kullaniimaya baslanmistir. Hastaligin seyri ve kaderi 1998

yilinda tirozin kinaz inhibitérlerinin tedavide kullaniimaya baslanilmasiyla degismistir. ilk tirozin



kinaz inhibitori olan imatinib mesilat KML tedavisinde bir doniim noktasi olmus ve ardindan
direng gelisimi Gzerine ikinci kusak tirozin kinazlar gelistirilmistir. Ancak gliniimz bilgileri ile tim
gelismelere ragmen bilinen tek kiratif tedavi allojeneik kok hiicre naklidir; ancak mortalite ve
morbiditesinin ylksek olmasi nedeniyle tirozin kinazlara direngli olgular disinda tedavideki yeri

oldukga azalmistir (18) .

2.8.1Tirozin kinaz inhibitorleri:

2.8.1.1 imatinib:

Platelet-derived growth factor (PDGF) reseptorini hedef alan spesifik bir tirozin kinaz
inhibitéradar. Imatinib, "Food and Drug Administration" (FDA) tarafindan Mayis 2001’de IFN
tedavisine refrakter KML tedavisi ve Subat 2003’te yeni tani KML tedavisi icin onaylanarak
kullanima girmistir. imatinib, daha 6nceki standart tedavilerle karsilastirildiginda, uzun dénemde
siregen yliksek yanit oranlari ve iyi yan etki profili nedeniyle, kronik faz KML'nin standart

tedavisi olarak kabul edilmistir

™

Sekil 3: imatinib mesilat

Faz 1 ve 2 calismalarinda IFN tedavisine gére daha kisa slirede daha iyi ve daha uzun siiren

yanitlarin elde edilmesi sonrasinda ¢ok merkezli prospektif faz 3 IRIS ¢alismasi yapilmistir. Bu



calismada imatinib, IFN+ARA-C ile karsilastiriimis ve 18. ayda tam hematolojik yanit (HY), major
sitogenetik yanit (SY), tam SY ve akselere veya blastik faza progresyonsuz yasam olasiligi
acisindan anlamhi olarak Gstiin bulunmus ve yanitlarin devamli oldugu gosterilmistir. (19-24)
Tedavi, genel olarak iyi tolere edilir. Yan etkiler arasinda kas iskelet sikayetleri, 6dem, plevral
eflizyon, assit, kilo alimi bulanti, kusma, ishal, makiilopapiiler cilt dokiintisu, halsizlik, bas agrisi,
doza bagiml hepatotoksisite ve miyelosupresyon sayilabilir (25-26).

imatinib tedavisi sirasinda rastlanan en énemli sorunlardan biri de imatinib direncidir. Direng
gorildigl zamana gore primer ve sekonder olarak adlanirilir. Primer direng hastada istenilen
yanit oranlarina ulasilamamasidir. Sekonder direng ise yanit alinan hastada yanit kaybinin
gelismesidir.

Diren¢ mekanizmalari arasinda olusan mutasyonlar sonucu imatinibin hiicre disina atilmasi veya
hiicre ici biyoyararlaniminin azalmasi sayilabilir (27-30).

En sik gbzlenen ve en yiiksek derecede in vitro ve klinik direng ile iliskili olan mutantlar; imatinib
baglanma bolgesinde bulunan Y253H, F317L, T315l ve adenosin trifosfat (ATP) baglama
bolgesinde bulunan E255K’dir. T315] mutasyonu, ikinci kusak tirozin kinaz inhibitorleri olan
dasatinib ve nilotinib tedavisine direnglidir. T315] mutasyonu olan olgular igin yeni tedavi
ajanlarn gelistiriimektedir ve bu ajanlarla iliskili faz | ve faz Il ¢alismalar devam etmektedir. Bu

olgularda allojeneik kok hiicre transplantasyonu dnerilmektedir.
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Sekil 4: ikinci kusak tirozin kinaz inhibitérleri ve imatinib mesilatin kimyasal yapilarinin

karsilastiriimasi



2.8.1.2Nilotinib:

Bir aminoprimidin olan Nilotinib, Abl'ye ylksek oranda selektif olup, in vitro olarak Bcr/Abl’yi
inhibisyonunda spesifik degildir fakat imatinib’e kiyasla 30 kat daha potenttir. Yapilan ¢alismalar
sonucu imatinibe direncli olan ve yeni tani vakalarda etkin oldugu gosterilmistir (31-33). Yeni
tani KML hastalarinda (ENESTnd -Evaluating Nilotinib Efficacy and Safety in Clinical Trials of
Newly Diagnosed Ph+ CML Patients -¢alismasi) kronik faz KML'li hastalarda ilk se¢enek olarak
nilotinib ve imatinib’in etkinligi karsilastirlmaktadir(34). Bu c¢alismada nilotinibin major
molekiler yanit (MMY) oranlari daha yiiksek, akselere ve blastik faza gegme oranlari anlamli
oranda dislktir. Yapilan calismalar ve elde edilen sonuglar sonrasida nilotinib 1. basamak
tedavi icin FDA onayi almistir (agustos 2010).

Nilotinib, yan etki profili tolere edilebilen oral bir ajandir. En yaygin grade 3/4 yan etkiler;
trombositopeni (%20-33), noétropeni (%13-31), bilirubin yiksekligi (%7) ve serum lipaz
yuksekligidir (%5-15). Diger sik yan etkileri dokiintd, kasinti, bas agrisi, bulanti ve yorgunluktur.
Nilotinib ayrica kardiyak ventrikiiler repolarizasyonu uzatarak, QT intervalinde doz bagimli

uzamaya neden olur.

2.8.1.3 Dasatinib:

X~ S Qo

Sekil 5. Dasatinibin kimyasal yapisi

Dasatinib (BMS-354825) tiyazolkarboksamid yapisinda bir tirozin kinaz inhibitériadir. Abl kinaz
bolgesine aktif ve inaktif konformasyonda baglanarak Bcr/Abl tirozin kinaz ve benzer yapidaki
Src ailesi kinazlarini inhibe eder. PDGFR, C-kit ve Ephrin-A reseptor kinaz’'i da gli¢li sekilde inhibe
edebilir.  Dasatinib, imatinib’den yaklasik olarak 300 kat daha potenttir, ancak T315I
mutasyonunda etkin degildir (35 - 38). Dasatanib BCR/ABL’'nin ATP baglanma bdlgesine
baglanarak tirozin fosforilasyonunu ve hiicre igi sinyal ileti yolagini inhibe ederek hiicre

blylimesinde duraklama ve apoptoza neden olur (39).



Calismalarda, imatinib direncli vakalarda 1x100 mg / giin dozunda etkili ve iyi tolere edilebildigi
gortlmustir ve yapilan DASSASION calismasi ile birinci basamak kullanimda da imatinibe
GstUnlGgu gosterilmistir (40-42).

imatinib sadece inaktif formda BCR/ABL’ye baglanirken dasatinib hem aktif hem de inaktif
formlarinda baglanabilmektedir. Dasatinibin diger bir 6zelligi ise imatinibi hiicre disina atan ve
hlcre i¢ci konsantrasyonunu azaltarak etkisini azaltan efflux mekanizmalarina karsi direngli
olmasidir. Bu mekanizma ile imatinibe direng gelistirmis olgularda dasatinib etkin olabilmektedir
(39).

Genel olarak iyi tolere edilebilir. Yan etkileri arasinda kemik iligi supresyonuna bagl pansitopeni,
ddem, sivi retansiyonu, plevral efiizyon, miyozit, dékiinti, bulanti, kusma sayilabilir (42). in vitro
veriler dasatinibin kardiyak ventriktler repolarizasyonu (QT aralig1) uzatma potansiyeli oldugunu
gostermektedir. Hipokalemi veya hipomagnezemili, konjenital uzun QT sendromlu, antiaritmik
ilaclar alan veya QT uzamasina yol acan baska tibbi Grinler alan ya da kimdlatif yiksek doz
antrasiklin tedavisi géren hastalarda dasatinib dikkatli kullanilmalidir.

Dasatinibin CYP3A4 substrati olmasi nedeniyle sitokrom enzim sistemini inhibe eden ya da
indukleyen ilaglarla birlikte kullanimi plazma konsantrasyonlarinda degisiklige neden olabilir

(42).

2.8.2 Allojeneik kék hiicre nakli

KML tedavisinde allojeneik kdk hiicre nakli (AKHN), tirozin kinazlara verilen yanitlarin uzun siireli
ve ylksek olmasi ve bu tedavilerin iyi tolere edilebiliyor olmasi nedeniyle yapilma sikhgi giderek
azalmaktadir. Ozellikle T315] mutasyonu olan ve tiim tirozin kinazlara direncli olan vakalarda
duslintlmesi uygun olacaktir.

2.9 Tedaviye Yanitin Degerlendirilmesi:

2013 Yili European Leukemia Net (ELN) kriterlerine gére KML tedavisine yanit; hematolojik yanit,

sitogenetik yanit ve molekdler yanit olarak incelenmektedir (43).



Tam hematolojik yanit (THY)

- Lokosit sayisi < 10.000/uL

- Periferik kanda bazofil < %5

- Periferik kanda miyeloblast, promiyelosit, miyelosit gortilmemesi

- Trombosit sayisi < 450.000/pL

- Dalagin ele gelmemesi

-Sitogenetik Yanit (SY)

e Tam sitogenetik yanit (SY): Ph + metafazin olmamasi

e Parsiyel sitogenetik yanit: Ph + metafaz %1- %35

e Minor sitogenetik yanit: Ph + metafaz %36 - %65

¢ Minimal sitogenetik yanit: Ph + metafaz %66 - %95

e Sitogenetik yanitsizhk: > %95 Ph + metafaz

Not: En az 20 metafaz degerlendirilmelidir.

Kemik iliginde metafaz elde edilemediginde tam sitogenetik yanit tanimi en az 200 c¢ekirdek
skorlamasi ile yapilmis interfaz FISH calismasina dayanabilir.

-Molekiiler Yanit (MY)

- Tam molekuler yanit: RT/ PCR veya nested PCR yontemi kullanildiginda ardisik

iki 6lctim ile Ber/Abl kimerik mRNA’sinin saptanmamasi (10 duyarliliginda)

- Maj6r molekiler yanit (MMY): Ber-Abl/Abl oraninin uluslararasi skalaya gore < %0,1 olmasi

Optimal Suboptimal Basarisiz
3.ay THY, ve en az SY YOK THY yok
minor SY (Ph+ < (Ph>%95)
%65)
6. ay En az parsiyel SY Parsiyel SY yok SY YOK
(Ph+ > %35) (Ph=>%95)
12. ay Tam SY Parsiyel SY (Ph + Parsiyel SY yok
%1- %35) (Ph+ > %35)
18.ay MMY MMY yok Tam SY yok
Herhangi bir Stabil veya MMY kaybi THY kaybi
zaman derinlesen MMY Tam SY kaybi

Tablo 4: ELN yanit tanimlari




2.10 Patogenez:

2.10.1 Ph kromozomu:

Ph kromozomu, kanserle iligkisi ispatlanmis ilk kromozom anomalisi olup KML’nin belirleyici
sitogenetik bulgusu olarak kabul edilmistir. Bu karsilikli translokasyon, 9. ve 22. kromozomlarin
uzun kollari arasinda gerceklesmektedir. Bu translokasyon sonucunda, 9.9q34 kromozomu
Gzerindeki tirozin kinaz “Abelson murine |6semi” (c-ABL) geni 22.q11 kromozomu Uzerindeki
“Break point cluster Region” (BCR) geni ile 22. kromozom (izerinde birlesir ve ( t(9,22) (q34; q11)
) Ber/Abl flizyon geni olusur. Normalde inaktif bir protoonkogen olan c-abl, translokasyon
sonrasinda onkogenik 6zellik kazanir ve olusan bcr/abl fuzyon geni 210 kd’luk p210 Bcr-Abl
flzyon proteinini kodlar. Bu yeni olusan flizyon proteini, tirozin kinaz aktivitesine sahiptir ve
|6semik fenotipin gelismesinden sorumludur. Normal sartlarda kontrol altinda olan Abl proteini
tirozin kinaz aktivitesi, Bcr dizisi eklendiginde kontrolsliz hale gelir. Kontrolsiiz tirozin kinaz
aktivitesi; hiicre proliferasyonu, maturasyonu ve adezyon sinyal yolaklarini aktive ve apopitozisi
inhibe ederek malign hiicre transformasyonuna yol acar ve KML patogenezinin temelini
olusturur (3,44). Bu translokasyon klinige, myeloid serinin asiri proliferasyonu, periferik kanda
olgun myeloid serinin artisina bagh I6kositoz ve splenomegali seklinde yansir. KML vakalarinin

%1’den azinda Ph(-)’tir ve daha agresif seyreder (5,44,45)

2.10.2 Bcr-Abl Filizyon Geni ve proteini;

2.10.2.1 abl geni ve proteini:

Abl geni, Abelson Mirin Lésemi Virlsinin (A-MulV) transformasyon geni olan v-abl
onkogeninin insandaki homologudur. Tirozin kinaz protoonkogenlerinin Src ailesine Ulyedir,
9g34.1'de lokalizedir. 145 Kd agirliginda bir protein olusumundan sorumludur. ABL proteini
nonreseptdr protein kinaz olup hem sitoplazma hem de nikleus igerisinde bulunarak iki
kompartman arasinda gecise izin verir. Normal Abl proteini, ¢cekirdekte, hiicre siklusunun G1
fazinda tutulmasini saglayarak hiicre bilylimesinin baskilar ve apoptozu indikler. Bunun
sonucunda, hiicre proliferasyonunun dizenlenmesi, adhezyon ve hiicre 6limi gibi cesitli

hiicresel islevleri diizenler (3).
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Sekil 6: Abl proteininin yapisi (3)

2.10.2.2 BCR geni ve proteini:

Bcr geni, breakpoint cluster region, Ph (+) KML'ye spesifik kromozomal kirik bélgesine verilen
isimdir. 22g11.2. kromozomu Uzerinde yerlesmis olup 23 exondan olugsmaktadir. BCR geninin ilk
ekzonu 160 kd agirhginda BCR proteini kodlar. Bu protein serin treonin kinaz aktivitesine sahip
birkag islevsel bolgesi olan sitoplazmik bir proteindir. N-terminalinden itibaren ilk 426
aminoasitlik bolge 6zellikle 6nemlidir ¢linkii BCR geninin 1. ekzonu tarafindan kodlanir ve tiim
Bcr-Abl flizyon proteini izoformlarinda yer alan tek polipeptit dizisidir. Bu kisim proteinin

serin/threonin kinaz boélgesini ve iki adet serin/threonin’ce zengin bolgeyi icerir (46,47).

p160 BCR

P190 (1-426) P210 (1-902/927)  P230 (1-1176)

¥

COOH

HH -G 1) 3

i 1271
Sekil 7: BCR proteininin yapisi (3)

2.10.2.3 abl/bcr fuzyon geni ve proteini:

abl/bcr flizyon geni olusumu sirasinda gerceklesen kirilma bolgeleri ABL'de sabit BCR’ de ise
degiskendir. Kirilma bolgelerine gore flizyon proteinleri farklihk gosterir. Kirllma bolgesi ve
olusan flizyon proteini hastaligin seyrini ve klinigi belirler. KML olgularinin ¢gogunda (95%) ve Ph
(+) akut lenfositik [6semi (ALL) hastalarinin 1/3’inde BCR geni major BCR olarak adlandirilan 12.
ve 16. exonlar arasindaki 5.8 kb lik bir bolgeden kirilmaktadir. Kirllmanin bu bélgede meydana
gelmesi ile 210 kD molekiler agirhginda BCR-ABL flizyon proteini olusur. KML hastalarinin ¢ok az
bir kisminda ve ALL’in 2/3’linde kirilma e2 ekzonunda olusmakta ve 190 Kd agirliginda BCR-ABL



proteinini kodlamaktadir. Kirilmanin el19 ekzonunda olmasiyla ise 230kd agirliginda olan BCR-

ABL proteinini kodlamaktadir (48 - 52).
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Sekil 8: BCR-ABL geninin baslica formlari.

2.10.3 Patogenezde etkili olan BCR/ABL aracili malign transformasyon mekanizmalari:

1) Adezyon 6zelliklerinin degisimi

3) Apopitozis inhibisyonu

2) Mitoz sinyal ileti yollarinin aktivasyonu
A) Ras ve MAP Kinaz Yolagi
B) Fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K)
C) Myc yolagi
D) Jak-Stat Yolagi
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Sekil 9: BCR/ABL geni tarafindan kontrol edilen malign transformasyon mekanizmalari

2.10.3.1 Adezyon ozelliklerinin degisimi:

Adezyon molekilleri, hiicrelerin 6zgil olarak dokulara yodnlenmelerinde, birbirlerini
tanimalarinda, embriyogenez, hiicre blyimesi, hiicre farklilasmasi ve inflamasyon gibi olaylarin
diizenlenmesinde gorev alir. Normal hematopoezde oncil hicreler kemik iligi stroma
hicrelerine ve ilgili ekstraselliler matrikse tutunur. Matriks, fibronektin gibi stromal hiicrelerce
sentezlenen ve o6ncll hicrelerin yizeylerinde eksprese olan reseptorler icin adezif ligand
fonksiyonu goren proteinlerden olusur. Adezyon, oncil hiicrelerin sitokin salgilayan hiicrelerin
yakininda bulunabilmesi icin sarttir. Boylece hematopoetik onciiller, sitokinler ile iletilen lokal
sinyalleri almak Uzere birarada tutulurlar. KML Ph(+) 6ncil hicrelerin kemik iligi stroma
hicrelerine ve ekstraseliler matrikse adezyonlari azalir. Boylece bu 6ncul hicreler, normal

adezif progenitorlere saglanan sinyallerden yoksun kalirlar.

2.10.3.2 Apopitozun inhibisyonu

Apopitoz, hiicrenin yasam donglsii boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglar.
Genetik olarak planlanmis hiicre 6limi olarak tanimlanmis apopitoz, belirli bir hiicre klonunun
genislemesini sinirlar. Fare ve insan hiicre hatlarina eksojen olarak BCR-ABL transfeksiyonu,

blylme faktori geri cekilmesiyle indiklenen apoptoz inhibe etmistir.

2.10.3.3 Mitojenik sinyal yolaklarinin aktivasyonu:
BCR-ABL mitojenik potansiyele sahip bircok sinyal yolagini (Ras ve MAP kinaz yolaklari, Jak-Stat

yolagi, PI-3 Kinaz yolagi, Myc yolag) aktive etmektedir.



Sekil 10: Mitojenik sinyal yolaklari

a)MAP Kinaz ve Ras/Raf/MEK/ERK Sinyal iletim Yolu:

MAP (Mitogen-activated protein kinases) kinazlar, 6karyotik hiicrelerde, hiicre membranindan
cekirdege bilgi aktarilmasinda onemli goérevi olan proteinlerdir. Sinyal iletim vyolaklari,
embriyogenez, canlilik, cogalma, diferansiyasyon ve apoptoz islevlerinin dizenlenmesinde rol
alir. Kanser hicrelerinde MAP kinaz vyolaginin aktivasyonu gozlenebilir. Ras ve Raf

protoonkogendir. Ras’in aktivasyonu Ph (+) I6semilerin patogenezinde énemlidir (53-56)

b) PI-3 Kinaz/Protein Kinaz B Sinyal iletim Yolu:
Fosfotidilinositol-3 (PI-3) kinaz enzim aktivitesi Ph pozitif hiicrelerin ¢ogalmasi igin gereklidir.
Bcr/Abl flizyon proteini, aktivator molekullerle birleserek PI-3 kinazin aktivasyonuna neden

olur.(50,53)

c)Myc Sinyal iletim Yolu:

Transkripsiyon faktorleri 6zel DNA regiilatoér bolgelerine baglanarak DNA replikasyonu ve hiicre
bolinmesi icin gerekli genlerin transkripsiyonunu saglar. Nikleer transkripsiyon faktérlerini
etkileyen mutasyonlar siklikla malign transformasyona eslik eder. Miyelositomatozis onkogeni
(Myc) tim Okaryotik hicrelerde ifadelenirken blylime uyarisi alan hiicrelerde ifadelenmeleri
artar ve gegcici ylikselmenin arkasindan miktari hemen azalir. Bir¢cok insan malignitesinde Myc
onkogeninin Grind olan onkoproteinin asiri ifadelenmesi gosterilmistir ki bu da hedef genlerin

surekli transkripsiyonu ve onkojenik transformasyonuna neden olmaktadir.

d) JAK/STAT Sinyal iletim Yolu:
Sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatori (signal transducer and activator of transcription;

STAT) proteinleri, sitokin, bliyime faktori veya peptid reseptorlerinden aldiklari sinyaller ile



aktive olan ve bu sinyalleri ¢cekirdege ileten sessiz (latent) sitoplazmik transkripsiyon faktoérleri
olarak islev gorirler (57). Aktive olduklarinda 6nce fosforillenerek, sonra da dimerleserek
cekirdege yonelirler ve hedef genin promoter bolgesine baglanarak "gen ekspresyon" degisimine
neden olurlar (57,58). STAT'lar hiicre proliferasyonu, anjiogenez ve c¢esitli proteinlerin
ifadelenmelerinin diizenlenmesinden sorumludur. Bu nedenle, anormal aktivasyonlari cogu

zaman hiicresel transformasyona neden olur (59,60).
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Sekil 11: JAK/STAT Sinyal iletim Yolagi: Bu yolak, ekstraselliiler polipeptidlerden alinan sinyalleri nukleusta
bulunan hedef genlerin promoterlerine iletmekle gérevlidir. JAK/STAT sinyallesmesi, immunite
fonksiyonlarini, gelisim, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve apopitozis gibi pek ¢ok hiicresel
fonksiyonu diizenler. Yolagin primer elemanlari, sessiz transkripsiyon faktérleri olan STAT proteinleridir.
STAT lar aktivasyon éncesinde fosforile degillerdir ancak sitoplazmada dimerlestikten sonra aktive olarak
fosforile forma gecerler. Aktif paralel STAT dimerleri, nukleusa girerek 6zgiil DNA hedeflerine baglanirlar.
STAT’ larin aktivasyonu, niikleer protein tirozin fosfatazlarin STAT lari defosforile etmesiyle sonlanir ve

defosforile STAT tekrar sitoplazmaya geri déner.

Memelilerde, JAK1, JAK2, JAK3 ve tirozin Kinaz 2 (Tyk2) olmak lzere 4 tip JAK bulunmaktadir.
Sitokinlerin ilgili reseptore baglanmasi ile JAK aktive olur ve aktivasyon uygun STAT molekilinin
iliskili promotor bélgeye baglanmasi ile devam eder.

STAT protein ailesinin yedi Uyesi bulunur: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STATSB ve
STAT6. Ozellikle STAT3 ve STATS5, kontrolsiiz cogalan, apoptoza ugramayan, immun sistemden
kacan ve anjiogenezi uyaran timor hiicrelerinde yiksek oranda ifadelenirler (57). Devamli olarak

aktif olan STAT proteinleri antiapoptotik yollari uyararak karsinogenezde etkili olur.
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Sekil 12: STAT molekiillerinin yapilari

Bcr-Abl kimerik proteini, JAK/STAT yolunun surekli aktif olmasina yol acar ve hematopoietik
hicrelerde blyiume faktoriinden bagimsiz olarak ¢ogalma ve transformasyonu indiikler. BCR-ABL
pozitif hicrelerde, STAT5 Bcl-XL geninin transkripsiyonunu saglayarak anti-apoptotik bir
fonksiyon gosterir (50).

Calismamizda temel olarak STAT 5 alindigi icin STAT 5a ve 5b lizerinde 6zel olarak durulacaktir.

2.11 STAT5’in genel o6zellikleri:

STAT5a, meme bezi gelisiminde rol alan prolaktin sinyal iletiminden sorumludur, STAT5B ise,
blyliime hormonu sinyal iletiminde goérevlidir (61,62). Her iki STAT5 geninin delesyonu,
hematopoietik gelisim bozukluguna neden olmaktadir (63,64). interlokin 3 (IL3), graniilosit
makrofaj koloni stimile edici faktér (GM-CSF), granilosit koloni stimile edici faktor (G-CSF),
eritropoietin (EPO), trombopoietin (TPO) gibi hematopoietik hiicre proliferasyonunu ve

gelisimini uyaran cesitli hematolojik sitokinler, hormonlar ve bliyime faktorleri STATSleri aktive



edilebilir (64). STAT5 proteinlerinin, timor hicrelerindeki ifadelenmelerinin  baskilanmasi
apoptozu baslatabildiklerinden dolayi bu proteinlerin kanser tedavisinde énemli birer terapotik

hedef olabilecegi diistinilmektedir.

2.12 Tiimor hiicre proliferasyonu ve apopitozda STAT’larin rolii:

STAT3 ve STATS'in bircok degisik timor tipinde BCL-XL ifadelenmesi ile hiicre apoptozunu
dizenledikleri gosterilmistir (65 — 67). BCL—2 ailesinin bir diger anti-apoptotik etkili Uyesi MCL1
de hem STAT3 hem de STATS’in hedefidir. Tiimor hiicrelerinde bu STAT’lardan herhangi biri
baskilanirsa, MCL1 ifadelenmesinin azaldigi ve timor hilicresinde apoptozunun basladigl

bildirilmistir (68,69).

2.13 STAT’larin anjiogenezdeki rolleri:

Hiicrelerin, kontrolsiiz ¢cogalabilme ve apoptozdan kacabilme ozellikleri, kanser gelisimi icin
yeterli degildir, kanser hiicrelerinin biylimesi ve yayilabilmesi icin yeni damar olusumuna, yani
anjiogenezin varligina ihtiyag vardir. Anjiogenez olusumu ile yeni gelisen timor hiicreleri O, ve
besinleri kullanarak tiimoér buyidr ve yayilir. Aktif onkogen proteinleri, anjiogenezi uyarma
gorevleri vardir (70-72). Kan damari olusumunu uyaran en énemli sinyallerden biri de vaskiler
endoteliyal biyume faktordir (VEGF). Kanser hucreleri, normal hiicrelere oranla artmis
diizeylerde VEGF olustururlar (73). 2002 de Niu ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada
STATA3’lUn anjiogenez ve VEGF Uzerinde etkili oldugu gosterilmistir. Bu calismalar, gelecekte
STAT 3'e karsi gelistirilen ajanlar kanser tedavisinde antianjiojenik etkileri ile nedeniyle

kullanilabilecek umut vaat edici molekdller olabilir (74).

2.14 Tiimorin immun sistemden korunmasi:

Hematopoez esnasinda kemik iligi hiicrelerinde STAT3 geninin dokuya 6zgi olarak baskilandigi,
inflamatuvar sitokinlerin ifadelenmelerinin arttig yliksek ve miyeloid hiicrelerin dramatik olarak
yayllma gosterdigi bilinmektedir (75). Tumorlerdeki ve immun hiicrelerdeki kalici STAT3
sinyallesmesi kanser hiicrelerinin immun sistemden kagip, korunmalarinda etkili oldugu yapilan

cahsmalarla desteklenmektedir (76,77).



2.15 Anti- kanser tedavisi hedefi olarak STAT’lar:

Tumor gelisimi; kanser hicresinin kontrolsiiz ¢ogalabilmesi, apopitoza karsi koyabilmesi,
anjiogenez Ozelligini kazanabilmesi ve immun sistemden korunabilmesiyle gerceklesir.STAT3,
bircok insan kanserinde hiicresinde kalici aktivasyon gdstermekte ve tiim bu malign olaylarin
diizenlenmesinde etkili olmaktadir. STAT3 ve STAT5’in her ikisinin de kontrolsiiz cogalma ve sag
kahmla ilgili genleri dolayl veya dogrudan etkiledikleri gosterilmistir. STAT3’Un anjiogenez ve
immun sistemden korunma Uzerindeki bilinen etkileri STAT’lari ideal bir kanser tedavi hedefi
yapmaktadir (56).

Bircok onkolojik sinyal yolaginin son basamaklarinda ayni transkripsiyon faktorleri yer alirlar.
Transkripsiyon faktorleri bu yonleriyle gen ekspresyon desenlerini aktive eden ve maligniteye yol
acan en son kontrol noktalarini olusturmaktadirlar. Bu 6zellikleri ile transkripsiyon faktorleri,
kanser tedavilerinde hedef molekiiller olmuslardir (78). ideal bir kanser tedavisinde; hedef
molekdller, ilaglarla spesifik olarak baskilanabilmeli ve tiimoér hiicreleri, normal hiicrelere oranla
hedef genin ya da proteinin aktivitesine daha ¢ok bagimli olmalidir. Tium bu kriterler g6z 6niine
alindiginda, STAT3 ve STAT5’ in hemen hepsini yerine getirdikleri goralir.

ideal terapétik hedefin dzelliklerinden biri de, tiimor hiicrelerine spesifik olmasidir. Yani, gen
bloke edildiginde normal hiicrelere zarar vermeyip, kanser hiicrelerini 6ldirmelidir.

Melanomlu bir faredeki STAT3 sinyallesmesini engellemek amaciyla 6zel bir gen terapisi vektori
tasarlanmis ve bu vektor, hem vektori iceren hem de icermeyen komsu tiimor hiicrelerinde
yliksek oranda apoptozuna neden olmustur. Ayrica, STAT3 inhibitorleri normal hicrelerin
apoptozuna yol agcmadigl gozlenmistir. Boylelikle STAT3’ {n insanlarda da uygun bir hedef
olabilecegi dusltnllmustiir (79). STAT3 ve STAT5 arasinda var olan bircok benzerlik nedeniyle
STAT 3’teki bu gelismeler STAT 5’i de olasi bir hedef haline getirmistir ¢linkii devamli aktif olan
STAT3 ve STATS sinyallesmesinin engellenmesiyle timoér hicre apopitozunun gergeklestigini
gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (80).

STAT sinyallesmesini baskilama yollarindan biri de aktivasyonunu saglayan degisik tirozin
kinazlari bloke ederek apopitozu uyarmaktir (81). Ancak tirozin kinaz reseptérleri STAT
molekillerine spesifik degildir. Yani, dogrudan STAT molekillerini hedef alan molekillerden
farkh olarak baska hedef molekdlleri de mevcuttur. STAT sinyallesmesini engelleyebilmek icin
bilinen spesifik dizenleyicileri hedef olarak segmek alternatif bir tedavi yolu olabilir. Sitokin
sinyallesme suppressorleri (suppressor of cytokine signalling; SOCS), STAT'larin negatif
diizenleyicisi olarak JAK kinaz reseptorlerine baglanip STAT aktivasyonunu baskilar (82, 83). Diger
bir negatif diizenleyici ise aktive STAT’ larin protein inhibitorleri (protein inhibitors of activated

STATs; PIAS) dir ki bunlar dogrudan STAT proteinleriyle etkilesirler (84). STAT lar gesitli nikleer



proteinler ile etkileserek de transkripsyonu diizenleyebilirler. Bahsedilen tim bu molekiller
potansiyel ilag hedeflerini olusturmaktadirlar.

Kanser tedavisinde kullanilmak Uzere gelistirilen yeni tedavi stratejilerinde kiglk sentetik
molekiler inhibitorler yaninda, shRNA ve siRNA'lar da dnem kazanmistir. Gelecekte siRNA
uygulamasinin Ozellikle imatinibe direngli KML hastalarinda alternatif bir tedavi secenegi
olabilecegi dustunilmektedir. Ancak, son zamanlarda miRNA'lara karsi kullanilan anti-miR
oligoniikleotidlerin kullanimi da glindeme gelmistir. Glinimize kadar miRNA biyogenezinin
aydinlatiimasina yonelik calismalar olmasina karsin, miRNA'larin biyolojik yolaklari tam olarak
nasil dizenledikleri heniz tim ayrintisi ile bilinmemektedir ve 6zellikle STAT5a ve 5b’nin ortak

hedefleri olan miRNA ve anti-miRNA tedavilerini arastiran yeterli calisma yoktur.

2.16 miRNA:

miRNA’lar endojen olarak sentezlenen vyaklasik 19-24 nikleotid uzunlugunda protein
kodlamayan kuigik RNA’lardir. En karakteristik 6zellikleri hedef mRNA’nin 3' -UTR (Untranslated
region=Translasyona ugramayan bodlge)’sine baglanarak translasyon baskilanmasina ya da
pargalanmasina neden olmalaridir (85). Boylece, genlerin modilasyonunda, hiicresel gelisim,
farkhlasma, proliferasyon, metabolizma, immiinite ve 6lim gibi olduk¢a genis bir biyolojik
yolaklar araligindaki bir¢ok olayla iliskilidirler (86). Cesitli hiicresel fonksiyonlarda yer alan miRNA
disregiilasyonunun, kanser ve viral faktorler ile uyarilmis insan hastaliklari ile olan iligkileri de her
gecen glin daha net bir sekilde anlasiimaktadir (87,88).

ilk defa "Caenorhabditis elegans" hiicrelerinde kesfedilmelerinden bu yana insan genomunda
1000’den fazla miRNA belirlenmistir (89).

Olgun miRNA'larin uzun ©6ncil molekillerden olusmasi temel olarak 3 asamada
gerceklesmektedir. Karakteristik olarak gévde loop’u veya prekiirsérlerden tiirerler. Sag tokasina
benzer sekillerde olan prekiirsérler primiRNA olarak adlandirilir ve RNA polimeraz 2 trafindan
transkripte edilirler. Bu transkriptler énce pre-miRNA (prekiirsér) adl kisa sap-ilmik yapilarina,
sonra da fonksiyonel (olgun) miRNA‘lara dondsdirler (90).

1) primer miRNA transkriptinin (pri-miRNA) kendisini kodlayan genlerden jenerasyonu,

2) hiicre ¢ekirdeginde pri-miRNA’dan miRNA prekirsor formuna (pre-miRNA) kismi gegisi,

3) sitoplazmaya translokasyon sirasinda matur bir miRNA olusmasi ile gerceklesen olgunlasma

suireci
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Sekil 13: miRNA biyogenezi

2.16.1 miRNA tarihgesi ve terminolojisi:

1993 yilinda, lin-4 miRNA’ siI Lee ve Wightman tarafindan "Caenorhabditis elegans"lzerindeki
calismalardaembriyonik sireci bozan mutasyonlarin genetik taramasi sirasinda belirlenmistir.
Daha sonraki yillarda deneysel ve bilgisayar tabanli analizlerle bitki, hayvan ve virislerdeki
miRNA’lar kesfedilmistir. Buglin miRBase veritabaninda insanlar icin 1.872 6ncii ve 2.578 olgun
mMiRNA tanimlanmistir (91-92).

Yeni tanimlanan miRNA'larin terminolojisinde dikkat edilmesi gereken bazi 6zellikler
bulunmaktadir. Deneysel olarak miRNA olduklari gésterilmis olanlarin baslarina —mir|| takisi
ardindan bir tire (-) isareti ve sonrasinda da sayi verilmektedir. Sayi verilirken en son yayinlanan
miRNA dikkate alinir. "mir"seklinde kigik ‘r’ ile yazilmis ise pre-miRNA’yi; buyidk ‘R’ ile
yazilmissa olgun miRNA’y1 temsil eder. miRNA’larin baslarina hangi tlre ait olduklarini belirten

ekler konur.

2.16.2 miRNA’larin Hedef Genleri

Ayni miRNA’lar farkh RNA’ lari hedef alabilirler. Bunun terside olabilmektedir yani bir RNA farkh
miRNA’larin hedefi olabilir. miRNA’lar farkh hedef RNA’lari farkh bolgeleriyle tanir. Hedeflerin
farkl olmasi nedeniyle ayni miRNA farkl dokularda farkli sonuglara neden olabilir. Ornek olarak

ayni miRNA bir hiicrede apopitozu baskilarken baska bir hiicrede uyarabilmektedir. Tim bu



baglanma bdlgeleri internet tabanli biyoinformatik araglarin miRNA hedef genlerini belirlemek

icin olusturduklari in silico algoritmalarin temelini olustururlar.

2.16.2.1 miRNA Hedef Genlerini Belirlemede Kullanilan Biyoinformatik Veritabanlari:

Biyoinformatik analizler hedef mRNA'yr tanimlamak icin genetik ve biyokimyasal bilgileri
birlestirir. miRNA:mRNA eslesmesini belirleyebilen birgok biyoinformatik arag¢ vardir. Ancak, bu
araglar yalnizca olasi hedef genleri verdiklerinden ilgili genlerin gercekten miRNA'nin hedefi olup

olmadiginin dogrulanmasi gerekir.

2.16.3 miRNA’larin etkileri:

Bugtin, bircok fizyolojik stirecin miRNA'lar tarafindan dizenlendigini biliyoruz. Bu yizden,
miRNA'larin anormal ifadelenme kaliplari hiicre biyolojisinde 6nemli bircok mekanizmayi
etkileyebilmektedir ve bunun sonucunda da enfeksiyon, kardiyovaskiler, norodejeneratif
hastaliklar ve kanserler gelisebilmektedir.

miRNA'lar, viral enfeksiyonlarda, konak savunmasinda, immin hiicre popilasyonunun
gelismesinde, olgunlasmasinda, hayatta kalmasinda ve fonksiyonel olmasinda diizenleyici olarak
yer alabilirler (93) IFN-beta'nin anti-viral etki mekanizmasi, cesitli hicresel miRNA’lari
indiikleyerek HCV replikasyonunu sinirlamasi ile gergeklestigi distinilmektedir (94). HBV ve HCV
ile enfekte hastalarda miR-122’nin plazma diizeylerinin artis gdstermesi, bu grup hastalarda
miRNA’'nin biyomarkir olarak degerlendirilebilecegini kuvvetle desteklemektedir (95). miRNA-
196’nin, insan hepatositlerinde in-vitro sartlarda HCV ekspresyonunu baskiladigi gosterilmistir
(96).

Enfeksiyonlarin yani sira cgesitli kanser genetiginde de miRNA’larin varligi arastirilmistir.
miRNA'larin olusum basamaginda meydana gelen degisiklikler sonrasinda karsinogenez
gelisebilecegini, hatta, insanda tanimlanan miRNA'larin % 50'sinden fazlasinin timor gelisimi
sirasinda translokasyon, delesyon ve amplifikasyon ile iliskili olabilecek kromozomal bélgelerde
lokalize olduklari bilinmektedir (97,98). Bu miRNA'lar onkogen veya timor baskilayici gen olarak
fonksiyon gérmektedirler.

Yapilan galismalarda miRNA'lar tim timor hiicrelerinde hem baskilanabilmekte hem de yliksek
ifadelenebilmektedir. Yine bu alandaki gelismeler bazi miRNA’lar tim solid timorlerde artarken
bazilarinin spesifik olarak arttigini goéstermistir. Calin ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada
kronik lenfositik 16semi (KLL) hastalarinin ¢ogunda 13ql14 bdlgesinin delesyona ugradigini
belirlemislerdir. Analizlerin sonucunda miR-15a ve miR-16-1' in bu bolge lizerinde kodlandiklari

bulunmustur (99). Saghkli kontrol gruplarinin serumlarinda hastaliga 6zgli bazi miRNA’larin



olmayigi ve farkl hastaliklarda farkli miRNA'larin saptanmasi, insanlarda hasta serumlarinda
hastaliklara 6zgli miRNA’larin var olabilecegini diisindlirmustir. Bu calisma ile ekstraselliiler
miRNA’larin analizi saglanarak kanserlerin tanisina yonelik kullanilabilecegi gosterilmistir (100).
Bu kiguk molekillerin kanser tani, tedavi ve prognozda hedef molekiiller olabilecegi
disiandlmektedir (101). "triple" negatif meme kanserli olgular lzerinde yapilan bir calismada, 27
miRNA'nin varligi lenfnodu metastazlari ile iliskili olabilecegi sonucunu ortaya koymustur (102).
Meme kanseri disinda akciger, mide, pankreas ve prostat kanserleri lizerinde yapilan ¢alismalar
da farkh miRNA varliklarinin prognozla iliskili oldugunu gostermistir (103 — 107).

Literatlirde lenfoma hastalarinda da miRNA’larin tani ve prognozda etkili olabilecegine dair
yayinlar ve derlemeler bulunmaktadir (108-110). Lenfoma patogenezinde miRNA’larin etkisinin
daha iyi anlasilmasi ile bu molekiiller gelecekte lenfoma tedavisinde kullaniimaya aday
molekillerdir; dizeyleri azalan mirRNA’lar icin replasman ve artanlar icin ise antagonistlerin

kullanilmasi umut vaat edici tedavi yaklasimi olabilecegi disliniilmektedir.



3. MATERYAL / METOD:

Calismamizda; dasatinib ile muamele edilmis K562 kronik myelositer I6semi hiicre hattinda,
induklenmis apoptozda, STAT5a ve 5b’nin ortak hedefi olan miRNA'larin ekspresyonlarinin

¢ikarilmasi amaglandi.
3.1. Losemik Hiicre Hatti Ve Hiicre Kiltiiri
3.1.1. K562 KML hiicre hattinin 6zellikleri:

K562 hiicreleri, kronik miyeloid I6seminin blastik kriz evresinden kaynaklanan miyeloid seri
hiicre dizileridir. Glutatyon sistemi, oksidatif stres, eritroid farklilasma ve anti-kanser
tedavilerinin gelistirilmesi ile ilgili calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Elektron mikroskobunda
bakildiginda K562 hiicreleri kolay bagintili, diizgiin sekilli, kisa mikrovillisli, farklilasmis l16semik
hicrelerine benzer sekilde goriilebilir. Giemsa ile hazirlanmis preparatlarda K562 hicreleri
yaklasik 20 uM capinda iki ya da daha fazla parcali nikleuslu farklilasmamis blast hiicreleri olarak
tanimlanabilir. Kaltlr ortaminda slspansiyon olarak biylyen K562 hicrelerinin iki kat artma
sureleri ortalama 12 saattir.

K562 hiicrelerinde, normal kromozom sayisinin yaklasik 1,5 kati kromozom bulunur. Bu hiicre
serisinde bcr/abl fuzyon geni ifadelenmesi nedeniyle apoptozise karsi diren¢ vardir. Hiicre
kiltirinde kolayca ¢ogaltilabilen K562 hiicrelerinin sitotoksisite ve apoptozis ¢alismalari igin
kullanimi yaygindir. Kiiltirde spontan olarak apoptozise gitmeyen K562 hiicrelerinde farkl

maddelerle apopitozisi indiiklemek basarili sonuglar elde edilmesini saglar.

3.1.2. K562 hiicre hattinda kullanilan besiyeri ve kiiltiir islemleri:

Bu calismada, KML hiicre hatti olan K562, 37°C'de ve %5 CO,’li nemlendirilmis inkiibatérde,
stabil %1 L-glutamin iceren RPMI-1640 besiyerine (Kibutz Beit Haemeh, 25115, Israel), %10 isi ile
inaktive edilmis fetal sigir serumu (Life Technologist) ve 10.000 unite/ml penisilin eklenerek
¢ogaltildi. Hiicre kiltur islemleri, ultraviyole ile sterilize edilen Laminar Hood (Nu Aire, USA)

icerisinde gerceklestirildi.



3.1.3. Dondurulmus hiicre hattinin ¢6ziilmesi:

Kriyotipler icinde -80°C’de %10 dimetilsilfoksit (DMSO) ile dondurulmus olan hiicre hatti, azot
tankindan gikartildiktan sonra 37°C’de ¢oziildii. islem éncesinde Hood 30 dakika ultraviyole ile
sterilize edildi ve ardindan ici alkol ile temizlendi. Cozlilen hiicrelerin lGzerine 10 ml besiyeri
eklendikten sonra 1000 devir/dk.”da 10 dakika santrifiij uygulandi. 37°C’de DMSO’nun hiicreler
Gzerine olan toksik etkisi, hiicre canliliginin azalmasina neden olacagindan, bu islemler mimkiin
oldugunca seri sekilde yapildi. Santriflij sonrasinda Ustte kalan siipernatant atilarak, kalan hiicre
¢cOkeltisi lizerine taze besiyeri eklenerek homojenize edildi. Daha sonra, toksik maddelerin
uzaklastiriilmasi icin tekrar santriflij islemi yapildi. Yine slpernatant atildiktan sonra, hiicre
cOkeltisi 10-15 ml’lik taze besi yeri eklenerek homojenize edilip, 50 ml’lik flasklara steril olarak

aktarild.
3.1.4. Hiicre hattinin pasajlanmasi:

Hazirlanan flasklar inklbatore yerlestirildikten sonra, hiicre hattinin canhligini korumasi ve
devamhiligin saglanmasi amaciyla ikilenme zamanina (doubling time) uygun olarak pasajlama
islemi yapildi. Bu siire K562 hiicre hatti icin 48 saat olarak belirlenmis olup, pasajlama islemi igin
oncelikle flask igindeki hicreler besiyeri ile birlikte 50 ml’lik falcon tiplere aktarildi. 1000
devir/dk’da 10 dakika santrifiij edildikten sonra stipernatant atilarak, hiicre ¢okeltisi Gzerine
besiyeri eklenerek yavasca vortekslendi ya da pipetleme yapildi. Her pasaj sirasinda yaklasik 2
milyon hiicre/10 ml. besiyerinde olacak sekilde flasklara aktarim yapildi. Pasaj yapilan hicreleri

iceren flasklar inklibatore yerlestirilerek cogalmaya birakildi.
3.1.5. Hiicre sayimi ve canliligin degerlendirilmesi:

Hiicre sayisi; besiyerinin mililitresi (ml) basina ya da tutunulmus ylzeyin santimetre kiipt (cm?)
basina disen hiicre sayisi olarak belirtilebilir. Hiicre sayisina gore yapilan islemlere bagh olarak
hicre kaltirinin durumunu izlemek mimkin olur. Hiicre sayimi otomatik sayim cihaz
(Cellometer) ile yapilabilecegi gibi, bizim calismamizda Hemositometre (sayma odacigl) metodu
kullanildi. En sik kullanilan Neubauer hemositometresi iki esdeger bolgeye sahiptir ve lamel
dogru pozisyonda ise sayma odaciginin derinligi 0,1 mm’dir. Hiicre sispansiyonu odaciga
mikropipetler yardimiyla yerlestirildi ve mevcut hiicre sayisina gore hicreler karelerin Uglu
cizgilerle cevrelenmis oldugu merkezi bolgelerde sayilabilir. Sol ve st Ucli cizgilerdeki hiicreler
sayima dahil edilir. Bu bélmelerin alani 1 mm¥dir. Béylece hacmi 0,1 mm? olur. Bu alandaki tim
hiicreler sayilirsa N: 0,1 mm¥teki mevcut hiicre sayisi ve 1 ml yani 1 cm3’teki hiicre sayisi:

2Nx10* olur.



Hicre slispansiyonu trypan blue gibi bir canlilik boyasi ile diliie edildiginde, canl hiicreler boyayi
metabolize edip hilcre disina attiklarindan beyaz, kiigiik, yuvarlak ve refraktil olarak gérinrler.
Ol hiicreler ise membranlari boyaya gegirgen oldugundan sis, biiyiik ve koyu mavi hale gelirler.
Bu ozellikler dogrultusunda hiicreler, inverted mikroskop kullanilarak, canlilik, ¢ogalma ve

enfeksiyon yoninden degerlendirildi.

Sekil 14: Tripan Mavisi Boyasi ile K562 Hiicrelerinin Sayimi (OH: Olii hiicre, CH: Canli hiicre, 10x)

3.2 ilag Muamelesi
Dasatinib'in daha once belirledigimiz ICsq dozu (3,31 ng), tiim deneylerde 24 — 72 saat sireyle

uygulandi.

3.3 Apoptoz Testi

Apoptoz orani, Kaspaz-3 testi yontemine gore yapildi.

Kaspaz-3 Testi Kiti

1x10° hiicre sayildi, toplanip santrifiijlendi ve pellet tizerine 50 pl soguk hiicre lizis tamponu

eklendi. Bu asamadan sonra, pellet -80 2C de saklandi. Sonrasinda, ilgili kit prosediiri uygulandi.

3.4 in silico Analiz ile STAT5A ve STAT5B’ nin Ortak Hedefi olan miRNA'larin Belirlenmesi ve
Ekspresyon Profillerinin Cikartiimasi
miRBase release 19 web sitesinin en giincel verilerine gore STATSA ve -5B’ nin ortak hedefi

oldugu 23 adet miRNA ve bu miRNA’ lara ait sekanslar asagida verilmektedir (tablo 5).



hsa-miR-1224-3p hsa-miR-149* hsa-miR-1914* hsa-miR-3170 hsa-miR-4287
hsa-miR-1224-5p hsa-miR-15a* hsa-miR-1915 hsa-miR-3175 hsa-miR-449b*
hsa-miR-1321 hsa-miR-185 hsa-miR-2276 hsa-miR-423-5p hsa-miR-509-3-5p
hsa-miR-518a-5p hsa-miR-550 hsa-miR-650 hsa-miR-877* hsa-miR-940
hsa-miR-527 hsa-miR-589* hsa-miR-765

Tablo 5: miRBase release 19 web sitesine gore STAT5A ve -5B’ nin ortak hedefi oldugu miRNA’lar

Buna gore, ICso dozunda Dasatinib ile 24-72 saat slireyle muamele edilmis ilagli hiicreler ile
kontrol grubu hiicrelerden 72 saat sonunda total RNA izole edildi. izole edilen RNA'larin miktari
ve safliklari "NannoDrop" cihazinda spektrofotometrik olarak belirlendikten sonra; RNA’ lardan
cDNA sentezi gergeklestirildi.

Bir sonraki asama, 96 kuyucuklu plakalara liyofilize halde gémiliu olan hedef miRNA'lara 6zgiil
olarak dizayn edilmis "Tagman hidroliz problari"{izerine, cDNA'larin eklenmesi oldu. Bir plakada,
23 adet miRNA ile kontrol miRNA’ lar bulunmakta ve bir plakaya triplike olacak sekilde gomiilii
durumdadirlar. Her bir 6rnek, x3 biyolojik replike seklinde gercek zamanh gRT-PCR cihazi ABI
7500 Fast ile calisilarak, gruplar arasi ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak degerlendirildi.

Detayli protokol asagida verilmektedir:

miRNA izolasyonu Kit igerigi: Eritme Tamponu, Mi Tamponu, Yikama Tamponu 1, Toplama

Tamponu, RNA kolonlari, 2 ml toplama tiipleri.

miRNA izolasyon protokolii

a. Orneklerin Hazirlanmasi

1. En fazla 1x10° hicre pelleti 1.5 ml Eppendorf tiipe alinir ve tizerine 1 ml ksilen eklenerek
vorteks yapild.

2. 10 dakika oda sicakliginda inklibasyona birakildi; bu siirecte ara ara vorteks yapildi.

3. 14-16000 devir/dakikada 3 dakika santriftij yapilarak bir pellet elde edildi ve supernatant

uzaklastirldi




4. Pellet Gzerine 1ml etanol eklendi ve alt Uist ederek karistirildi.

5. 14-16000 devir/dakikada de 3 dakika santrifiij yapildi, supernatant uzaklastirildi.

6. 4. ve 5. Basamak tekrarlandi.

7. Tupin agzi acilarak 37°C’ de 15 dakika inkiibasyona birakildi; bdylelikle ethanoliin
buharlagmasi saglandi.

b. Eritme Basamagi

8. Pellet Gizerine 200 pl Eritme tamponu eklendi ve pellet tamamen ¢oziiniinceye kadar vorteks
yapildi.

9. 10 dakika oda sicakhginda inkibasyona birakildi; bu esnada 6rnek basina 50 pl toplama
tamponu 65°C’ ye i1sinmaya birakildi.

c. RNA Presipitasyonu

10. 1.5 ml Eppendorf tipine 20 pl mi tamponu eklendi.

11. Bunun Gzerine 180 ul ddH,0 doyurulmus fenol ve 40 pl kloroform eklendi.

12. 2 dakika vorteks yapildiktan sonra 14-16000 devir/dakikada de 3 dakika santrifiij yapildi.

13. Ust faz temiz bir tiipe alindi, hacmin %35 kadari absolu etanol eklendi ve iyice ¢alkalandi.

d. RNA Baglanmasi

14. RNA kolonu, 2 ml toplama tiipline yerlestirildi ve etanol ilave edilmis karisim kolona transfer
edildi.

15. Oda sicakhginda 1 dakika inkiibasyon sonrasinda 14-16000 devir/dakikada de 3 saniye
sanrifij yapildi

16. Hacmin %70 i kadar ethanol eklendi ve iyice karistirildi.

17. Temiz bir RNA kolonu, yeni 2 ml toplama tiipline yerlestirildi ve etanol ilave edilmis karisim
kolona transfer edildi.

18. Oda sicakliginda 1dakika inkiibasyon sonrasinda 14-16000 devir/dakikada de 3 saniye
sanrifiij yapildi; boylece miRNA RNA kolonunun membranina baglandi.

e. Yikama

19.RNA kolonuna 200 ul yikama tamponu eklendi ve 1dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildiktan sonra; 14-16000 devir/dakikadal dakika sanrifiij yapildi.

20. RNA kolonu temiz bir tiipe alindi

f. Eliisyon

21. Kolonun ortasina 50 pl 6nceden isitilmis toplama tamponu eklenerek; oda sicakliginda 3
dakika

inkiilbasyona birakildi ve 14-16000 devir/dakikada de 3 dakika santriftij yapilarak miRNA elde

edilmis oldu



GenoExplorer™ miRNA First-Strand cDNA Core Kit ve GenoExplorer™ miRNA qRT-PCR Kit
icerikleri: Poly(A) uzatma karisimi, RT baglanma karisimi, baglanma tamponu, 2x RT karisimi, 2x

GenoExplorer, SYBR Green qPCR karigimi.

cDNA ve gRT-PCR Basamaklari

R Boliim: Uzama Basamagi

0.2 ml lik tlp igine 10ng — 1lug arasi izole edilen RNA + 3 pl Poly(A) uzatma karisimi +
DNase/RNase icermeyen su eklendi = toplam hacim 10 pl

lyice karistirdiktan sonra, 37 2C’ de 30 dakika inkiibe edilip, 95 2C’ ye isitild|

. Boliim: cDNA Sentezi Basamagi

2 ul birinci bolimde elde edilen RNA + 8 ul RT baglanma karisimi = 10 pl 462C’ de 10' inklibe
edilip buz lizerine alindi ve lzerine 10 pl 2x first-strand karisimi eklendi. Sonrasinda, 462C’ de 60
dakika inklbe edilip 95 2C’'de 5 dakika isitilarak buz tzerine kondu ve —20 °C’ de saklandi.

11l. Boliim: qPCR Basamagi

2 ul Sentezlenen cDNA + 7.5 pl -2x GenoExplorer SYBR gPCR mix + 1 pl ileri primer + 1 pl geri

primer + 3.5 pl DNase/RNase icermeyen su eklendi = toplam hacim 15 pl

PCR Protokolii

Denatiirasyon: 94 2C de 15'

Kantitasyon: 94 2C de 30", 59 2C de 15", 72 2C de 30" x 30 — 50 siklus
Uzama: 72 2Cde 1'

Soguma: 4 2C

3.6 Istatistiksel analiz :

Verilerinin analizi AACT metodu ile yapildi. Ornekler ve kontroller ayri ayri gruplandirildi ve
gruplar arasinda gen ekspresyon farkliliklari belirlendi. CaliGmamizda miRNA’ lar igin kullanilan
RNU-2, SNORD 44, SNORD 48, SNORD 47, SNORD 49a, SNORD 68 referans genleri kullanildi.
Yapilan karsilastirmalar sonrasinda iki grup arasinda ekspresyonlari artan, azalan veya

degismeyen genler bir tabloda verilir. Testin anlamliligi p < 0.05° tir. Testler iki kere kuruldu.



4. SONUCLAR:

STAT 5a ve 5b’nin ortak hedefi olan miRNA’lar "miRBase release 19 biyoinformatik" veritabani
ile belirlenmistir. Tarama sonrasinda 23 tane miRNA tespit edilmistir.

2012/TIP/076 no’lu “DASATINIB iLE INDUKLENMIiS KML HUCRE DiziSi (K562) APOPITOZUNUN
JAK-STAT YOLAGI UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI” adli projede dasatinibin 1Cs, sonucu
bulunmus olup biz de ¢alismamizda bu sonuglari temel alarak 48. saatteki ICsy, degeri olan 3,31

nm degerini kullandik.
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Grafikl: dasatinib uygulanmis hiicre kiltiriinde saatlere gore tanimlanan 1Cso degerleri

Daha sonra belirlenmis dasatinib dozu uygulanmis hiicreler ve kontrol gruplarinda apopitoz
oranlari hesaplandi. Dasatanib uygulanmis grupta apopitoz yaklasik 4 kat fazla tespit edildi
(p<0,001)(grafik 2).
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Grafik 2: belirlenen dasatinib dozu uygulanan ve uygulanmayan (kontrol grubu) gruplar

arasindaki apopitoz oranlari; [UT(untreated)]: tedavi edilmeyen grup

Hedef olarak secilen miRNA’larin dasatinib uygulanmis ve uygulanmamis hiicrelerde amplifiye
olmalari saglandi. Tablo 6 ve 7’de hedef miRNA"lar ve hangi dongu itibariyle amplifiye olduklari
verilmistir. Her grup kendi icinde 2 kez galisiimistir. Dongliye erken giren miRNA’lar daha ylksek

amplifiye olurken; geg girenler daha az amplifiye oldugu gosterildi.



miRNA uT uT uTt uTt uTt uTt

hsa-miR-1224-3p 28,49 29,88 29,24 26,97 27,95 28,51
hsa-miR-1224-5p 25,60 25,33 26,21 23,86 20,69 24,34

hsa-miR-1321 29,28 28,97 29,89 25,02 27,92 27,95
hsa-miR-149-3p 28,94 28,94 28,94 24,62 25,05 27,96
hsa-miR-15a-3p 27,88 27,70 27,30 25,55 25,66 25,31
hsa-miR-185-5p 30,52 29,46 29,93 27,72 27,93 27,93

hsa-miR-1914-3p 29,86 29,36 28,94 27,94 27,94 26,89
hsa-miR-1915-3p 26,06 26,01 25,97 28,86 28,94 28,93
hsa-miR-2276-3p 26,54 26,60 26,49 24,85 24,49 24,79

hsa-miR-3170 27,65 24,94 24,93 26,94 26,91 24,93
hsa-miR-3175 24,93 22,56 22,06 25,93 25,73 22,53
hsa-miR-423-5p 24,45 24,94 24,75 27,94 27,91 27,94
hsa-miR-4287 33,93 33,57 32,92 31,92 31,92 31,54

hsa-miR-449b-3p 27,89 26,43 26,74 27,59 27,94 26,74
hsa-miR-509-3-5p 30,94 31,94 32,61 33,83 33,94 34,40
hsa-miR-518a-5p 21,34 20,97 20,74 22,52 22,71 22,70

hsa-miR-527 24,93 21,89 25,50 22,93 22,93 21,93
hsa-miR-550a-3p 31,58 27,94 28,12 30,88 30,93 28,32
hsa-miR-589-3p 25,57 26,88 26,41 28,85 28,76 28,34
hsa-miR-650 21,99 22,14 22,53 24,90 25,94 25,94
hsa-miR-765 24,28 23,51 23,22 22,21 21,93 20,76
hsa-miR-877-3p 30,58 26,56 28,33 29,72 28,61 27,74
hsa-miR-940 21,00 21,46 21,95 25,24 25,96 25,96
hsa-miR-23a-3p 19,99 18,94 18,95 20,93 20,95 19,95
hsa-miR-23b-3p 31,84 31,54 30,92 30,93 29,92 28,92
RNU6-2 33,61 30,59 29,91 32,93 32,02 29,87
SNORD44 29,08 29,51 29,36 32,84 32,50 32,89
SNORDA48 27,01 26,98 27,94 28,94 29,96 29,94
SNORDA47 28,47 28,95 24,91 25,51 24,95 25,56
SNORD49A 31,41 24,31 27,94 30,53 30,94 27,95
SNORD68 28,95 29,98 30,92 30,92 31,93 30,54

Tablo 6: dasatinib uygulanmamis hiicre kiltiriinde hedef miRNA’lar ve referans genlerin

amplifikasyona girdikleri dongi sayisi; UT(unterated): dasatinib uygulanmamis grup



miRNA T T T T T T

hsa-miR-1224-3p 32,67 32,93 33,94 29,55 29,93 29,92
hsa-miR-1224-5p 30,60 30,29 31,94 26,57 27,95 27,94

hsa-miR-1321 34,93 34,83 36,86 31,41 30,93 30,92
hsa-miR-149-3p 29,55 29,72 30,95 28,26 28,94 28,85
hsa-miR-15a-3p 29,65 29,93 30,59 26,88 28,08 27,94
hsa-miR-185-5p 33,75 33,12 34,92 29,80 30,93 30,74

hsa-miR-1914-3p 29,93 30,93 31,68 29,49 29,77 28,94
hsa-miR-1915-3p 30,60 30,94 31,95 28,78 28,94 28,78
hsa-miR-2276-3p 28,64 28,79 28,93 26,31 26,93 26,95

hsa-miR-3170 28,64 28,79 28,82 26,76 27,93 27,93
hsa-miR-3175 30,30 29,58 30,94 25,28 25,96 25,93
hsa-miR-423-5p 33,09 32,62 32,94 28,34 28,82 28,93
hsa-miR-4287 36,10 35,96 36,93 33,39 33,96 32,91

hsa-miR-449b-3p 30,89 30,93 31,92 28,10 28,94 28,93
hsa-miR-509-3-5p 37,36 37,65 39,94 34,65 34,93 35,31
hsa-miR-518a-5p 19,59 20,82 22,94 21,68 23,93 22,85

hsa-miR-527 21,61 22,73 22,94 22,92 23,25 23,93
hsa-miR-550a-3p 33,94 33,70 34,84 29,91 30,84 30,94
hsa-miR-589-3p 29,93 29,33 30,68 27,99 28,90 27,94
hsa-miR-650 30,93 30,91 30,96 25,50 25,90 25,94
hsa-miR-765 26,76 27,71 27,93 24,86 25,52 25,92
hsa-miR-877-3p 32,19 31,08 33,93 29,07 29,74 29,93
hsa-miR-940 30,08 30,96 31,60 26,28 27,42 26,95
hsa-miR-23a-3p 21,92 20,77 23,96 20,29 20,52 19,93
hsa-miR-23b-3p 32,96 34,41 34,92 31,71 34,93 32,19
RNU6-2 37,36 37,92 37,93 32,92 33,75 33,94
SNORD44 37,29 37,34 41,94 32,46 33,33 32,94
SNORDA48 31,07 31,30 33,94 31,32 31,83 31,93
SNORDA47 30,92 30,72 31,76 27,94 28,93 28,28
SNORD49A 35,42 35,93 35,56 30,42 30,94 30,30
SNORD68 36,92 36,50 35,86 31,15 30,94 30,76

Tablo 7: dasatinib uygulanmis hiicre kiltirinde hedef miRNA’lar ve referans genlerin

amplifikasyona girdikleri dongi sayisi; T (treated): dasatinib uygulanmis hiicre kaltiira

Hedef miRNA’larin artis ve azalis oranlari "AACT metodu" ile kontrol grubu ve dasatinib
uygulanmis orneklerde karsilastirildi. Sonucta, hsa-miR-940, hsa- miR- 527 ve hsa- miR- 518a-5p

olmak Gzere 3 adet miRNA'nin digerlerine gére 6ne ¢iktigl gorildi. Bunlardan, hsa-miR-940



kontrol grubuna gore 4.4 kat azalirken, hsa- miR- 527 ve hsa- miR- 518a-5p’nin sirasiyla 12.1 ve 8
kat arttig dikkat ¢ekti. Bu artis oranlari istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). hsa-miR-3170 ve
hsa-miR-23a-3p kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli artmasina karsin bu artis 4

kati gecmedi (tablo 8 ve grafik 3).

pozisyon miRNA degisim p degeri
Al hsa-miR-1224-3p 1,119 0,46556
A2 hsa-miR-1224-5p -3,3198 0,282529
A3 hsa-miR-1321 -3,2179 0,256309
A4 hsa-miR-149-3p 2,2588 0,555742
A5 hsa-miR-15a-3p 1,8241 0,887159
A6 hsa-miR-185-5p -1,1091 0,293338
A7 hsa-miR-1914-3p 2,8492 0,113099
A8 hsa-miR-1915-3p 1,5251 0,559666
A9 hsa-miR-2276-3p 2,0193 0,602148
Al10 hsa-miR-3170 2,0713 0,049475
All hsa-miR-3175 -1,861 0,197593
Al12 hsa-miR-423-5p -2,5015 0,153291
A13 hsa-miR-4287 2,9668 0,058934
Al4 hsa-miR-449b-3p 1,3338 0,065329
Al15 hsa-miR-509-3-5p 2,2329 0,212423
Al6 hsa-miR-518a-5p 8,0401 0,0428531
Al17 hsa-miR-527 12,1304 0,041169
Al18 hsa-miR-550a-3p 1,3307 0,587072
Al19 hsa-miR-589-3p 2,8002 0,076596
A20 hsa-miR-650 -2,4699 0,197252
A21 hsa-miR-765 -1,5722 0,137123
A22 hsa-miR-877-3p 1,6766 0,201263
A23 hsa-miR-940 -4,411 0,143376
A24 hsa-miR-23a-3p 3,6441 0,027621
A25 hsa-miR-23b-3p 1,2345 0,936017
A26 RNU6-2 1,2884 0,809313
A27 SNORD44 1,1652 0,633747
A28 SNORD48 -1,2236 0,944214
A29 SNORD47 -1,1656 0,181332
A30 SNORD49A -1,7224 0,32623
A31 SNORDG68 1,6364 0,393241

Tablo 8: hedef miRNA'larin kontrol gruplarina gére ekspresyon degisiklikleri
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Grafik 3: Hedef miRNA’larin kontrol grubuna gore ekspresyon degisiklikleri

Hedef miRNA’lar ve referans genlerdeki "Hierarchical 2D Cluster Analizi" sonucu sekil 15’de
verilmistir. Burada yesil renk azalan ve kirmizi renk artan ekspresyonu simgelemektedir (sekil 15,

grafik 4)
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Sekil 15: STAT 5a ve 5b’yi hedef alan aday miRNA’larin ekspresyon profilleri
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Grafik 4: STAT 5a ve 5b’yi hedef alan aday miRNA’larin scatter plot ve volcane grafiklerindeki

ekspresyon profilleri: Kirmizi ile gosterilen noktalar 8 ve 12 kat artis tespit edilen miRNA’lari

(hsa- miR- 527 ve hsa- miR- 518a-5p); yesil renk ile gosterilen nokta ise 4,4 kat azalma saptanan

miRNA’y1 ( hsa-miR-940) temsil etmektedir.



5. TARTISMA:

KML, Ph kromozomuna bagli gelisen kontrolsiiz tirozin kinaz aktivitesi ile karakterize kronik
myeloproliferatif bir hastaliktir. Tirozin kinaza karsi gelistirilen inhibitor ajanlar, KML tedavisinde
bir doniim noktasi olmustur. Olgularin blyiik bir kismi tirozin kinaz tedavisine uzun sireli ve iyi
yanit veriyor olsa da bir kissm hastada primer ve sekonder direng gelisimi halen sorun
olusturmaktadir. Genetik 6zelligi en iyi bilinen hastaliklardan biri olmasina karsin, KML'de yeni

tedavi arayislari devam etmektedir.

STAT proteinleri, 6zellikle STAT3 ve STAT5 kontrolsiiz cogalan, apopitoz ve immun sistemden
kagan ve anjiogenezi uyaran timor hiicrelerinde yiksek oranda ifadelendigi ¢alismalarda
gosterilmistir (57). KML'de Bcr-Abl kimerik proteini, JAK/STAT yolunun sirekli aktif olmasina ve
hematopoietik hiicrelerde bliyime faktoriinden bagimsiz olarak cogalma ve transformasyona
yol acar. Bu nedenle STAT5a ve 5b’yi baskilayan hedef molekiller KML tedavisinde yeni bir umut
vaat etmektedir. Kanser tedavisinde kullaniimak (zere gelistirilen yeni tedavi stratejilerinde
kiiclik sentetik molekiler inhibitérler yaninda, shRNA, siRNA'lar ve son zamanlarda miRNA'lara

karsi kullanilan anti-miR oligonikleotidlerin kullanimi glindeme gelmistir.

miRNA’lar yaklasik 22 nikleotidten olusan, protein kodlamayan hedef mRNA’larin dizeylerini
etkileyerek diferansiyasyon, hiicre béliinmesi, apopitoz, migrasyon ve anjiogenez gibi bircok
hiicresel fonksiyonda etkili RNA dizileridir (111-113).Son yillarda yapilan ¢alismalar, bu kiglik
RNA dizilerinin bircok temel hiicresel mekanizmalarin diizenlenmesinin yaninda kanserde
patogenezinde de oOnemli roller Ustlendikleri  bildirilmektedir(114-115).miRNA’larin
hematopoezde de etkili oldugu anlasildiktan sonra KML dahil olmak lizere akut myeloid |6semi
(AML), ALL ve lenfoma gibi bir cok hematolojik malignanside etkileri arastiriimaya baslanmistir
(116-118). miRNA’larin downregtilasyonu sonrasi gelistigi gosterilen ilk malignitelerden biri de
kronik lenfositik 16semi (KLL)'dir. Bu ¢alismada mirl5 ve 16’nin downregiilasyonunun varligi KLL
hastalarinin biiyik kisminda gosterilmistir (119). Bu calismadan sonra, Garzon ve arkadaslari,
miR-191 ve 199’un AML hastalarinda progresyonu olumsuz yonde etkiledikleri ve mi RNA
29a’nin AML oncil hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini arttirarak AML gelisimde etkisi oldugunu

bildirdiler (120 - 121).

mir -155’in, 6zellikle FLT3+ AML hastalarinda yiksek oranda ifadelendigi gosterildikten sonra,
anti-mir ajanlarin bu hastalarda etkin bir tedavi yontemi olabilecegi diisintlmustir (122).Bir
calismada, AML ile ALL hastalari karsilastirildiginda, ALL’de miRNA 128a ve b’nin artmis, miRNA
223’Un ifadelenmesi saptanmistir (123). Bu veriler i1siginda miRNA’larin prognoz ve tedaviyi

belirlemek disinda ayirici tanida da faydali olabilecegi dlisiincesi ortaya ¢ikmistir.



Genetik olarak patogenezi diger kanserlere goére ¢cok daha iyi anlasiimis olan KML'de miRNA
¢ahsmalarinin hedefi olmustur. mil50 ve mirl46a’nin KML'de ifadelenmesinin azaldigi ve
imatinib sonrasi tekrar fizyolojik diizeylere kadar arttig1 gosterilmistir (124). Agriie ve arkadaslari
tarafindan 2008 yilinda miRNA-10a’nin kemik iligi kaynakli CD34+ KML hicrelerinde saglikh
kontrol grubuna oranla azalmis oldugu bulundu. Yine ayni yillarda Venturini ve arkdaslari
tarafindan periferik kan CD34+ KML hiicrelerinde miRNA 17-5p’nin arttigi bildirilmisken sonraki

yillarda Hussein ve arkadaslari tarafindan bu veri dogrulanmadi (125-127).

KML'de azaldigi gosterilen diger mirRNA’lar, mirRNA 203, mirRNA 328 (6zellikle blastik krizde),
mirRNA 181a’dir. Bunlarin icinden, 14932.33 kromozomunda bulunan mirRNA 203’Gn down
reglilasyonunun abll ve bcr/abl’'nin artmis ifadelenmesi ile iliskili oldugu gésterilmis ve mirRNA-

203'in tedavi de potansiyel bir molekiil olabilecegi bildirilmistir (128-130).

K562 KML hiicre kiltiirinde yapilan bir calismada, mirRNA 31, 155, 564 ifadelenmelerinin
azalmasina karsin saghkli kontrol grubunda ve KML disi hiicre hattinda azalma olmadigi
gosterilmistir. Bu calismada, imatinib verilen KML hiicre hattinda ifadelenmelerin azalmasinin
gosterilmesi ile ber/abl tirozin kinaz aktivitesine bagimh olduklarini disiindtirmstir ancak hangi
mekanizmalar Gzerinden bu etkilerini gerceklestirdikleri aydinlatilamamistir (131). Benzer
sekilde Biz de calismamizda, K562 KML hiicre hattinda, hsa-miR-527 ve hsa-miR-518a-5p'nin

arttigini ve hsa-miR-940'in azaldigini gésterdik.

Literatlirde miRNA'larla ilgili gogunlukla ekspresyon analizleri ¢alisilmis ancak bu RNA dizilerinin
hangi sinyal yolaklari lGizerinden etki gosterdikleri net olarak agiklanamamigstir. Liu ve arkadaslari
tarafindan imatinibe direngli K562 KML hiicre hattinda yapilan bir calismada miR 144/452
ifadelenmesinin myc bagimh olarak baskilandigi, bu miRNA’larin yerine koyulmasi sonrasinda
direncin azaldig1 ve apopitozun arttigi gézlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, direngli KML
hastalarinda miRNA, olasI tedavi hedefi haline gelmistir (132). Baska bir calismada yine KML
patogenezinde bcr/abl/cmyc/mirna 19-92 yolaginin etkili olabilecegine dair veriler sunulmustur

(133).

PI3 kinazi kodlayan genlerin de miRNA 19a, 181 ve 221’in hedefi olabileceginin gosterilmesi
Gzerine KML patogenezinde dnemi bilinen PI3 kinaz yolaginin da miRNA’lar tarafindan kontrol
edildigi hipotezi ortaya koyulmustur. Bahsedilen miRNA’larin diizeylerinin dlsmesi,
PI3K/AKT/mTOR yolaginin aktivasyonuna neden oldugu ve bu mekanizmanin direng ile iliskili
olabilecegi ileri strilmistir (134). Bu calismalar ile miRNA’larin 6zellikle direngli KML

olgularinda, yeni tedavi hedefleri olabilecegi disiincesi yayginlasmistir. Bizim calismamizin



temelini olusturan, kanser ve KML gelisiminde énemli rolleri oldugu bilinen JAK/STAT yolaginda

yer alan STAT 5a ve 5b’yi hedef alan miRNA'lar ile iliskili arastirma yoktur.

Biz calismamizda, KML hiicre hattinda dasatinib ile indiklenmis apopitozda STAT 5a ve 5b’nin
ortak hedefi olan miRNA profillerini ¢ikarmayl amagladik. Yapilan analizler sonrasinda 3 adet
miRNA’da kontrol grubuna gore 4 kattan fazla degisim saptadik. Bunlardan hsa-miR-527 ve hsa-
miR-518a-5p’da sirasiyla 12,1 ve 8kat artis saptanirken; hsa-miR-940’te 4,4 kat azalma saptandi
(tablo 8). Bu miRNA’larin hematolojik kanserler ve KML patogenezindeki etkileri
bilinmemektedir. Ancak bizim artmis ifadelenme saptadigimiz miR 527’nin, malign melonomda
yapilan bir calismada kontrol gruplarina gére anlaml bir fark gostermedigi bildirilmistir (135).
Calismamizda 6ne cikan ve 12 kat artis saptanan miRNA 518 ifadelenmesinin sisplatin direncli
germ hicreli tumorlerde de gosterilmis ve direnc mekanizmasiyla iliskili olabilecegine isaret

edilmistir (136).

Sonug olarak, KML gelisimde 6nemi bilinen STAT 5a / 5b’nin olasi hedefi oldugu miRNA’lar tespit
edilip; ekspresyon profilleri c¢ikartildi. Validasyon basamagli ve sonrasinda “mimic”ya
da“inhibitor” miRNA transfeksiyon asamalarindan sonra elde edilecek veriler KML'nin tedavi ve
patogenezine stk tutabilecek, yeni ve ter6potik potansiyele sahip miRNA’ lar

tanimlanabilecektir.
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7. OzET

Kronik myeloid [6semi (KML), myeloid 6ncil hiicrelerin klonal ¢ogalmasi ile karakterize kok hiicre
hastaligidir. KML'nin patogenezini olusturan phledelphia kromozomu olarak tanimlanan t(9;22)
sonucu olusan Bcr/Abl flzyon genidir. Bcr/Abl flizyon geni kontrolsiiz tirozin kinaz aktivitesi
gosterir. Hastaligin patogenezinde bircok sinyal ileti yolaginin etkili oldugu bilinmektedir. Bu
yolaklardan biri de JAK/STAT yolagi ve 6zellikle STAT 3 ve 5’tir. Bu nedenle STAT lar tirozin kinaz
inhibitorlerine direng gésteren KML tedavisinde iyi birer terapotik hedef haline gelmislerdir. KML
hastalarinda tirozin kinaz inhibitorlerinin uygulamaya girmesi bir dénim noktasi olmasina
ragmen gelisen direng, halen bir sorun olusturmaktadir. Bu nedenle bu hastalar icin yeni tedavi
secenekleri arastirilmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilmak Uzere gelistirilen yeni tedavi
stratejilerinde patogenez ve direng mekanizmalari da g6z 6niine alinarak, bu yolaklara spesifik
kiiclik sentetik molekiler inhibitorlerin gelistirilmesi 6nem kazanmistir. Bu inhibitérlerden biri de
miRNA’lardir. Bu kiiglik RNA dizilerinin bir¢cok hiicresel fonksiyonda ve karsinogenezde etkili
olduklari distnllmektedir. Glinimuize kadar miRNA biyogenezinin aydinlatiimasina yoénelik
¢alismalar olmasina karsin, miRNA'larin biyolojik yolaklari nasil dlzenledikleri tam
olarakbilinmemektedir. Ayrica KML patogenezinde dnemli role sahip STAT5a ve 5b’nin ortak
hedefi olduklari, miRNA ve anti-miRNA tedavilerini arastiran yeterli calisma yoktur.

Bu ¢alismada o6ncelikle; bir tirozin kinaz inhibitorii olan dasatinib’in KML hiicremodelik562’de,
hiicre apoptozu (izerine etkilerini belirlenmeyi amagladik. Sonrasinda dasatinib verilmis
hicrelerle, kontrol grubu hicreleri arasinda, "in silico" analizle hedef genlerimizSTAT5a ve
5b’ninortak hedefi olabilecegi 6ngorilen miRNA’larin ifadelenme profillerini belirlemeyi
amacladik. Sonucta, "miRBase release 19 biyoinformatik" veritabani ile STAT 5a ve 5b’nin ortak
hedefi olabilecegi23 tane miRNA saptandi. Bu miRNA’larin K562 KML hiicre serilerindeki
ifadelenmelerine bakildi. Hedef miRNA’larin artis ve azalis oranlari "AACT metodu" ile kontrol
grubu ve dasatinib uygulanmis 6rneklerde karsilastirildi. Sonucta, hsa-miR-940, hsa- miR- 527 ve
hsa- miR- 518a-5p olmak lizere,3 adet miRNA’nin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farkhlik gosterdigi gozlendi. Bunlardan, hsa-miR-940 kontrol grubuna goére 4.4 kat
azalirken, hsa- miR- 527 ve hsa- miR- 518a-5p’nin sirasiyla 12.1 ve 8 kat arttigi dikkat cekti.
Sonug olarak, KML patogenezinde dnemi bilinen STAT 5a /5b’nin olasi hedefi oldugu miRNA’lar
saptanip; ekspresyon profilleri c¢ikartildi. Validasyon basamagi ve sonrasinda “mimic”ya
da“inhibitor” miRNA transfeksiyon asamalarindan sonra elde edilecek veriler KML'nin tedavi ve
patogenezine stk tutabilecek, yeni ve terbpotik potansiyele sahip miRNA’ lar

tanimlanabilecektir.



8. ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML), is a hematopoietic stem cell disorder which is characterized of
uncontrolled proliferation of myeloid precursor cells. The additional genetic lesion oft(9;22)
named Phledelphia chromosome and its result of bcr/abl fusion gene occupy the pathogenesis
of CML. Bcr/Abl fusion gene has a limitless tyrosine kinase propert and induces several signal
transduction pathways. Among these pathways, one of the most important one in the
pathogenesis of CML is JAK/STAT and STAT 5a and 5b. For this reason, STAT molecules become
alternative therapeutic targets for the treatment of CML patientswhich are resistant to

thyrosine kinase inhibitors.

The tyrosine kinase inhibitors were major advance in the treatment of CML. Despite of success
of tyrosine kinase inhibitors, the emergence of resistance still constitudes a major problem. So
new signal transduction pathway specific small synthetic molecular inhibitors become important
for the treatment of CML. One of these molecules is miRNAs. These small RNA chains are
responsible for many cellular functions and carsinogenesis. Upto date, although there are
increasing data explaining the biogenesis of miRNAs, the mechanism how they can control
biologic pathways can not be explained completely. In addition, there is not satisfying data
investigating the miRNAs and anti miRNA treatment targeting STAT 5a and 5b molecules which

are important in the pathogenesis of CML.

In this study, we first searched the effect of a tyrosine kinase inhibitor, dasatinib, on apoptosis
in CML cell line K562. Then 23 miRNAs which possibly target both STAT5a ve 5b were
identified by "in silico"analyses. The expressions of these miRNAs were determined in CML
cell line K562. The down and upregulation of the miRNAs were compared with the control
group and dasatinib treated group by "AACT method". Expression of hsa-miR-940, hsa- miR-
527 and hsa- miR- 518a-5p were statisticaly different in between 23 miRNAs. The level of hsa-
miR-940 was decreased 4,4 times and the levels of hsa- miR- 527 and hsa- miR- 518a-5pwere

incresed 12,1 and 8 times respectively in the dasatinib treated group compared to control

group.

In conclusion, we determined the expression profiles of miRNAs targeting STAT 5a / 5b which
has an important role in the pathogenesis of CML. Obtained datas after the validation and
transfection of "mimic"and "inhibitor"miRNAs steps, couldlead to determine the new

therapeutic targets in CML patients.






