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OZET

Nojavan Talatapeh, P. (2024). IMATINIB MESILAT DIRENCLI K562 HUCRE SOYU
ILE DUYARLI K562 HUCRE SOYLARINDA DNA METILTRANSFERAZ 1
ENZIMININ IFADE DUZEYININ KARSILASTIRILMASI. istinye Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, T1bbi Bioloji ve Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Calismamizda imatinib mesilata direngli (K562R) ve duyarli (K562S) K562 hiicre
hatlarinda DNA Metiltransferaz 1(DNMT1) ekspresyon diizeyleri incelenmistir.
Bulgulari, hassas hiicre hattina kiyasla direngli hiicre hattinda DNMT1 gen ifadesinde
1,3921286 katlik 6nemli bir artis oldugunu ortaya koymustur. DNMT1'in bu yukari
regiilasyonu, K562 hiicrelerinde imatinib mesilata kars1 direng gelisiminde potansiyel bir

rol oynadigini diigiindiirmektedir.

Calismamiz, sonuglarin dogrulugunu ve tutarliligini saglamak icin deneylerin ii¢ kez
tekrarlanmasinin 6nemini vurgulamistir. Bulgularinin dogrulanmasi, DNMT1'in imatinib
direncindeki roliine iliskin argiimani giiclendirmekte ve potansiyel olarak yeni terapotik

stratejilere yol agmaktadir.

Ayrica, calisgmamiz imatinib direngli tiimorler ic¢in bir tedavi olarak DNMTI
inhibitorlerinin arastirtlmasini ve DNMT]1 ile imatinib direncinde rol oynayan diger
genler arasindaki iligkinin incelenmesini Onermistir. Arastirmamiz ayrica tedavi
sonuclarint iyilestirmek i¢in hem direngte rol oynayan molekiiler yollart hem de

DNMT1'1 hedef alan kombinasyon tedavilerinin gelistirilmesini dnermistir.

Calismamiz hiicre hatlarinda gergeklestirilmis olsa da, DNMT1'in imatinib direncindeki
roliinii ve insan baglaminda terap6tik bir hedef olarak potansiyelini dogrulamak i¢in daha

fazla klinik dogrulamaya ihtiya¢ oldugunu vurguladik.

Bu ¢alismamiz, imatinib direnci baglaminda DNMT1'in 6nemine 151k tutmakta ve kronik
miyeloid 16semi tedavisinde diren¢ mekanizmalarin1 anlamay1 ve bunlarla miicadele

etmeyi amaglayan gelecekteki aragtirmalar icin giiclii bir kaynak sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: DNMT1, Imatinib direnci, K562 hiicre hatlari, imatinib mesilat,

Kronik miyeloid 16semi



ABSTRACT

Nojavan Talatapeh, P. (2024). Comparison Of The Expression Levels Of DNA
Methyltransferase 1 Enzyme In Imatinib Mesylate Resistant K562 Cell Line And
Sensitive K562 Cell Line. Istinye University, Institute of Health Science, Department of
Medical Biology and Genetic. Masters Thesis. Istanbul.

In our study, DNA Methyltransferase 1 (DNMTI1) expression levels were
examined in imatinib mesylate resistant (K562R) and sensitive (K562S) K562 cell lines.
Their findings revealed a significant 1.3921286-fold increase in DNMT 1 gene expression
in the resistant cell line compared to the sensitive cell line. This upregulation of DNMT 1
suggests a potential role in the development of resistance to imatinib mesylate in K562

cells.

Our study emphasized the importance of repeating the experiments three times to
ensure the accuracy and consistency of the results. Confirmation of their findings
strengthens the argument for the role of DNMTT in imatinib resistance and potentially

leads to novel therapeutic strategies.

Furthermore, our study suggests investigating DNMT1 inhibitors as a treatment
for imatinib-resistant tumors and examining the relationship between DNMT1 and other
genes involved in imatinib resistance. Our research also suggested the development of
combination therapies targeting both the molecular pathways involved in resistance and

DNMTT to improve treatment outcomes.

Although our study was performed in cell lines, we highlighted the need for
further clinical validation to confirm the role of DNMT1 in imatinib resistance and its

potential as a therapeutic target in the human context.

Our study sheds light on the importance of DNMT]1 in the context of imatinib
resistance and provides a powerful resource for future research aimed at understanding

and combating resistance mechanisms in the treatment of chronic myeloid leukemia.

Keywords: DNMT]1, Imatinib resistance, K562 cell lines, Imatinib mesylate, Chronic
myeloid leukem
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1. GIRIS

Kronik Miyeloid Losemi (KML) hematopoetik bir hastaliktir. KML tedavisi i¢in
ilk dizayn edilen ila¢ olan Imatinib (IM) bir tirozin kinaz inhibitoriidiir ve glinimiizde de
ilk tedavi secenegi olarak kullanilmaktadir. Ancak, KML tedavisinde imatinib’e kars1
direng gelisebilmekte ve bu da tedavinin basarisiz olmasina ve hastaligin tekrar etmesine
neden olmaktadir. Gelisen bu direncin ¢ok farkli sebepleri bulunmaktadir. Epigenetik
modifikasyonlar bunlardan bir tanesidir (1). DNA metilasyonu, DNA' da CpG
dintikleotidlerinde sitozin bazina bir metil grup eklenmesi ile gergeklesen bir epigenetik
modifikasyondur. Bu modifikasyon metiltransferaz enzimlerince gergeklestirili. DNMTI
metiltransferazin kanser gelisiminde rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda
imatinib duyarli ve direncgli K562-Kronik myeloid 16semi hiicre soyunda, DNMT]I

enziminin ifade diizeyleri karsilastirilmistir.

Anahtar Kelimeler:

Kronik Myeloid Losemi, Epigenetik, DNMT 1



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kronik Miyeloid Losemi ve K562 Hiicre Hatti

2.1.1. Kronik Miyeloid Loseminin Tanimi ve Epidemiyolojisi

KML, karakteristik olarak (9;22) (q34;ql1) dengeli resiprokal translokasyonu
sonucunda ortaya c¢ikan ve Philedelphia (Ph) kromozomu ile iligkilendirilen bir
myeloproliferatif hastalik olarak bilinmektedir (Balk ve ark., 2021). Bu translokasyon,
BCR-ABLI onkogeninin olusumuna yol agarak, stirekli bir kinaz aktivitesi sergileyen
kimerik BCR-ABLI proteininin kodlanmasina sebep olmaktadir (Adnan-Awad ve ark.,
2021). Pluripotent hematopoetik kok hiicrelerde gorillen BCR-ABLI fiizyon geni, bu
hiicrelerin klonal olarak hizla ¢ogalmasini tesvik ederek KML'nin gelisimine neden
olmaktadir. Normalde ABL proteininin tirozin kinaz aktivitesi siki bir bicimde
diizenlenmekteyken, BCR dizisinin eklenmesi sonucu olusan BCR-ABL proteini, siirekli
devam eden tirozin kinaz aktivitesine yol agmaktadir (Luttman ve ark., 2021). Bu protein,
¢ok sayida substratin fosforillenmesini saglayarak, hiicre proliferasyonunu ve
transformasyonunu tesvik ederken, biiylime faktorii bagimli yolaklar1 baskilamakta,
apoptozise diren¢ mekanizmasi gelistirmekte ve kemik iligi ile stromasindaki hiicre

adhezyonunu bozmaktadir (Omsland ve ark., 2020).

Normal Kan Losemi

Eritrositler Notrofil Lenfosit Monosit Trombositler

Sekil 2.1: Normal Kan ve Losemi Kam



KML'nin tedavisinde kritik bir rol oynayan Imatinib, BCR-ABL kinaz domainine
dogrudan baglanarak, BCR-ABL 'm ATP baglanmayan inaktif bir formda
stabilizasyonunu saglamaktadir (Lee ve ark., 2021). Bu etkilesim, tirozin
otofosforilasyonunu ve bunun sonucunda meydana gelebilecek c¢esitli substratlarin
fosforilasyonunu 6nlemektedir. ATP baglanma bdlgesi ile rekabet ederek BCR-ABL
kinaz aktivitesini inhibe etmekte ve bu siireg, BCR-ABL onkoprotein aktivitesinin
bozulmasina, dolayisiyla hiicre proliferasyonunun baskilanmasina ve apoptozisin
indiiklenmesine katkida bulunmaktadir. Bu mekanizma, tedavinin temelini olusturmakta
ve KML hastalarinin tedavi yanitlarini belirgin bir sekilde iyilestirmektedir (Mian ve ark.,

2021).

Imatinib, mikromolar konsantrasyonlarda ABL, ABL-iligkili gen proteinleri, KIT
reseptorli ve platelet-kaynakli bliylime faktor reseptorleri gibi ¢esitli proteinlerin kinaz
aktivitelerini inhibe etme yetenegine sahiptir. Bu inhibisyon, imatinibin kinaz
domainlerine baglanmasiyla ger¢eklesmektedir. Ancak, direng gelisimi, 6zellikle BCR-
ABL kinaz domaininde meydana gelen mutasyonlarla iliskilendirilmektedir (Liu ve ark.,
2020). Bu mutasyonlar, kinaz domaininin konformasyonunda degisikliklere neden
olarak, imatinibin BCR-ABL ile etkilesimini engellemekte ve bdylece ilacin etkinligini
azaltmaktadir. Bu tiir bir direng mekanizmasi, sekonder direng olarak adlandirilmakta ve
relapsa neden olan hastalar iizerinde yapilan c¢aligmalarda gdzlemlenmektedir. Ote
yandan, baz1 hastalarda ise BCR-ABL mekanizmasindan bagimsiz olarak birincil direng

mekanizmalar1 gelistigi saptanmistir (Braun ve ark., 2020).

Bircok vakada, imatinib tedavi etkili sonu¢ saglamasina ragmen, bu ilag¢ tiim
l6semik hiicreleri tam olarak yok edememekte ve bu durum, hastaligin tekrarlanmasini
engellemek adina siirekli ilag kullanimini zorunlu kilmaktadir (Braun ve ark., 2020).
KML ilerlemesi ve imatinib direnci, DNA metilasyonu gibi epigenetik degisikliklerle ve
antiapoptotik ile apoptotik genlerin transkripsiyonel diizenlenmesi gibi mekanizmalarla
yakindan iliskilendirilmektedir. Bu baglamda, progresyonla iliskili genler ve oksidatif
stresin rolii de biiyiik 6nem tagimaktadir (Krishnan ve ark., 2022). Ayrica, imatinib direnci
gosteren hiicreler ile direng gostermeyen hiicreler arasinda, hiicre adezyonu, ilag
metabolizmasi, protein tirozin kinazlar ve fosfatazlarin ekspresyonu gibi ¢esitli
faktorlerde belirgin farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklar, imatinib direngli ve hassas

hiicrelerin apoptotik yollar {izerindeki gen ekspresyonlarini etkileyerek, tedaviye olan



yanitt modiile etmektedir (Mutlu Altundag ve ark., 2021). Bu bulgular, imatinib ve
benzeri tedavilerin etkinligini artirmak ve diren¢ mekanizmalarini agsmak igin yeni
terapotik stratejilerin gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu stratejiler,
epigenetik diizenleyicilere miidahale, ila¢ kombinasyonlar1 ve hedeflenmis molekiiler

tedavileri icerebilir.

Primer KML hiicrelerinde gerceklestirilen incelemelerde, normal kemik iligi
hiicreleri ile kiyaslandiginda Bim proteininin ekspresyonunun énemli derecede diisiik
oldugu tespit edilmistir. Ote yandan, Imatinib direngli hiicre hatlarinda ise BCL-2 geninin
ekspresyonunun artis gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgular, Imatinib'in apoptotik etkisini
artirma potansiyeline sahip bir ajan ile kombinasyon halinde kullanilmasinin daha etkili
sonuclar verebilecegi diislincesini giiclendirmektedir. Bu tiir bir kombinasyon tedavisi,
apoptozisi daha giicli bir sekilde indiikleyerek kanser hiicrelerinin yok edilmesini

amaglamaktadir (Mojtahedi ve ark., 2021).

Imatinibin etkililigi ve direnci arasindaki molekiiler mekanizmalar genis capta
arastirilmis olmasma ragmen, bu tedavinin metabolik etkileri heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. BCR-ABL pozitif hiicrelerde, yiiksek afiniteli GLUT-1 glukoz
tasiyicisinin ekspresyonunda bir artis gozlenmekte ve bu durum hiicre i¢i glukoz alimini
artirmaktadir (Li ve ark., 2022). Yapilan son caligsmalar, glukoz-substratli metabolik
akisin kontroliiniin, Imatinibin anti-proliferatif etkisinde 6nemli bir rol oynadigini ortaya
koymaktadir (Rosa ve ark., 2019). Ozellikle, Imatinibe hassas hiicrelerin mitokondriyal
homeostaz1 korurken glikolitik aktivitelerinin azaldig1 gozlemlenmistir (Zhang ve ark.,
2017). Bu durum, enerji metabolizmasinin, 6zellikle apoptozisi indiiklemekte kritik bir
mekanizma oldugunu ve antikanser tedavilerinde enerji metabolizmasinin
diizenlenmesinin potansiyel olarak onemli bir hedef olabilecegini gostermektedir. Bu
nedenle, enerji metabolizmas1 ve apoptotik siireclerin daha iyi anlagilmasi, kanser

tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesine zemin hazirlayabilir.

2.1.2. KML'nin Molekiiler Patogenezi

Kronik Miyeloid Losemi (KML), BCR-ABL flizyon geninin olusumuna yol acan,
kromozom 9 ve 22 arasindaki karsilikli translokasyondan kaynaklanan Philadelphia

kromozomunun varlig ile karakterize miyeloproliferatif bir hastaliktir (Koschmieder ve



ark., 2005; Deininger ve ark., 2005). BCR-ABL fiizyon geni, miyeloid hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasini saglayan, yapisal tirozin kinaz aktivitesine sahip kimerik bir
protein kodlar (Koschmieder ve ark., 2005). Bu genetik anormallik KML patogenezinin
merkezinde yer alir (Jabbour ve ark., 2008). S6z konusu translokasyonda, 22. kromozom
tizerinde yer alan BCR geni ile 9. kromozom iizerinde bulunan abl geni arasinda bir
flizyon meydana gelmekte ve bu durum, kimerik BCR-ABL geninin kodladigi
onkoprotein tarafindan hastaligin patogenezinde 6nemli roller iistlenilmektedir. KML,
baslangi¢c asamasinda terminal farklilasmay1 gergeklestirebilen klonal hematopoezin
anormal bir sekilde genislemesiyle karakterize edilen bir myeloproliferatif hastalik olarak
ortaya ¢ikmaktadir (Jabbour ve ark., 2008). Hastalik genellikle bifazik bir klinik gelisim
sergileyerek, uzun yillar siirebilen kronik bir faz ile baslar ve daha sonra 6liimciil sonuglar

dogurabilen blastik faza gecis yapmaktadir.

KML'nin kronik fazi, diferansiye olabilen ve normal islevlerini yerine getirebilen
artmis sayida miyeloid hiicre ile karakterize edilmekte ve hastalarin %90-95'i bu fazda
tan1 almaktadir. Kronik fazin siiresi genellikle dort ile alti yil arasinda degiskenlik
gosterir. Bu siire sonrasinda, hastalik akselere faz olarak da bilinen ve sonrasinda blastik
faza doniisen daha agresif bir evreye gecis yapmaktadir. Hastaligin ilerlemesi, 16semik
klonun terminal diferansiyasyon yeteneginin progresif bir sekilde kaybolmasina neden
olan molekiiler anomalilerin birikimi ile iliskilendirilmektedir. Blastik kriz, kronik fazdan
farkli olarak daha hizli bir hiicre gogalmasi, diferansiyasyon, apoptoz ve adhezyon

stireclerinde 6nemli degisiklikler gostermektedir.

KML blastik fazinda, morfolojik olarak akut 16semilerde tipik olan blast hiicrelere
benzer bigimde artmis blast hiicre sayilar1 gézlemlenmektedir. Diinya genelinde kabul
gormiis klinik kriterlere gore, blastik fazin tanimlanmasi kemik iligi veya periferik kanda
%30 veya daha fazla blast hiicre bulunmasi ya da ekstramediiller blast hiicre hastaliginin
varlig1 ile yapilmaktadir. Blastik faz, genellikle miyeloid veya lenfoid olmak tizere iki ana
tip altinda incelenir, ancak bazi durumlarda bifenotipik veya karisik lenfoblastik-
miyeloblastik fazlar da goriilebilmektedir (Kantarjian ve ark., 2024). Miyeloid blastik
kriz, vakalarin yaklasik %60-80'inde ortaya ¢ikmakta olup, bu durumda myeloblastlar
myeloperoksidaz boyasi ile boyanir ve CD13, CD33, CD117 gibi miyeloid belirtegler
tasir, bu ozellikleriyle akut miyeloid 16semiyi taklit etmektedir (Paulose ve Fathima,

2023). Ote yandan, lenfoid blast hiicreleri Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)



enzimi icermekte ve bu enzim, ¢ok az diferansiye olmus normal ve T-hiicre ile B-hiicre
orijinli malign hiicrelerde bulunur. Lenfoblastlar genellikle B-hiicre orijinlidir ve
hastalarin kiigiik bir ylizdesinde T-hiicreli blastik kriz gézlemlenmektedir (Cobankent ve
ark., 2023). Ayrica, megakaryoblastik ve eritroblastik transformasyonlar ile bazofili ve

yiiksek kan histamin seviyeleri gibi 6zellikler tasiyan blastik fazlar da rapor edilmistir.

Sekil 2.2: Philadelphia Kromozomun Karyotipi
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Sekil 2.3: Philadelphia Kromozomu ve BCR-ABL fiizyon geni



2.1.2.1. Temel Genetik Mekanizmalar
2.1.2.1.1. BCR-ABL Fiizyon Genlerinin Yapisi

BCR-ABL fiizyon genleri, ABL geni lizerinde meydana gelen kirilmalarin
lokalizasyonuna gore farklilik gostermektedir. ABL geni iizerindeki kirilma bdlgeleri,
genin 5' segmentinin herhangi bir noktasinda meydana gelebilmekte olup, bu kirilmalar
cogunlukla ilk alternatif ekzon olan 1b'den asag1 yonde veya ikinci alternatif ekzon olan
la'dan yukar1 yonde yer almaktadir (Liu ve ark., 2023). Bu kirilmalarin yerlesim yerleri,
BCR-ABL fiizyon genlerinin yapisal ¢esitliligini belirleyen temel faktorlerden biri olup,
fiizyon genleri hem ekzon 1b hem de ekzon la'y1 icerebilecek sekilde veya bu ekzonlar
diglayarak  farkli  ekzon  kombinasyonlarina  sahip  olabilecek  sekilde
olusturulabilmektedir. Bu yapisal ¢esitlilik, BCR-ABL mRNA'sinin da ¢esitlenmesine yol
acmakta; Ornegin, ekzon 1'den yoksun olan mRNA tiirleri, ABL'nin ekzon 2a's1 ile

dogrudan birlesen BCR ekzonlarindan olusmaktadir (Haleem ve ark., 2023).

Ote yandan, BCR genindeki kirilma noktalar1 genellikle ii¢ tanimlanmis bolgede
yer almaktadir. Kronik miyeloid 16semi (KML) hastalarinin ¢ogunda BCR geninin
kirilma noktasi, "major breakpoint cluster region" olarak adlandirilan ve 5.8 kb
biiyiikliigiinde bir bolge icinde lokalize olmaktadir. Bu bdlge, e12 ile e16 (eski isimleriyle
ekzon b1 ile bS) arasinda bes ekzondan olusur ve ¢ogu kirilma noktasi, ekzon 13 ile ekzon
14 arasinda gergeklesmektedir (Iezza ve ark., 2023). Bu genetik olay, BCR ekzonlarinin
ABL'nin ekzon 2a's1 ile birlesmesine ve sonug olarak hibrid transkriptler e13a2 (b2a2)
veya el4a2 (b3a2) birleskelerinden olusmasina neden olmaktadir. Bu mRNA molekiilleri,
210 kDa agirliginda bir fiizyon proteini olan p210BCR-ABL'yi kodlayan 8.5 kb'lik bir
sekans icerir. Bu sekanslar ve olusturduklart protein yapilari, KML'nin klasik

konfigiirasyonunda siklikla gbzlemlenmektedir (Arsalan ve ark., 2023).

Hibrid protein, BCR'nin amino terminalinden baslayarak dimerizasyon bdlgesi
(DD), SH2 baglanma bdlgesi, Rho GTP-GDP exchange faktor (tho-GEF) domainleri gibi
cesitli fonksiyonel pargalar1 igermekte, ABL'nin karboksi terminalinden ise Src-homolog
bolgeler SH3, SH2, SH1 ve DNA ile aktin baglanma bolgeleri gibi kritik yapisal dgeleri
barmdirmaktadir. BCR'deki tirozin 177 ve ABL'deki tirozin 412 pozisyonlari, adaptor
proteinlerin baglanmas1 ve BCR-ABL otofosforilasyonu gibi siire¢lerde merkezi roller

oynamaktadir (Arsalan ve ark., 2023). Bu genetik ve molekiiler 6zellikler, BCR-ABL



flizyon geninin ve proteininin fonksiyonel cesitliligini ve patolojik etkilerini dnemli

Olcilide belirlemektedir.

KML hiicrelerinde siklikla b2a2 veya b3a2 transkriptleri gézlemlenirken,
vakalarin yaklasik yiizde besinde alternatif birlesmeler nedeniyle farkli fiizyon proteinleri
olugmaktadir. B2a2 ve b3a2 transkriptleri tasiyan hastalarda klinik 6zellikler, tedaviye
yanitlar ve prognozlar genellikle biiyiik 6l¢iide benzerlik gostermektedir (Laabidi ve ark.,
2023). Bununla birlikte, b3a2 transkripti tasiyan hastalar daha yiiksek trombosit sayilarina
sahip olduklar1 gozlemlenmektedir. Philadelphia kromozomu (Ph) pozitif Akut
Lenfoblastik Losemi (ALL) vakalarinda, yetiskinlerin ylizde 50'sinde ve ¢ocuklarin
yiizde 80'inde, ayrica nadiren KML vakalarinda, 22. kromozomun minor breakpoint
cluster region (m-bcr) olarak adlandirilan ve m-ber'nin 5' ucunda bulunan bélgede kirilma

meydana gelmektedir (Arsalan ve ark., 2023).

Ek olarak, el ve e2 ekzonlar1t ABL genindeki ekzonlarla birlestiginde, 190 kDa'lik
pl90BCR-ABL flizyon proteini olusmaktadir. Bu durum, BCR genindeki kirilma
noktalarinin ¢esitliligi ve sonucta ortaya cikan flizyon proteinlerinin fonksiyonel
ozelliklerindeki farkliliklar agisindan onem tasimaktadir. BCR genindeki {igiincii bir
kirilma noktasi ise m-bcr bolgesinin 3' ucunda, e19 ve €20 ekzonlar1 arasinda yer almakta
ve bu bolge p-ber olarak adlandirilmaktadir. e19a2 birlesmesi sonucu olusan transkriptin
translasyonu ile 230 kDa'lik p230BCR-ABL fiizyon proteini ortaya ¢ikmaktadir (Li ve
ark., 2024). Bu farkli flizyon proteinleri, hastaligin klinik seyri {lizerinde belirleyici

olabilmekte ve tedavi stratejilerinin kisisellestirilmesinde kritik rol oynamaktadir.

KML'de p190BCR-ABL proteininin ifadesi genellikle monositoz ve displastik
degisikliklerle iliskilendirilirken, p230BCR-ABL protein ifadesi kronik nétrofilik 16semi
varyant1 ve belirgin trombositoz ile iligkili olabilmektedir. Bu protein yapilar1 ve onlarin
biyolojik sonuclari, hastaligin patogenezinin daha iyi anlasilmasina ve hastaligin farklh
alt tiplerinin ayirt edilmesine yardimci olmaktadir, béylece daha hedeflenmis ve etkili

terapotik yaklasimlarin gelistirilmesine olanak saglamaktadir (Pardanani ve ark., 2009).

2.1.2.1.2. BCR-ABL Aracili Malign Transformasyonun Molekiiler Temelleri

p210BCR-ABL onkoproteininin l6komojenik etkilerinin altinda yatan temel
mekanizma, ABL proteininin normalde regiile edilen tirozin kinaz aktivitesinin, BCR

sekanslarinin yapisal olarak entegrasyonu sonucu kontrolsiiz bir sekilde aktive olmasidir.
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Bu onkoprotein, ABL komponentinde bulunan SH1 parcas: tarafindan tasinan tirozin
kinaz enzimatik aktivitesine sahiptir ve bu 6zellik, onkojenik transformasyon siireci i¢in
kritik onem tagimaktadir (Cilloni ve Saglio, 2012). Fizyolojik kosullar altinda, ABL
tirozin kinaz aktivitesi sik1 bir sekilde diizenlenmektedir. Ancak, normal ABL proteinine
BCR dizisi eklendiginde, bu tirozin kinaz aktivitesi kontrol edilemez hale gelmekte ve

p210BCR-ABL'nin 16komojenik potansiyeli agiga ¢ikmaktadir (Zhang ve ark., 2020).

BCR-ABL fiizyon proteininde, ABL'nin cap bodlgesinin eksikligi ve BCR'nin ilk
ekzonunda bulunan dimerizasyon bolimii, ABL SHI1 bdliimiiniin aktivasyonunu
tetiklemektedir. Bu durum, BCR onkoproteinlerinin dimerizasyonu sonucu iki BCR-ABL
molekiiliiniin kinaz aktivasyon boliimiinde bulunan tirozinlere fosfat gruplarinin
eklenmesi ile sonu¢lanmaktadir (Braun ve ark., 2020). Bu dimerizasyon, p210BCR-
ABL'nin kinaz aktivitesini daha da artirarak, hiicre i¢i sinyal yolagini etkinlestirir ve
sonug olarak hiicre biiylimesi ve boliinmesinde kontrolsiiz artisa yol agmaktadir. Bu
aktivasyon agsamasi, normal ABL enziminin ¢esitli efektor proteinler ile etkilesime girerek
daha genis bir molekiiler etki ag1 olusturdugu siireclerle devam etmektedir (Gémez ve
ark., 2022). Bu molekiiler mekanizmalarin detayli anlasilmasi, KML'nin patogenezini
aciklamada ve hastaliga yonelik daha etkili terapotik miidahalelerin gelistirilmesinde

biiyiik 6nem tagimaktadir (Gregor ve ark., 2022).

BCR-ABL fiizyon proteini, hiicre icerisinde ¢ok sayida efektdr protein yoluyla
genis bir etkilesim agina yol agmakta ve bu etkilesimler, gen transkripsiyonunun
aktivasyonu veya supresyonu, apoptotik yanitlarin diizenlenmesi, mitokondrial islevler,
hiicre iskeletinin organizasyonu ve belirli inhibitdr proteinlerin degradasyonu gibi
siirecleri icermektedi (El-Tanani ve ark., 2024). Bu etkilesimler sonucunda onkojenik
sinyaller iiretilir ve hiicrelerin malign transformasyonu tesvik edilir. Anahtar rol oynayan
sinyal yollar1 arasinda RAS, Mitogen Aktive Protein (MAP) kinazlar, Sinyal
Transdiiktorleri ve Aktivatorleri of Transkripsiyon (STAT), Fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K) ve MYC bulunmaktadir (Almatroodi ve ark., 2023).

BCR-ABL proteini, ¢ogunlukla tirozinin fosforilasyonu araciligi ile bu yollar
aktive eder ve bu siire¢, growth factor receptor-bound protein 2 (GRB-2), DOK, CRK,
CRK-like protein (CRKL), SRChomology-containing protein (SHC) ve casitas-B-lineage
lymphoma protein (CBL) gibi adaptdr proteinlerin baglanmasini gerektirmektedir

(Letsoalo ve ark., 2024). Bu proteinler, sinyal yollarim1 daha da tetikleyerek, malign



transformasyonun ilerlemesine katki saglar (Roskoski, 2022). Sonug¢ olarak, BCR-
ABL'nin hiicreler iizerindeki etkisi, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, 16semik hiicrelerin
ekstraselliiler matriks ve kemik iligi stromasina yapisikliginda artis ve mutajenik
uyarilara kars1 apoptotik yanitlarda azalma seklinde Ozetlenebilir. Bu siire¢ler, BCR-
ABL'nin malign etkilerinin temel mekanizmalar1 olarak kabul edilmekte ve KML'nin

patogenezi lizerinde belirleyici roller oynamaktadir (Letsoalo ve ark., 2024).

2.1.2.2. Biyolojik Mekanizmalar
2.1.2.2.1. K562 Hiicre Hatti Olusumu

K562 hiicre hattinin olusumu, hematolojik kanser arastirmalarinda 6énemli bir
konu olup, 6zellikle KML modellerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu hiicre hatti
ilk olarak 1970 yilinda Lozzio ve Lozzio tarafindan izole edilmistir ve insan miyeloid
hiicrelerinin eritroid doniisiim yetenegini gostermesi nedeniyle hematolojik arastirmalar
icin ideal bir model olarak kabul edilmektedir (Lozzio ve Lozzio, 1975). K562 hiicreleri,
Philadelphia kromozomu pozitif (Ph+) ve bu 6zellikleriyle KML 'nin blast krizi asamasini
temsil etmektedirler (Okabe ve ark., 2020). Bu hiicre hatt1, benzersiz 6zellikleri nedeniyle
sadece kanser arastirmalar1 i¢in degil, ayn1 zamanda bircok farmakolojik ve genetik

calisma icin de vazgecilmez olmustur.

K562 hiicreleri miyeloid kokenden gelmekte ve diferansiye olmamis durumlari
ile karakterize edilmektedir; standart hiicre kiiltiirii kosullar1 altinda siirekli ¢cogalma
kapasitesini korumaktadirlar. Bu hiicrelerin 6liimstizlesmesi, 9 ve 22 No.lu kromozomlar
arasinda karsilikli bir translokasyon sonucu ortaya ¢ikan 06zgiil bir kromozomal
anormallik olan Philadelphia kromozomunun varlig: ile kolaylastiriimaktadir (Antonenko
ve ark., 2020). Bu translokasyon, siirekli aktif bir tirozin kinazi1 kodlayan BCR-ABL
flizyon genini olusturur ve bu gen, hiicrelerin habis biiyiimesini tesvik ederek cesitli

sinyal iletim yollarin1 aktive etmektedir (Deininger, Goldman ve Melo, 2000).

K562 hiicre hattinin incelenmesi, l6semide diizensizlesen hiicresel siiregler ve
sinyal yollar1 hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir. Arastirmacilar, bu hiicre hattimi
kullanarak ¢esitli kimyasal maddelerin hiicre diferansiyasyonu, apoptoz ve hiicre dongiisii
tizerindeki etkilerini incelemislerdir (Ahagh ve ark., 2021). Ayrica, K562 hiicreleri, BCR-
ABL fiizyon proteinini hedef alan ve KML'nin hedefli tedavisinde devrim niteliginde bir

adim olan tirozin kinaz inhibitorleri, 6rnegin imatinibin etkinligini arastirmak i¢in genis
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capta kullanilmistir (Druker ve ark., 2001). K562 hiicre hattinin bir diger 6nemli yonii,
hiicresel diferansiyasyonu incelemedeki roliidiir. Belirli deneysel kosullar altinda, bu
hiicreler eritroid, megakaryositik veya monositik hiicrelere diferansiye edilebilir,
hematopoez ve miyeloid hiicre islevini incelemek i¢in ¢ok yonlii bir model saglar (Mishra
ve ark., 2023). Bu 0zellik, hiicre diferansiyasyonunu etkileyen yollarin anlasilmasinin

kritik oldugu rejeneratif tip ve gen terapisi alaninda 6zellikle degerlidir.

Ayrica, K562 hiicrelerinde fetal hemoglobin ifadesi, arastirmalarin odak noktasi
olmustur ve orak hiicre hastalig1 ve beta-talasemi gibi hastaliklarin tedavisinde potansiyel
bir terapotik strateji sunmaktadir. Arastirmacilar, bu genetik bozukluklarin klinik
siddetini hafifletmek amaciyla fetal hemoglobin iiretimini tesvik edebilecek cesitli
farmakolojik ajanlari incelemislerdir (Mishra ve ark., 2023). K562 hiicrelerinin bagisiklik
sistemi bilesenleri ile etkilesimi de Onemli bir arastirma alani olmustur. Yapilan
calismalar, K562 hiicrelerinin dogal katil (NK) hiicreler tarafindan aracili sitotoksisiteye
duyarli oldugunu gostermis ve NK hiicre aktivasyon mekanizmalarini ve hedeflerinin
tanimlanmasini incelemede yararli bir ara¢ olarak oldugunu gostermistir (Robertson ve
Ritz, 1990). K562 hiicrelerinin manipiilasyonu, ABCB1 gibi spesifik tasiyicilari asirt
eksprese eden K562-Dox gibi hiicre hatlarinin gelistirilmesine yol agmigtir (Eadie ve ark.,
2018). Ayrica, ilag direnci mekanizmalarini arastirmak igin K562/TPA ve K562/ADM
gibi direngli alt hatlar olusturulmustur (Takeda ve ark., 1994; Camarasa ve ark., 2004).
Kronik miyeloid 16semide ila¢ direncini incelemek icin K562-MP5 ve K562/DAC gibi

modeller olusturulmustur (Wen ve ark., 2019).

Calismalar, K562 hiicrelerinde ilag direncinin {istesinden gelmek i¢in, hiicre
biiylimesini inhibe etmek ve ilaca direncli K562 hiicrelerinde apoptozu indiiklemek i¢in
likopen ve GMZ-1 gibi bilesiklerin kullanim1 da dahil olmak {izere stratejileri
arastirmistir (Ghorbanihaghjo ve Faezizadeh, 2014; Cao ve ark., 2017). K562/R ve
K562/DNR gibi direngli hiicre hatlarinin  gelistirilmesi, c¢oklu ila¢g direnci
mekanizmalarimin ve potansiyel tedavi seceneklerinin incelenmesini kolaylastirmistir
(Nambu ve ark., 2009; Man ve ark., 2014). K562 hiicrelerinde ¢oklu ilag direncini tersine
cevirme g¢abalari, Apollon ve MDRI1 gibi spesifik genlerin hedeflenmesini igermektedir

(Chen ve ark., 2017).

Ayrica K562 hiicreleri, akut miyeloid 16semi tedavisinde umut vaat eden SPHINX

tabanli kombinasyon tedavisi gibi yeni tedavi stratejilerinin kesfedilmesinde etkili
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olmustur (Wodi ve ark., 2023). Nanopartikiiller, K562 de dahil olmak iizere 16semi
hiicrelerinde antisens oligoniikleotidlerin iletimini artirmak ic¢in de kullanilmis ve bu

hiicre hattinin ilag dagitim aragtirmalarindaki ¢ok yonliiliigiinii géstermistir (Wang ve

ark., 2010).

2.1.2.2.2. K562 Hiicre Hatt1 Ozellikleri

K562 hiicre hatt1, kronik miyeloid 16semi (KML) arastirmalarinda temel bir model
olarak kullanilan Philadelphia (Ph) kromozomu pozitif hiicre hattidir. ilk kez Dr. Carmen
ve Dr. Bismarck Lozzio tarafindan, terminal blast kriz hastali§1 olan 53 yasindaki bir
kadinin plevral efiizyonundan tiiretilmistir. Bu hiicre hatt1, 3,5 y1l boyunca siirekli olarak
cogalma kapasitesini gdstermis ve Ph kromozomu pozitifligini korumustur (Lozzio ve
Lozzio, 1975). K562 hiicreleri, ¢esitli deneysel tasarimlarda kullanilarak biiyiik bir degere

sahiptir ve kanser biyolojisi aragtirmalarinda genis bir yelpazede kullanilmaktadir.

Philadelphia kromozomu, kromozom 9'daki ABL1 geni ve kromozom 22'deki
BCR geni arasindaki karsilikli bir translokasyon sonucunda olusur ve BCR-ABLI1 fiizyon
onkogenini {iiretir (Rowley, 1973). BCR-ABLI tirozin kinazinin, KML gelisimini ve
ilerlemesini tesvik ettigi bilinmektedir ve bu bilginin 1s18inda, imatinib-mesilat gibi
tirozin kinaz inhibitdrlerinin gelistirilmesi, onkolojide devrim yaratmistir (Druker ve ark.,
2001). Bununla birlikte, hastalarin yaklasik {icte biri, tedaviye baslangicta zayif yanit
verir veya ilk yanitin ardindan niiks eder, bu da tedavi direncinin énemli bir klinik zorluk

oldugunu gostermektedir (Shah ve ark., 2004).

K562 hiicre hattinin 6zelliklerinden biri, bu hiicrelerin siirekli bir proliferasyon
kapasitesine sahip olmalaridir. Bu hiicreler, kiiltiir kosullarinda sinirsiz bir sekilde
boliinebilirler ve bu 6zellikleri sayesinde arastirmacilar tarafindan ¢esitli biyokimyasal ve
genetik analizler icin tercih edilmektedirler. Bununla birlikte, K562 hiicreleri,
immiinohistokimyasal ve sitogenetik analizler i¢in de uygun bir model sunmaktadir.
Ozellikle, bu hiicre hatti, Philadelphia kromozomuna sahip olmalar1 nedeniyle BCR-ABL
flizyon genine sahiptir ve bu da onlart KML'nin molekiiler mekanizmalarinin

arastirilmasi icin ideal kilmaktadir (Sampaio ve ark., 2021).

K562 hiicre hattinin bir diger 6nemli 6zelligi, bu hiicrelerin eritroid farklilagma
gosterebilmeleridir. Eritropoietin ve diger kimyasal uyaricilarla muamele edildiginde,

K562 hiicreleri hemoglobin {iretmeye baglar ve eritroid hiicrelere farklilasir. Bu 6zellik,
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hemoglobinopatiler ve diger eritroid bozukluklarin arastirilmasinda 6nemli bir model
sunmaktadir (Zuccato ve ark., 2021). Ayrica, K562 hiicreleri, ila¢ direnci
mekanizmalarinin incelenmesinde de kullanilir. Ornegin, imatinib mesilat gibi tirozin
kinaz inhibitorlerine karsi duyarlilik ve direng gelistirme siirecleri bu hiicre hatti

kullanilarak incelenebilir (Deininger ve ark., 2005).

K562 hiicre hatti, ayn1 zamanda epigenetik diizenlemelerin arastirilmasinda da
Oonemli bir rol oynar. Bu hiicreler iizerinde yapilan ¢alismalar, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlarinin gen ekspresyonunu nasil etkiledigini anlamamiza yardimci
olmustur. Ozellikle, DNA metiltransferaz 1 (DNMT1) enziminin ifade diizeyleri ve
aktivitesi, K562 hiicrelerinde detayli bir sekilde incelenmistir DNMTI1, DNA
metilasyonunu siirdiiren ana enzim olarak bilinmekte ve genellikle gen susturulmasi ile
iligkili olmaktadir (Goll ve Bestor, 2005). K562 hiicre hattinda DNMT1'in rolii ve
ekspresyon diizeyleri lizerine yapilan caligsmalar, epigenetik diizenlemelerin 16semi

patogenezindeki 6nemini vurgulamaktadir (Wu ve ark., 2021).

2.1.2.2.3. K562 Hiicre Hattinin Kronik Miyeloid Losemi Arastirmalarindaki Onemi

KML, hematopoietik kok hiicrelerde meydana gelen genetik bir anomali
sonucunda olusan bir kan kanseridir ve klinik olarak {i¢ asamada seyretmektedir. Bunlar
kronik faz, akselere faz ve blast kriz fazidir. Bu hastaligin anlagilmasinda ve tedavi
stratejilerinin gelistirilmesinde ¢esitli hiicre hatlar1 kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda
K562 hiicre hatt1, 6zel bir yere sahiptir. K562 hiicre hatti, 1970'lerde Philadelphia
kromozomu (t(9;22) (q34:;qll)) tasiyan bir KML hastasindan izole edilmistir ve

aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Lozzio ve Lozzio, 1975).

K562 hiicre hattinin KML arastirmalarindaki énemi, bu hiicrelerin BCR-ABL
flizyon onkogenini ifade etmesinden kaynaklanmaktadir. BCR-ABL flizyon geni,
KML'in patogenezinde kritik bir rol oynamakta ve bu genin stirekli aktif olan tirozin
kinaz aktivitesi, hiicresel proliferasyonu ve apoptoz direncini artirmaktadir. Bu nedenle,
K562 hiicreleri, BCR-ABL'nin biyolojik etkilerini incelemek ve bu onkogene kars1 etkili

terapotik ajanlar gelistirmek i¢in ideal bir model sistemidir (Al-Rawashde ve ark., 2021).

Bu hiicre hatt1 lizerinde yapilan ¢alismalar, KML tedavisinde devrim niteliginde
olan tirozin kinaz inhibitorlerinin (TKI'lar) gelistirilmesine yol a¢mistir. Imatinib

mesylate (Gleevec), BCR-ABL tirozin kinazini spesifik olarak inhibe eden ilk TKI'dir ve
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KML tedavisinde énemli bir bagar1 elde etmistir. Imatinib'in etkileri, K562 hiicre hatti
kullanilarak kapsamli bir sekilde incelenmis ve bu ilacin hiicre proliferasyonunu

durdurdugu ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Carofiglio ve ark., 2020).

Bununla birlikte, K562 hiicre hattt sadece BCR-ABL flizyon onkogeninin
biyolojik etkilerini incelemekle sinirli kalmaz. Ayrica, bu hiicre hatti, ila¢ direncinin
mekanizmalarini ve alternatif tedavi stratejilerini arastirmak icin de kullanilir. Ornegin,
K562 hiicrelerinde gelisen imatinib direnci, mutasyonlar, BCR-ABL gen ekspresyonunun
artmasi veya alternatif sinyal yolaklarinin aktivasyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla
aciklanmistir (Gorre ve ark., 2001). Bu bulgular, KML tedavisinde ikinci nesil ve tiglincii
nesil TKI'larin gelistirilmesine yol agmistir. K562 hiicre hatti ayrica, KML patogenezinde
rol oynayan diger genlerin ve proteinlerin fonksiyonel analizleri i¢in de kullanilmistir.
Ornegin, MYC onkogeninin K562 hiicrelerinde asir1  ekspresyonu, hiicre

proliferasyonunu ve tiimorijenik potansiyeli artirdig1 gosterilmistir (Fathi ve ark., 2019).

Literaturdeki ¢alismalar K562 hiicrelerinin tirozin kinaz inhibitorleri, otofaji
indiikleyicileri ve apoptoz indiikleyici ajanlar gibi farkli tedavilere yanit verdigini
gostermistir (Bellodi ve ark., 2009; Jia ve ark., 2009; Hromadnikova ve Sedlackova,
2008). KML'nin ek genetik anormalliklerle karakterize kronik fazdan blast krizine gegisi
K562 hiicreleri kullanilarak arastirilmistir (Calabretta ve Perrotti, 2004). Arastirmacilar,
ila¢ direnci mekanizmalarin1 anlamak ve potansiyel terapotik ajanlart belirlemek icin
cesitli bilesiklerin K562 hiicreleri iizerindeki etkilerini arastirmislardir (Zhong ve ark.,
2020; Lasa-Saracibar ve ark., 2013; Wang ve ark., 2023). Ayrica, K562 hiicreleri, kemik
iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden salgilanan sitokinlerin hiicre ¢ogalmasi ve

apoptoz lizerindeki etkisini incelemek i¢in kullanilmistir (Fathi ve ark., 2019).

Bununla birlikte, K562 hiicreleri 16semi hiicrelerinde eritroid farklilagmasi, gen
ekspresyon profilleri ve epigenetik modifikasyonlarin incelenmesinde ¢ok Onemli
olmustur (Mchaourab ve ark., 2018; Qiao ve ark., 2022). Bu hiicre hatti, yeni bilesiklerin
sitotoksisitesini degerlendirmek ve gen susturmanin ila¢ direnci ve apoptoz tizerindeki
etkisini aragtirmak i¢in kullanilmistir (Nabioglu ve ark., 2022). Ayrica, curcumin ve
quercetin gibi farkli tedavi kombinasyonlarinin apoptozu indiiklemedeki ve sinyal iletim
yollarim1 etkilemedeki etkinligini degerlendirmek i¢in K562 hiicreleri kullanilmistir

(Martinez-Castillo ve ark., 2018; Altundag ve ark., 2018).
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2.2. imatinib Mesilat ve Diren¢ Mekanizmalar

Imatinib, 2-fenilaminoprimidin yapisina sahip bir bilesik olarak, Brian Ducker ile
Basel'deki Novartis Farma da gorev yapan arastirmacilar tarafindan klinik kullanim
amaci ile gelistirilmis. Bu bilesik, 6zellikle kronik miyeloid 16semi (KML) tedavisinde
devrim yaratmistir ¢linkii BCR-ABL hibrid proteinini hedef alarak tasarlanmig ilk oral
tirozin kinaz inhibitoriidiir. Imatinib'in gelistirilme siireci, ABL protein kinazinin ATP
baglanma bolgesinin detayli yapisinin analiz edilmesiyle miimkiin olmustur
(Nimmanapalli ve Bhalla, 2002). Boylece, “imatinib mesilat, BCR-ABL'nin tiim ATP
baglanma cebini kaplamak yerine, proteinin inaktif formuna baglanarak bu formun
stabilizasyonunu saglamakta ve aktif formdan inaktif forma gegisi engelleyerek
otofosforilasyonu ve sonrasinda gelen aktivasyon ile sinyal transdiiksiyon siire¢lerini

inhibe etmektedir” (Tauchi ve Ohyashiki, 2004).

Imatinib, yalnizca BCR-ABL kompleksini hedef almakla kalmayip, ABL
proteininin yani sira ABL ile iligkili diger gen {iriinlerini, C-kit reseptoriinii, trombosit
kaynakli PDGFR Alfa ve PDGFR Beta ile koloni stimiile edici faktdr 1 reseptdriiniide
inhibe ederek genis bir etki spektrumu sunmaktadir. Bu genis inhibisyon kapasitesi,
imatinib'i Onceki standart tedavilere gore daha avantajli kilmakta ve yiiksek siireli cevap
oranlar ile iyi tolere edilebilirlik profili sayesinde KML tedavisinde yeni bir standart
olarak kabul edilmesini saglamistir (Bhavani ve Reddy, 2023). Ozellikle, imatinib'in
BCR-ABL'yi etkin bir sekilde inhibe etmesi, KML'nin patogenezi igin kritik olan
baslangi¢ olaylari1 basariyla engellemekte ve bu durum, kronik miyeloid l6semi
tedavisinde yeni bir donemin baslamasina 6n ayak olmaktadir. Bu nedenle, imatinib, bu
alanda Oncii bir molekiil olarak genis ¢apta kabul gérmekte ve kronik miyeloid 16semi
tedavisinde devrim yaratan bir tedavi olarak degerlendirilmektedir (Pardanani ve Tefferi,

2004).

Imatinib, BCR-ABL aracili sinyal iletim yolaklarinin inhibisyonu yoluyla, kronik
miyeloid 16semi (KML) tedavisinde dnemli bir rol oynamaktadir. Bu ilag, BCR-ABL
proteininin aktivitesini baskilayarak, sinyal iletimini engeller ve sonug olarak, hem hiicre
cogalmasiin inhibisyonunu hem de apoptozun induklenmesini saglamaktadir. Bu iki
mekanizma, imatinibin antineoplastik etkilerinin temelini olusturur ve bu o6zellikleri
sayesinde, ozellikle “KML'nin kronik fazin da cogu hastalada tam sitogenetik remisyon

goriilmektedir. Bununla birlikte, hastaligin ileri fazlarinda imatinibe verilen cevap
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genellikle daha kisa siirelidir ve hastalar zamanla ilaca kars1 direng gelistirebilmektedir”

(Tauchi ve Ohyashiki, 2004).

Imatinibe kars1 gelistirilen direng, iki ana grup altinda incelenmektedir. Bunlar
“BCR-ABL'ye bagli diren¢ mekanizmalar1 ve BCR-ABL'ye bagli olmayan direng
mekanizmalaridir” (Hoemberger ve ark., 2020). BCR-ABL'ye bagl direng mekanizmasi
arasinda, BCR-ABL proteininin dublikasyonu ile mutasyonlari yer almaktadir. Ote
yandan, BCR-ABL'ye bagli olmayan diren¢ mekanizmalar1 daha c¢esitlidir ve bu
mekanizmalar arasinda ilacin hiicre disina atilmasi, hiicre i¢ine alimindaki aksakliklar,
ilacin hiicre igindeki diger proteinlere baglanmasi, ilacin yeterli konsantrasyona
ulagamamasi, alternatif sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonu ve ¢esitli epigenetik
degisiklikler sayilabilir (Fathi ve ark., 2019). Bu diren¢ mekanizmalari, imatinib
tedavisinin etkinligini azaltan faktorler olarak 6nem tasir ve bu nedenle, KML tedavisinde
daha ileri stratejilerin gelistirilmesi igin kritik 6neme sahiptir. Bu bilgiler 1s18inda, yeni
tedavi yaklagimlarinin, hem BCR-ABL'ye bagli hem de bagli olmayan direng
mekanizmalarmi hedef alacak sekilde tasarlanmasi gerekmektedir (Hoemberger ve

ark.,2020).

2.2.1. imatinib Mesilatin Kesfi ve Etki Mekanizmasi

Imatinibin kesfi, hedefe yonelik tedavi konseptinin dnciisii olarak kabul edilmekte
olup, hastaliklarin molekiiler temellerine yonelik terapotik yaklasimlarin gelistirilmesine
biiyiik katki saglamustir. imatinib, KML hastalarinin yasam siiresini énemli olgiide
uzatmis ve yasam kalitelerini artirmistir. imatinib mesilatin kesfi, 19901 yillarin baginda
baslamis ve 2001 yilinda FDA onayi ile sonuglanmustir. Imatinibin gelistirilmesi, BCR-
ABL fiizyon geninin kesfi ile dogrudan iliskilidir. Bu filizyon geni, KML'nin
patogenezinde kritik bir rol oynamakta ve siirekli aktif olan bir tirozin kinaz enzimi
uretmektedir (Druker ve ark., 1996). Bu kesif, tirozin kinaz inhibitorlerinin (TKI'lar)
gelistirilmesi icin bir baslangic noktas1 olmustur. Imatinib, bu enzimi spesifik olarak
inhibe ederek, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurmakta ve apoptoza yol agmaktadir

(Bewry ve ark., 2008; Parmar ve ark., 2005).

Imatinibin etki mekanizmasi, BCR-ABL tirozin kinaz aktivitesinin inhibisyonu

tizerine kuruludur. Bu inhibitdr, ATP'nin baglanma bdlgesine baglanarak, enzimin aktif
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formuna gecisini engeller. Bu siireg, hiicre i¢i sinyal iletim yollarini kesintiye ugratarak,
hiicre proliferasyonunu durdurur ve apoptozu indiikler (Druker ve ark., 2001). Imatinibin
bu mekanizmasi, sadece KML degil, ayn1 zamanda gastrointestinal stromal tiimorler

(GIST) gibi diger kanser tiirlerinde de etkilidir (Blay ve ark., 2007).

Imatinibin klinik basarilar;, KML tedavisinde bir déniim noktas: olmustur. Ilk
klinik c¢alismalarda, imatinibin KML hastalarinda yiiksek oranda hematolojik ve
sitogenetik yanitlar sagladig1 gosterilmistir (O'Brien ve ark., 2003). Bu yanitlar, hastalarin
yasam siiresini uzatmis ve hastalifin ilerlemesini 6nemli 6l¢lide yavaglatmistir. Ayrica,
imatinibin yan etkileri, diger kemoterapdtik ajanlara kiyasla oldukg¢a hafif ve yonetilebilir

diizeydedir.

Imatinib mesilatin etki mekanizmasi, déniistiiriicii biiyiime faktérii-B (TGF-B) ve
trombosit tiirevli bliylime faktorii (PDGF) yolaklarinin segici inhibisyonunu igermektedir
(Distler ve ark., 2007). Bu ikili inhibisyon, antiproliferatif etkilerine ve ¢esitli kosullarda
fibrozis gelisimini 6nleme yetenegine katkida bulunmaktadir (Vuorinen ve ark., 2007).
Imatinib mesilatin ayrica KML hiicrelerinde intrinsik yolak aracilifiyla apoptozu
indiikledigi, arsenik trioksit ile kombinasyonunun ise intrinsik, ekstrinsik ve endoplazmik
retikulum stresi aracili yolaklar araciligiyla hiicre oliimiinii daha da artirabildigi
gosterilmistir (Du ve ark., 2006). Ayrica, imatinib mesilatin Ber-Abl-pozitif KML ve c-
Kit veya PDGFRa-pozitif gastrointestinal stromal tiimorler gibi protein tirozin kinazlarin
yapisal olarak aktive oldugu malignitelerde terapdtik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (McDowell ve ark., 2006). Ilacin etkinligi, tedavi sonras1 gastrointestinal
stromal tiimorlerin stromasinda SCGFa'y1 bloke etme kabiliyetiyle iliskilendirilmis ve
timor mikrogevresi lizerindeki etkisi vurgulanmistir (Riva ve ark., 2011). Bununla
birlikte, imatinib mesilatin polisitemi vera hastalarinda otonom eritropoezi inhibe ettigi
bulunmustur ve bu da hematopoetik hiicre farklilagmas tizerindeki daha genis etkilerini

gostermektedir (Oehler ve ark., 2003).

Literatiirde, imatinibin gelistirilmesi ve klinik uygulamalar: {lizerine ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Ornegin, imatinibin KML'nin yani1 sira, PDGFRA ve KIT
mutasyonlar1 tagtyan GIST'ler lizerindeki etkisi de kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bu
caligmalar, imatinibin genis spektrumlu bir TKI oldugunu ve ¢esitli kanser tiirlerinde

etkili olabilecegini gostermistir (Heinrich ve ark., 2003).
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Imatinibin kesfi, molekiiler hedeflere yonelik tedavilerin gelistirilmesi agisindan
bir paradigma degisikligine isaret etmektedir. Bu ilag, kanser tedavisinde kisisellestirilmis
tibbin 6nemini vurgulamis ve hastalifin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasinin
tedavi stratejileri iizerinde dogrudan bir etkisi olabilecegini gostermistir. Imatinibin
basarisi, diger TKI'larin ve hedefe yonelik tedavi ajanlarmnin gelistirilmesine ilham

kaynagi olmustur (Goldman ve Melo, 2008).

2.2.2. imatinib Mesilatin KML Tedavisindeki Yeri ve Onemi

2.2.2.1. KML’de imatinib ile Faz 3 Calismalan

Imatinib'in etkinligini ve giivenilirli§ini ortaya koyan faz 3 calismalar, KML
hastalarinin  tedavi siirecini 6nemli 6lciide degistirmistir. Ornegin, International
Randomized Study of Interferon and STIS71 (IRIS) ¢alismasi, bu ilacin hastalifin
ilerlemesini durdurma ve sag kalim oranlarini iyilestirme kapasitesini kanitlamigtir
(O'Brien ve ark., 2003). IRIS calismasi, kronik faz KML hastalarinda Imatinib ile tedavi
edilen grup ile daha geleneksel tedavi yontemleri uygulanan grup arasinda karsilastirma
yapmistir. Calismanin sonuglari, Imatinib grubundaki hastalarin, hastaliks1z sag kalim ve
genel sag kalim oranlarimin geleneksel tedavi grubuna gore anlamli olarak daha iyi

oldugunu gostermistir.

Imatinib, 6zellikle kronik faz KML igin birinci siif tedavi olarak kabul
edilmektedir. Ancak, bazi hastalarda zamanla ilaca diren¢ gelisebilir. Bu direng,
genellikle BCR-ABLI1 kinaz domeninde mutasyonlarin olusmasiyla iligkilendirilir (Gorre
ve ark., 2001). Bu tiir durumlar, daha sonraki calismalarda yeni nesil tirozin kinaz
inhibitdrlerinin gelistirilmesine dnciiliik etmistir. Ayrica, faz 3 ¢alismalar, Imatinib'in yan
etkilerini de detayl bir sekilde incelenmesini saglamistir. En yaygin yan etkiler arasinda
bulanti, kas kramplari ve 6dem bulunmaktadir. Ancak, bu yan etkiler genellikle

yonetilebilir ve ilacin kesilmesini gerektirmemektedir (Deininger ve ark., 2005).

Imatinib mesilat ile tedavi edilen KML hastalarinda hematopatolojik ve
sitogenetik bulgular1 rapor etmis, siirekli tam hematolojik yanitlar géstermis ancak tedavi
sirasinda morfolojik ve sitogenetik degisikliklerin daha iyi anlagilmasi gerektigini
vurgulamistir (Braziel ve ark., 2002). Ayrica, yeni tan1 konmus Philadelphia kromozomu

pozitif kronik faz KML'de yiiksek doz imatinib mesilat tedavisinin etkinligini arastirilmis

18



ve ilacin bu ortamdaki etkinligi vurgulanmistir (Kantarjian ve ark., 2004). Kantarjian ve
ark., (2007) ve Nagai ve ark., (2010) tarafindan yapilan ve sirasiyla imatinib mesilat
basarisizlig1 sonras1 Philadelphia kromozomu pozitif KML hastalarinin sonuglarina ve
Japonya'daki prospektif bir ¢calismanin sonuglarina odaklanan c¢aligmalar, farkli klinik
senaryolarda imatinib yonetimi ve yanitina 11k tutmaktadir (Kantarjian ve ark., 2007;

Nagai ve ark., 2010).

2.2.2.2. KML’de imatinib Direnci

Kronik miyeloid 16semi (KML) tedavisinde imatinib, bir tirozin kinaz inhibitorii
olarak dnemli bir rol oynamasina ragmen, zamanla gelisen diren¢ mekanizmalar1 bu
tedavinin etkinligini sinirlamaktadir. imatinib direnci, cesitli biyolojik mekanizmalarla
iligkilendirilmektedir. Bu mekanizmalardan biri, ABL kinaz domenindeki mutasyonlar
olup, bu mutasyonlar ilacin hedef aldig1 bolgeye baglanmasini engelleyerek direng
olusumuna yol acar (Liu ve ark., 2021). Ayrica, P-glikoprotein diizeylerinin yiikselmesi
ve oksidatif fosforilasyonun bozulmasi gibi faktorler de imatinibin etkisini azaltabilir (Cai

ve ark., 2022).

KML hiicrelerinde P-glikoprotein asir1 ifadesi, edinilmis diren¢ gelisimini
tetikleyebilir ve bu proteinin diizenlenmesi direnci asma yollarindan biri olarak
gorilmektedir (Peng ve ark., 2012). Ayn1 zamanda, KML i¢in karakteristik olan 16semik
kok hiicreler, dogal olarak imatinibe direnglidir ve tedavi, bu direnci daha da artirabilir
(Redner, 2010). Bu bulgular, diren¢ mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasini ve bu

direnglere kars stratejiler gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.

Aragtirmalar, imatinib direncini agsmak i¢in ¢esitli stratejileri incelemektedir.
Ornegin, SOS1 proteinini hedef almak, BCR-ABL'den bagimsiz olarak, SLC22A4 alim
tastyicist aracilifiyla imatinib direncini agsma yontemi olarak onerilmistir (Liu ve ark.,
2021). Otofajinin inhibisyonu, KML hiicrelerinin imatinibe olan duyarlhiligini artirarak,
otofajinin ila¢ direncindeki roliinii vurgulamistir (Huang ve ark., 2022). Ayrica,
PI3K/AKT sinyal yolunu ve Twistl'i hedef almak, KML'de imatinib direnciyle miicadele

stratejisi olarak onerilmistir (Yuan ve ark., 2020).

Imatinib direnciyle miicadelede kullanilan diger yaklasimlar arasinda, 6zellikle

deferasiroks gibi spesifik inhibitorlerin kullanimi yer alir. Bu madde, bir demir selatorii
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olarak imatinible sinerjik bir sekilde KML hiicre proliferasyonunu inhibe edebilir (Kim
ve ark., 2016). Ayrica, riboniikleotit rediiktaz diizenleyici alt birim M2'nin diistiriilmesi,
KML'nin imatinib bazli terapiye olan duyarliligini artirabilir (Liu ve ark., 2019). Bununla
birlikte, miR-202'nin asir1 ifadesi, Hexokinase 2'yi hedef alarak imatinibe direncli KML
hiicrelerini yeniden duyarli hale getirebilir (Deng ve ark., 2018).

2.2.2.3. imatinib Doz Uygulamas, Takibi Ve Yamt Kriterleri

Kronik fazda bulunan ve tirozin kinaz inhibit6rlerine daha 6nce maruz kalmamis
hastalarda ilk tercih edilen tedavi, giinde 400 mg imatinib mesilat olarak
uygulanmaktadir. Daha yiiksek dozlarin denendigi durumlar olmakla birlikte, bu dozlarin
sonuglarinin daha iyi olduguna dair kesin bir kanit bulunmamaktadir. Yapilan
arastirmalar, imatinibin etkinliginin giinde en az 300 mg alinmasiyla elde edilen sonuglar
temelinde degerlendirildigini géstermektedir; bu dozajda tedavi goren hastalarin hastalik
hiicreleri igindeki tirozin kinaz inhibitoriine duyarlilik oran1 %98 olarak saptanmistir
(IJzerman ve ark., 2020). Bildirilen yan etkiler genellikle hafif ya da orta derecede
siddette olup, genellikle 1 veya 2. derece olarak degerlendirilmektedir. Ancak, doz artis1
ile birlikte yan etkilerin goriilme sikliginda da bir artis gézlemlenmistir ve 600 ila 1000
mg/giin dozlarinda tedavi goren hastalarinda %25' inde derece 3 ile derece 4
myelosupresyon meydana gelmistir. “Myelosupresyon genellikle doz sinirlayict bir faktor
olmamakta; doz azaltildiginda veya tedaviye kisa bir siire ara verildiginde bu yan etkiler

genellikle ortadan kalkmaktadir” (Clarke ve ark., 2021).

Imatinibe tolerans gdsteremeyen veya direnc gelistiren hastalarda, tedavinin
nilotinib (NI) veya dasatinib (DA) ile degistirilmesi tavsiye edilmektedir. Nilotinib i¢in
onerilen doz, giinde iki kez 400 mg iken, dasatinib i¢in 6nerilen doz giinde bir kez 100
mg olarak uygulanmaktadir. Nilotinib ve dasatinib arasinda tercih yapilirken, BCR-ABL
kinaz domeninde mevcut olan mutasyonlarin varlig1 ve bu mutasyonlarin nilotinib ve
dasatinibe kars1 gosterdigi in vitro duyarlilik, beklenen yan etkiler ve hastanin genel
klinik durumu ile komorbiditeleri 6nemli faktorler arasinda yer almaktadir. "Imatinibden
suboptimal yanit alan hastalarda ise en az ii¢ secenek bulunmaktadir: mevcut dozda
tedaviye devam etmek, tedaviyi nilotinib veya dasatinibe c¢evirmek veya alternatif
hematopoetik hiicre nakli yapmak. Hangi secenegin daha iistiin olduguna dair kesin bir

kanit bulunmamaktadir (Cheng ve ark., 2023).
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Imatinib, kronik miyeloid 16semi (KML) tedavisinde standart ilk basamak tedavi
olarak kullanilmaktadir. Bu tedaviye verilen yanitin takibi, hastaligin yonetiminde kritik
bir Oneme sahiptir ve ¢esitli testler ile degerlendirme kriterleri kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Yanit degerlendirmesi siirecinde, hastalarin tam kan sayimlari
incelenerek hematolojik yanit tespit edilmekte; kemik iligi biyopsileri araciligiyla yapilan
metafaz analizleri ile sitogenetik yanit belirlenmekte; ayrica BCR-ABL transkript
diizeylerinin kantitatif analizi ile molekiiler yanit degerlendirilmektedir. Bu
degerlendirmeler, gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RTQ-PCR)
teknolojisi kullanilarak yiiriitilmektedir ve bu yontem, tedavi siirecinin etkinligini
belirlemede ve hasta takibinde standart bir arag¢ olarak kabul edilmektedir (Santoleri ve
ark., 2021). Bu detayli ve ¢ok yonlii degerlendirme siireci, tedaviye yanitin zamaninda ve
dogru bir sekilde izlenmesini saglamakta ve tedavi stratejilerinin hastaya 6zel olarak

optimize edilmesine olanak tanimaktadir.

Hematolojik yanitin degerlendirilmesi i¢in tam kan sayimi, tam hematolojik yanit
elde edilene kadar iki haftada bir yapilir; bu yanit elde edildikten sonra ise en az li¢ ayda
bir kontrol edilir (Han, 2023). Sitogenetik degerlendirme, kemik iligi metafazlarinin
kromozom seritleme yontemi ile yapilir ve her 3-6 ayda bir tam sitogenetik yanit
saglanana dek siirdiiriiliir, daha sonra yilda bir kez yapilir. Interfaz in situ hibridizasyon
(I-FISH) teknigi ise, periferik kandan ve kemik iliginden yapilan degerlendirmelerde,
ozellikle sitogenetik yanitlarin saptanmasinda kromozom seritleme yontemine alternatif
olarak kullanilabilir. Ancak, kemik iligi metafazlarinin degerlendirilmesi sirasinda
kromozom seritleme yontemi, Philadelphia kromozomu pozitif (Ph(+)) hiicrelerin yani
sira, Philadelphia kromozomu negatif (Ph(-)) hiicrelerdeki klonal kromozomal

anomalilerin saptanmasi agisindan da 6énem tasimaktadir (Cheng ve ark., 2023).

Molekiiler yanitin takibi, RTQ-PCR ile yapilir ve major molekiiler yanit elde
edilene kadar her ii¢ ayda bir, daha sonra her alti ayda bir gerceklestirilir. Ayrica,
suboptimal yanit alinan veya yanitsiz hastalarda, bir tirozin kinaz inhibitoriinden digerine
gecmeden oOnce mutasyonal analiz i¢in denatiire eden yiiksek performans likid
kromatografi (D-HPLC) yontemi her zaman uygulanmalidir. Bu sayede, tedaviye yanitin
optimize edilmesi ve direng mekanizmalarinin anlasilmasi saglanmaktadir. Bu kapsamli
izleme ve degerlendirme stireci, kronik miyeloid 16semi hastalarinin tedavi siireglerinin

etkin bir sekilde yonetilmesine olanak tanimaktadir (Han, 2023).
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Imatinibe verilen optimal yanit, belirli zaman dilimlerinde elde edilen spesifik
sonuglar ile tanimlanmaktadir. ilk olarak, tedaviye baslandiktan {i¢iincii ayda tam
hematolojik yanit ve en az mindr sitogenetik yanitin (Ph+ <%65) elde edilmesi
gerekmektedir. Altinci ayda, hastalarin en az kismi sitogenetik yanit géstermesi beklenir
(Ph+ <%35). Tedavinin on ikinci ayinda tam sitogenetik yanitin saglanmasi
hedeflenirken, on sekizinci ayda major molekiiler yanit (BCR-ABL: ABL<%0,1) elde
edilmesi gerekmektedir (Han, 2023).

Tedaviye yanitsizlik durumu ise, iiglincii ayda inkomplet hematolojik yanitin
olmasi, altinci ayda herhangi bir sitogenetik yanitin gézlenmemesi (Ph+>%795), on ikinci
ayda parsiyel sitogenetik yanittan daha diisiikk bir yanitin alinmasi (Ph+>%35) ve on
sekizinci ayda tam sitogenetik yanittan daha az bir yanitin elde edilmesi durumlarinda
tanimlanmaktadir. Ayrica, tam hematolojik ve sitogenetik yanitlarin kaybedilmesi de
tedaviye yanitsizlik olarak degerlendirilmektedir. Bu tanimlanan kriterlere uymayan

durumlar ise suboptimal yanit olarak degerlendirilmektedir (Hinterlang ve ark., 2022).

Optimal yanit elde edilen hastalar icin, tedavi siirecinin imatinib ile siirdiiriilmesi
tavsiye edilmektedir. Bunun yam sira, klinik duruma baglh olarak, ikinci kusak tirozin
kinaz inhibitorlerine gecis yapilabilmektedir. Diger yandan, tedaviye yanit géstermeyen
hastalarda ise, tercih edilen tedavi stratejisi olarak allojenik kok hiicre nakli dnerilmekte
ve bu yaklasim, genel tedavi protokollerinde Onemli bir alternatif olarak kabul
edilmektedir. Suboptimal yanit alinan hastalarda ise, mevcut dozda devam edilen imatinib
tedavisinin dozu artirilarak siirdiiriilebilir. Ancak, bu hastalar arasinda bazilar1 ikinci

kusak tirozin kinaz inhibitorlerine ge¢is i¢cin uygun adaylar olabilir (Han, 2023).

Kronik fazdaki hastalarin biliylik bir ¢ogunlugu, ilk basamak tedavi olarak
imatinib kullanildiginda, %95 oraninda tam hematolojik yanit elde etmekte, %70-80
oraninda tam sitogenetik yanit gostermekte ve %50-60 oraninda ise major molekiiler
yanit kazanmaktadir. Uzun donem izlemede ise, hastalarin ortalama toplam sag kalim
stiresi yedi y1l icinde %85'e ulagsmakta, progresyonsuz sag kalim orani, yani akselere veya
blastik faza ilerlemeksizin sag kalim, %90'in {izerinde gerceklesmekte ve olaysiz sag

kalim orani ise %60-70 araliginda bulunmaktadir (Han, 2023).

Kronik miyeloid l6semi (KML) tedavisinde ilerleme ve tiim olaylarin orani
zamanla azalmakta olup, dort yil sonunda bu oranlar %0-2 araligmma diismektedir.

Arastirmalar, ligiincli ayda tam hematolojik yanit alinamamasinin, hastalar i¢in sonraki
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donemlerde kotii sonuglara yol acabilecegini gostermektedir. Ayni zamanda, tam
sitogenetik yanitin elde edilmesi, hastaligin ilerleyisindeki en iyi gosterge olarak kabul
edilmekte ve erken donemde elde edilen yanitlarin, daha iyi sonuglar1 beraberinde
getirdigi belirtilmektedir. Ancak, ge¢ donemde yanit alinmasi durumunda bile, bazi
hastalarin mitkemmel bir prognoza sahip olabilecegi goz ard1 edilmemelidir (Hinterlang

ve ark., 2022).

Literatiirde, ozellikle tedavinin 12. ve 18. aylarinda elde edilen sonuglarin
hastaligin gidisat1 agisindan kritik oldugu vurgulanmaktadir. Bu dénemlerde saglanan
molekiiler ve sitogenetik yanitlarin, hastaligin ilerleyisini belirlemede ve tedavi
stratejilerini yonlendirmede biiyiik bir dneme sahip oldugu kabul edilmektedir. Ugiincii
ve altinci aylarda elde edilen sitogenetik yanitlar ise, hastaligin erken evresindeki seyrini
anlamak acisindan temel teskil etmektedir. Molekiiler yanitin prognostik degeri genel
olarak kabul gormekle birlikte, bu yanitlarin zamanlamasi ve derecesi lizerine yiiriitiilen
tartismalar devam etmektedir. Ornegin, IRIS ¢alismasinin erken analizlerinde, tedavinin
12. ayinda elde edilen major molekiiler yanitlarin daha iyi progresyonsuz sag kalim ile
iligkili oldugu belirlenmisken, besinci yil yapilan analizler bu sonucun éneminin sinirda
oldugunu ortaya koymustur. Buna karsilik, ayni1 ¢aligmanin sonraki analizleri, 18. ayda
elde edilen major molekiiler yanitlarin alt1 yillik progresyonsuz sag kalim ile giiclii bir
korelasyon i¢inde oldugunu gostermis, bu durumun 12. ayda elde edilen yanitlar i¢in

gecerli olmadigini vurgulamistir (Nekoohesh ve ark., 2020).

BCR-ABL transkript diizeyindeki artiglar her zaman dikkate alinmali ve kontrol
altinda tutulmalidir, ancak molekiiler yanit kaybinin prognostik degeri iizerindeki
tartismalar devam etmektedir. BCR-ABL kinaz domaininde nokta mutasyonlarin
saptanmasi, Ozellikle imatinibe direngli mutasyonlar s6z konusu oldugunda, tedavi
degisikligi i¢in mutlak bir endikasyon teskil etmektedir. Tani aninda veya tedavi
siirecinde Ph(+) hiicrelerde gelisen klonal kromozomal anormallikler, hastaligin seyri ve
tedaviye yanit konusunda 6nemli uyarici faktorler olarak degerlendirilmektedir. Tani
sirasinda yapilan sitogenetik yanit degerlendirmeleri, Sokal veya Hasford skorlari
kullanilarak progresyonsuz sag kalim, olaysiz sag kalim ve ortalama sag kalim relatif
riskleri hesaplanarak hastaligin prognostik degerlendirilmesine katkida bulunur. Bu genis

kapsamli degerlendirmeler, KML tedavisinde bireysellestirilmis tedavi stratejilerinin
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gelistirilmesine olanak tanimakta ve hastalarin yasam kalitesinin artirilmasina yardimei

olmaktadir (Sanchez ve ark., 2022).

2.2.3. imatinib Direncinin Molekiiler Temelleri ve Mekanizmalar:

Imatinib, zamanla, cesitli molekiiler mekanizmalar araciligiyla imatinibe direng
gelisebilmektedir. Diren¢ mekanizmalarinin anlagilmasi, bu ilacin etkinligini artirmak ve
direngle miicadele etmek icin kritik dneme sahiptir. Imatinib direncinin temelinde yatan
mekanizmalar, genetik mutasyonlar, ilag tasinim siireclerindeki degisiklikler, alternatif
sinyal yollarinin aktivasyonu ve epigenetik modifikasyonlar olarak siralanabilir (Weicai

ve ark., 2017).

Birincil diren¢ mekanizmalarindan biri, KIT veya PDGFRA gibi anahtar genlerde
ikincil mutasyonlarin kazanilmasidir. Bu mutasyonlar, hiicrelerin imatinibe karsi duyarsiz
hale gelmesine neden olmaktadir (Antonescu ve ark., 2005; Wang ve ark., 2009). Ayrica,
imatinibin hiicre i¢ine ve digina aktif taginimi gibi ilag taginim siireglerindeki degisiklikler
de dirence katkida bulunabilmektedir (Thomas ve ark., 2004). KML'de BCR-ABL
inhibitor direncine karigan alternatif sinyal yollarinin, 6rnegin MET/ERK ve MET/JNK
yollarinin aktivasyonu da diren¢ mekanizmalar1 arasinda yer almaktadir (Tsubaki, 2018;

Yuan ve ark., 2020).

Ilag tastyicilarinin asir1 ifadesi, hedef genlerin genomik amplifikasyonu ve BCR-
ABL transkriptlerinin anormal ifadesi gibi diger direng mekanizmalar1 da bildirilmistir
(Burger ve ark., 2004; Radujkovic ve ark., 2005; Peng ve ark., 2012). Abl kinaz
domeninde mutasyonlar, mikroRNA'larin diizensizligi ve dirence yol acan sinyal yollarinm
aktive eden Twistl gibi belirli proteinlerin ylikseltilmesi de direng faktorleri arasindadir
(Cai ve ark., 2022; Gao ve ark., 2014; Yuan ve ark., 2020). Ayrica, histon deasetilazlarin
yiikseltilmesi sonucu olusan anormal protein asetilasyonu gibi epigenetik degisiklikler de

imatinib direncine katkida bulunabilmektedir (Lee ve ark., 2007).

Otofajiyle 1iliskili proteinlerin, o6zellikle GCA'nin, imatinib direncini
diizenlemedeki roliine dair yapilan caligmalar, otofajinin aktivasyonu ve direng
mekanizmalar: arasinda potansiyel bir baglant1 oldugunu 6ne siirmektedir (Han ve ark.,
2019). Ayrica, BCR-ABL"In ubiquitinasyonu ve belirli enzimlerin inhibisyonu, KML

hiicrelerinde kinaz sinyallemesini bloke ederek ve apoptozu tesvik ederek gosterilmistir.

24



Imatinibin anti-proliferatif aktivitesini etkileyen ABCBI1 polimorfizmleri gibi genetik
polimorfizmlerin ila¢ aktivitesi lizerindeki etkisi, ila¢ yanitindaki genetik degiskenligin

roliinii vurgulamaktadir (Dessilly ve ark., 2016).

2.2.4. Direncli Hiicre Hatlarinda Goriilen Degisiklikler ve Bunlarin Tedaviye Etkisi

Direngli hiicre hatlarinda goriilen degisiklikler, kanser tedavilerinde karsilagilan
en bliyiik zorluklardan biridir. Bu diren¢ mekanizmalari, ilag¢ tedavisinin etkinligini
azaltarak hastaligin kontrol altina alimmasini zorlastirmaktadir. Son yillarda yapilan
calismalar, diren¢ mekanizmalarinit daha iyi anlamamiza yardimei olmus ve bu bilgiler,
daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kritik rol oynamaktadir. Direngli hiicre
hatlarinda genetik ve epigenetik degisiklikler, ila¢ tasiyici proteinlerin diizenlenmesi,
sinyal iletim yollarinda degisiklikler ve mikrogevresel faktorlerin etkisi gibi bir dizi

degisiklik gozlemlenmektedir (Sun ve ark., 2011).

Genetik degisiklikler, direngli hiicre hatlarinin en belirgin 6zelliklerindendir.
Ozellikle, spesifik gen mutasyonlari, gen amplifikasyonlar1 ve kromozomal degisiklikler,
ilaglara kars1 direncin temelini olusturur. Ornegin, EGFR genindeki mutasyonlar, akciger
kanseri tedavisinde kullanilan tirozin kinaz inhibitdrlerine direng gelisiminde dnemli bir
rol oynamaktadir (Sequist ve ark., 2011). Ayrica, p-glikoprotein gibi ilag tasiyici
proteinlerin asir1 ifadesi, ¢esitli kanser tiirlerinde direng mekanizmalarinda sik¢a rastlanan
bir diger faktordiir. Bu proteinler, ilaglarin hiicre i¢ine alinmasini engelleyerek veya hiicre

disina atarak ilaglarin etkinligini azaltmaktadir (Gottesman ve ark., 2002).

Sinyal iletim yollarinda meydana gelen degisiklikler de direng gelisiminde kritik
oneme sahiptir. Ornegin, PI3K/Akt/mTOR sinyal yolu, bircok kanser tiiriinde {izeraktivite
gosterir ve bu durum, hiicrelerin ilaglara kars1 diren¢ kazanmasina yol acar (Edlind ve
ark., 2014). Bu sinyal yolunun inhibitdrleri, bu direnci agsmak icin gelistirilmis olup,
klinik caligmalarda umut verici sonuglar elde edilmistir. Mikrogevresel faktorler, 6zellikle
tiimor mikrogevresinin asidik dogasi1 ve hipoksik kosullari, hiicrelerin ilaglara direncli
hale gelmesinde etkilidir. Asidik mikrogevre, ilaclarin hiicre i¢cine alimini azaltabilir ve
hiicrelerin  ilaglara olan duyarliligini  degistirebilir. Hipoksi, hiicrelerin ilag

metabolizmasini etkileyerek, tedaviye yaniti azaltabilmektedir (Edlind ve ark., 2014).
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2.3. DNA Metiltransferaz Enzimleri ve Epigenetik Modifikasyonlar

2.3.1. DNA Metilasyonunun Temel Prensipleri ve Mekanizmalari

DNA metilasyonu, insan genomunun islevsel organizasyonunda temel bir
mekanizma olarak bilinmektedir. DNA metilasyonunun incelenmesi, kanserojenesis,
farkli virtislerin konakg¢1 enfeksiyonu, hiicre farklilasmasi, otoimmiin hastaliklar, ¢esitli
akil hastaliklart1 ve norolojik bozukluklar ile c¢evresel toksikoloji gibi biyomedikal
bilimlerdeki bazi temel sorulara ¢6ziim bulmamiza yardimci olabilmektedir. Ne yazik ki,
DNA metilasyonunu hedefleyen etkili tedavi ve Onleyici yontemler hala yeterince
gelistirilmis degildir. Bu durum biiyiik Olclide, insan hiicrelerindeki temel DNA
metiltransferaz olan DNMT1'in molekiiler mekanizmas1 hakkinda bilgi eksikliginden

kaynaklanmaktadir (Song ve ark., 2011).

DNA metilasyonu ile ilgili ilk kanit, 1948 yilinda rapor edilmistir ve 27 y1l sonra,
memeli DNA metiltransferazlarinin ~ saflagtirilmasina  yonelik  ilk  girisimler
tanimlanmistir. Sonraki 15 yil iginde, DNMT 1'in ¢ok biiyiik ve karmasik bir enzim oldugu
bulunmustur. DNMT1, hemimetillenmis bolgelere karsi katalitik bir tercihe sahiptir ve
aktivitesi belirli DNA ve RNA molekiilleri grubu tarafindan diizenlenebilmektedir.
DNMT1'in, poly(dI-dC) substratina kars1 yiiksek kinetik tercihi ve belirgin bir allosterik
bolgesi bulunmaktadir. DNMT1'in molekiiler biyoloji ¢agi, 1992 yilinda cDNA'sinin ve
tam uzunluktaki geninin klonlanmasi ile baslamistir. Memeli hiicrelerinden tam olarak

saflastirilmasi, onlarca mekanistik ¢alismanin temelini atmistir (Goyal ve ark., 2006).

DNMT1'in mekanistik calismalari, bakteriyel enzim M.Hhal tarafindan hedef
bazin ilk kristal yapisinin belirlenmesiyle biiyiik 6l¢iide kolaylastirilmis ve bu 6nemli
basaridan ilham alan sayisiz mekanistik ¢alisma yapilmisti,. DNMTI1'in, DNA
metilasyonu siirecinde hemimetillenmis DNA boélgelerini tanima ve metilasyon
desenlerini koruma yetenegi, gen ifadesinin diizenlenmesi ve genomik stabilitenin

stirdiiriilmesi acisindan kritik dneme sahiptir (Youngblood ve ark., 2006).

DNMT]1 ifadesinin bir bakuloviriis vektorii kullanilarak gergeklestirilmesi,
DNMT!'in farkli pargalarinin hazirlanmasini ve karakterizasyonunu miimkiin kilmis ve
DNMTl!'in saflastirilmasini bir¢ok arastirma grubu i¢in rutin hale getirmistir (bugiin,
saflagtirllmis DNMT]1 ¢esitli ticari kaynaklardan da temin edilebilmektedir). DNMT]1

lizerine yapilan ¢alismalarin cogu, allosterik bolgesinin fonksiyonuna, de novo ve koruma
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metilasyonu arasindaki segicilige ve DNMT1'in farkli parcalarinin karakterizasyonuna
odaklanmistir (Hsieh, 2005). Buna karsin, aktif bolgedeki katalitik mekanizmanin
karakterizasyonu, onerilen DNMTT1 inhibitorlerinin etki mekanizmalar1i ve DNMT1'in
coklu fosforilasyonlar1 lizerinde nispeten az ¢alisma yapilmisti. DNMT]1 ile hiicrelerde

etkilesime giren molekiilleri aramak i¢in biiyiik bir aragtirma ¢abasi harcanmustir.

2010 y1l1 itibartyla, DNMT ile etkilesime giren 31 farkli molekiil bulunmus olup,
bu etkilesimlerin birgogu DNMT1 dizisinin farkli boliimlerine haritalanmis, ancak bu
etkilesimlerin yalnizca kiiclik bir kismi islevsel olarak karakterize edilmistir. DNMT1
calismalar1 genellikle insan ve fare enzimlerini kullanmis olup, iki enzim %78 oraninda
dizi benzerligi ve katalitik mekanizmada bir¢ok ince detay paylagsmaktadir (Youngblood

ve ark., 2006).

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari, epigenetik diizenlemenin iki
onemli wunsuru olarak bilinmektedir. Memelilerde DNA metilasyonu, CG
dintikleotidlerinde bulunan sitozin bazlarinin 5. pozisyonuna metil grubunun enzimatik
olarak eklenmesi siirecidir. Bu metilasyon reaksiyonu, DNA metil transferaz (DNMT)
enzimleri tarafindan S-adenozil metionin (SAM)’den alinan bir metil grubu kullanilarak

gerceklestirilmektedir (Smith ve ark., 2007; Fandy ve ark., 2007).

DNA metilasyonunu gergeklestiren DNMT enzimleri, genomik diizenleme
siireclerinde ¢esitli ve kritik islevlere sahiptir. DNMT3a ve DNMT3b enzimleri, 'de novo
metiltransferazlar' olarak adlandirilarak, 6zellikle erken embriyonik gelisim sirasinda
DNA metilasyon modellerinin ilk kez olusturulmasindan sorumludur. Bu enzimler,
genomik metilasyonun temelini olusturmakta ve epigenetik programlamada 6nemli bir
rol oynamaktadir. Diger taraftan, DNMT1 ve DNMT2, DNA replikasyonu esnasinda var
olan metilasyon desenlerinin ebeveyn DNA zincirinden yeni sentezlenen zincire dogru ve
hatasiz bir sekilde kopyalanmasini saglamaktadir. Bu siire¢, hiicresel hafizanin
korunmasinda ve gen ifadesinin diizenlenmesinde merkezi bir 6neme sahiptir (Szyf,

2003; Lafon-Hugues ve ark., 2008).

Insan genomunda, DNA metilasyonunun yogun olarak gerceklestigi bolgeler,
G+C igerigi %50'den fazla olan ve en az 200 baz ¢ifti uzunlugundaki 'CpG adalar1' olarak
bilinir. Bu bdlgeler, insan genlerinin yaklasik yarisinin promotor alanlarinda bulunmakta
ve genellikle metillenmemis durumdadir, bu sayede aktif gen ifadesinin siirdiiriilmesine

imkan tanimaktadir. Buna karsin, genomun tekrar eden diger alanlarinda yer alan CG
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dintikleotidleri, gen ifadesinin bastirilmasi ve genomik stabilite saglanmasi agisindan

yogun bir sekilde metillenmektedir (Costello ve Plass, 2001; Frithwald ve Witt, 2008).

Promotor bolgelerinde meydana gelen metilasyon, ilgili genin susturulmasiyla
dogrudan iliskilendirilmekte ve bu durum, transkripsiyonun baskilanmasini saglayan
cesitli mekanizmalar aracih@iyla gerceklesmektedir. Ilk mekanizma, DNA
metilasyonunun, transkripsiyon faktorlerinin promotor bdlgesine baglanmasini
engelleyerek, genin ifade edilmesini 6nlemesi seklinde islemektedir. ikinci mekanizma
ise, metillenmis bolgeleri tantyabilen ve bu bolgelere 6zgiil olarak baglanan 'metillenmis-
CpG baglayict domain proteinleri' (MBD'ler) tarafindan hayata gegirilmektedir. MBD
proteinleri (6rnegin MBD1, MBD2, MBD3, MBD4, MeCP2) ve onlarla birlikte islev
goren histon modifiye edici enzimler (6rnegin, histon deasetilazlar) ve histon
metiltransferazlar gibi ko-represor kompleksleri, metillenmis bdlgelerde inaktif kromatin
yapisinin  olugsmasin1  saglayarak genin transkripsiyonunu etkin bir sekilde
baskilamaktadir. Bu siirecler, gen ifadesinin kontrolii ve epigenetik diizenlemelerde

merkezi bir role sahiptir (Patra ve Szyf, 2008).

Gelisim siireci sirasinda olusturulan DNA metilasyon desenleri, eriskin yasam
boyunca somatik hiicrelerde stabil bir bigcimde korunmakta ve her hiicre boliinmesinde,
0zgilin metilasyon bilgilerinin yeni hiicrelere dogru ve hatasiz olarak aktarilmasi ile bu
stabilite saglanmaktadir. Bu siirekli aktarim, hiicrelerin genetik bilgiyi korumasina ve
fonksiyonel 6zelliklerini siirdiirmesine olanak tanimaktadir (Reik, 2007; Spivakov ve

Fisher, 2007).

DNA metilasyonu, gen ifadesini DNA dizilimini degistirmeden diizenleyen hayati
bir epigenetik mekanizmadir. Bu siireg, 6zellikle CpG diniikleotidlerinde bulunan sitozin
kalintilarina bir metil grubu eklenmesini igerir ve transkripsiyon kontrolii, hiicre
diferansiyasyonu ve genom stabilitesi gibi ¢esitli biyolojik siirecler icin esastir
(Vanyushin, 2005; Severin ve ark., 2011; Rehman ve ark., 2022). Arastirmalar, DNA
metilasyonunun genetik ve ¢evresel faktorlerden, 6rnegin diyet, mikroRNA'lar ve histon
modifikasyonlarindan etkilendigini gostermistir (He ve ark., 2018; Kadayifci ve ark.,
2018; Wang ve ark., 2017). Ornegin, mikroRNA'lar, DNA metiltransferazlar1 veya
metilasyonla iligkili proteinleri hedef alarak DNA metilasyonunu diizenleyebilir ve
bdylece gen ifadesi desenlerini modiile edebilir (Wang ve ark., 2017). Ayrica, H3K9 ve
H3K27 metilasyonlar1 gibi histon modifikasyonlari, DNA metilasyonunun geri
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kazanimima katkida bulunarak, farkli epigenetik mekanizmalar arasindaki karmagik

etkilesimi vurgulamaktadir (Wong ve ark., 2011).

DNA metilasyonu, sadece gen ifadesini diizenlemekle kalmaz, ayni zamanda
bitkilerde RNA yonlendirmeli DNA metilasyonu (RdADM) ve aktif DNA demetilasyonu
gibi siiregler araciligryla genom genelinde DNA metilasyon desenlerini de etkilemektedir
(Lei ve ark., 2015). Bununla birlikte, DNA metilasyon degisiklikleri, hafiza olusumu,
meyvelerde olgunlagsma ve postoperatif biligsel islev bozuklugu gibi ¢esitli biyolojik
olaylarla iligkilendirilmistir (Oliveira, 2016; Lang ve ark., 2017; Gao ve ark., 2021).

Ayrica, DNA metilasyonunun hastalik durumlarinda, 6zellikle kanserde dnemli
etkileri vardir. Yapilan ¢aligsmalar, DNA metilasyon desenlerindeki sapmalarin, genetik
mutasyonlar gibi kanserin ilerlemesi ve metastazinda rol oynadigini ve kanser tedavisinde
potansiyel hedefler olarak hizmet edebilecegini gostermistir (Szyf, 2008). DNA
metilasyonunun gen ifadesi ve genom stabilitesi tizerindeki diizenleyici rolii, hem normal

fizyolojik siireclerde hem de patolojik durumlarda 6nemini vurgulamaktadir.

DNA metilasyonu, sitozin rezidiilerine bir metil grubunun eklenmesini igeren
temel bir epigenetik mekanizmadir ve bu siireg, 6zellikle CpG diniikleotidlerinde
yogunlagmisti. DNA metilasyonu, genom diizenlenmesi, gelisim ve hastaliklar gibi
cesitli hiicresel siireclerde kritik bir rol oynamaktadir (Lister ve ark., 2009). DNA
metilasyon siireci, de novo DNA metilasyonu, metilasyonun korunumu ve DNA
demetilasyonu olmak iizere {ic ana mekanizma tarafindan siki bir sekilde
diizenlenmektedir (Elhamamsy, 2016). Bu siirecler, hiicre biiyiimesi ve gelisimi sirasinda
gen ifadesinin dinamik diizenlenmesini ve genom stabilitesini saglamaktadir (Zhu ve ark.,

2020).

Aragstirmalar, DNA metilasyonunun kanser, ateroskleroz, sinir bozukluklar1 ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklara yol agabilecek kalitsal bir degisiklik
oldugunu gostermistir (Kandi ve Vadakedath, 2015). Anormal DNA metilasyon desenleri,
kanser gelisimi ve ilerlemesi ile iliskilendirilmis olup, DNA metilasyonunun diizenleyici
mekanizmalarini anlamanin 6nemi vurgulanmaktadir (Lian ve ark., 2012). Kanserde,
genom genelinde ve gen spesifik DNA metilasyon degisiklikleri, hastalifin baglatilmasi
ve ilerlemesine katkida bulunan mutasyona ugramis veya diizenlenmis kromatin

diizenleyiciler nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (Kim ve Costello, 2017).
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Bununla birlikte, DNA metilasyonu, kromatin yapisin1 degistirerek genlerin ve
tekrarlayan elementlerin susturulmasinda rol almakta ve bu da transkripsiyonel
baskilanmaya yol agmaktadir (Miranda ve Jones, 2007). DNA metilasyon siireci,
genomik izlenim, X-kromozomu inaktivasyonu ve hiicresel diferansiyasyon i¢in hayati
oneme sahiptir (Riso ve ark., 2022). Ayrica, DNA metilasyon dinamikleri, genetik
varyantlar1 ve cevresel ipuclarini fenotipik Ozelliklere ceviren genetik ve cevresel

faktorlerden etkilenmektedir (He ve ark., 2018).

2.3.2. DNMT Enzim Ailesinin Tanimlanmasi ve Karakterizasyonu

DNA metil transferaz (DNMT) enzim ailesi, epigenetik diizenlemenin temel
unsurlarindan biri olan DNA metilasyon siireclerinde kritik roller oynamaktadir. Bu aile,
ozellikle DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B olmak iizere, sitozin rezidiilerine metil
gruplarmin transferinden sorumludur ve bu siire¢ gen ifadesi ile genomik stabilite
tizerinde O6nemli etkiler olusturmaktadir (Levenson ve ark., 2006). DNMTI, var olan
metilasyon desenlerinin korunmasinda gorev alirken, DNMT3A ve DNMT3B, yeni

metilasyonlarin olusturulmasinda etkilidir (Sarabi ve Naghibalhossaini, 2015).

Bu enzimler, gametogenez, embriyo gelisimi ve hiicre farklilagmasi gibi ¢esitli
biyolojik siirecler i¢in zorunlu olan DNA metilasyon desenlerinin kurulmasinda ve
siirdiiriilmesinde esastir (Myant ve Stancheva, 2008). Ozellikle, DNMT1'in metilasyon
desenlerinin devamliligini saglama gorevi, hiicrelerin nesilden nesile genetik bilgilerini
dogru bir sekilde aktarabilmesi i¢in 6nemlidir. Diger yandan, DNMT3A ve DNMT3B,
hiicrelerin gelisim siirecinde veya yeni ¢evresel kosullara uyum saglama sirasinda ihtiyag

duyulan yeni metilasyon desenlerinin olusturulmasinda aktif roller listlenmektedir.

DNMT'lerin hastaliklar, 6zellikle kanser gibi ¢esitli patolojilerdeki rolleri de
yogun bir sekilde arastirlmistir. Bu enzimler, gen ifadesinin epigenetik olarak
susturulmasinda yer aldiklar i¢in, 6zellikle kanser gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli
faktorlerdir (Agarwal ve ak., 2013). Ayrica, DNMT3A'nin 6grenme ve hafiza siirecleriyle
Ozgil olarak iliskilendirilmesi, bu enzimlerin noronal islev ve plastisite iizerindeki

etkilerini de gdstermektedir (Antinez ve ark., 2014).

Karaciger karsinogenez modellerinde DNMT3A ve DNMT3B'nin kanser

gelisiminin erken evrelerinde farkli ifade desenleri gosterdigi goézlemlenmistir, bu da
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DNMT'lerin kanser biyolojisindeki roliiniin daha iyi anlasilmasina katki saglamaktadir
(Yoo ve Medina-Franco, 2012). Ayrica, kanser ve diger hastaliklar i¢in potansiyel bir
tedavi stratejisi olarak DNMT'lerin inhibisyonu hedeflenmektedir.

2.3.3. DNMT1 Enziminin Biyolojik Islevleri

DNMT1 enzimi, hiicre bdliinmesi sirasinda genomik DNA metilasyon
desenlerinin korunmasinda hayati bir role sahiptir. Bu enzim, DNA metilasyonunun
devamliligini saglamakla sorumlu olup, hiicre nesilleri boyunca epigenetik isaretlerin
sadakatinin korunmasini garanti etmektedir (Wu ve ark., 2014). Yapilan arastirmalar,
DNMT!1'in MYC indiikklenmis T-hiicre lenfomalarinin dnlenmesi ve siirdiiriilmesinde
onemli bir rol oynadigim1 gdstermekte, bu da onun epigenomik stabilite iizerindeki
etkisini vurgulamaktadir (Peters ve ark., 2013). Ayrica, DNMT1, histon modifiye edici
enzimlerle etkilesimler yoluyla gen ifadesinin diizenlenmesinde rol aldigi ve
metiltransferaz fonksiyonundan bagimsiz olarak bir transkripsiyon baskilayici olarak

islev gorebildigi bilinmektedir (Clements ve ark., 2012).

DNMT1'in DNA metilasyon desenlerinin diizenlenmesinde cesitli biyolojik
baglamlarda etkili oldugu gosterilmisti. Ornegin, postnatal hayvanlarda DNA
hipometilasyonu, merkezi sinir sistemi noronlarinin islevini ve hayatta kalmasim
bozabilir (Fan ve ark., 2001). Ayrica, DNMT1'in mitokondriyal genom metilasyonunu
modiile ettigi ve mitokondriyal biyolojiyi diizenledigi de tespit edilmistir (Saini ve ark.,
2017). Bunun yani sira, DNMT1'in HP1 ile etkilesime girdigi ve DNA ile kromatin
sablonlarinda DNA metilasyonunu artirdig belirlenmistir (Smallwood ve ark., 2007).

DNMT!'in islevleri, sadece DNA metilasyonunun korunmasini saglamakla sinirl
degildir; ayrica katalitik aktivitesi olmaksizin gen ifadesini diizenledigi, kismen histon
modifiye edici enzimlerle olan etkilesimleri araciligiyla bu islevi yerine getirdigi
bulunmustur (Clements ve ark., 2012). Ayrica, DNMT1'in mikroRNA ifadesinin
diizenlenmesinde rol aldigi ve bu durumun kolorektal kanser hiicrelerinin biyolojik
ozelliklerini etkiledigi gézlemlenmistir (Wang ve ark., 2020). Enzimin aktivitesi, SIRT1
tarafindan deasetilasyon yoluyla modiile edilmekte, bu da metilasyon desenlerinin
korunmas1 ve tiimor baskilayici genlerin susturulmasi islevlerinde degisikliklere yol

acmaktadir (Peng ve ark., 2011).
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Sonu¢ olarak, DNMT1 enzimi, DNA metilasyon siireclerinin Gtesinde gen
ifadesinin ve epigenetik diizenlemenin énemli bir diizenleyicisidir. Bu enzimin islevleri
ve diizenlenmesi, biyolojik stiregler ve hastaliklar tizerindeki etkileri agisindan daha
detayli anlasildiginda, epigenetik terapilerin gelistirilmesinde kritik bilgiler sunabilir. Bu
bilgiler, ozellikle kanser gibi karmasik hastaliklarin tedavisinde yeni stratejilerin

gelistirilmesine olanak taniyabilir.

2.3.4. Normal Memeli Dokularinda DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, normal fizyolojik kosullar altinda genom biitlinliigiiniin
korunmast i¢in hayati Oneme sahiptir. Tekrarlayan bolgelerin  metilasyonu,
retrotranspozon aktivitesini onleyerek genom stabilitesini saglamaktadir. Ayrica, dokuya
0zgli genlerin baskilanmasinda ve allelik ekspresyonun genomik baskilama yoluyla
diizenlenmesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir. Kadinlarda fazladan X kromozomunun

inaktivasyonu i¢in de gereklidir (Smith ve Meissner, 2013).

Evrimsel siire¢ boyunca, memeli genomu bir¢ok parazitik transpoze, retroviral ve
tekrarlayan eleman biriktirmistir. Bu elemanlar, insan genomunun {i¢te birinden fazlasini
olusturmaktadir (Cordaux ve Batzer, 2009). Transpoze elemanlarin CpG metilasyonu, bu
elemanlarin sessizlestirilmesini ve transkripsiyonlarinin engellenmesini saglamaktadir.
Tekrarlayan bu elemanlarin DNA metilasyonu, genom biitiinl{igliniin korunmasi

acisindan merkezi bir rol oynamaktadir (Smith ve Meissner, 2013).

Genomik baskilama olarak bilinen epigenetik fenomen, her bir ebeveynden miras
alinan kromozomlarin embriyonik gelisime esit katki yapmamasiyla sonuglanmaktadir.
Baskilanmis genler, her iki kromozomdan ziyade ebeveyne 6zgii bir sekilde ifade
edilmektedir. DNA metilasyonu, allel-spesifik ifadenin kurulmasi ve siirdiiriilmesi i¢in
kilit mekanizmadir. Ornegin, maternal allel DNA metilasyonu ile baskilandiginda, bu

allel sessizlesir ve sadece babadan miras alinan gen ifade edilmektedir (Bertozzi, 2021).

X kromozomu inaktivasyonu, gelisimsel olarak gerekli bir siire¢ olup, kadinlarda
X-baglantili genlerin dozajinin erkeklerdeki gen dozajiyla esitlenmesini saglar
(Weisenberger ve ark., 2022). Memelilerde, inaktive edilecek X kromozomunun se¢imi
rastgeledir. Bu siire¢, inaktive edilecek X kromozomunda kodlamayan RNA XIST'in

artan ekspresyonu ile baglatilir. Bu durum, sonunda RNA polimerazin diglanmasina ve
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baskilayici histon isaretlerinin Xi'ye (inaktive X) toplanmasina yol agan bir olaylar
dizisini tetiklemektedir (Pontier ve Gribnau, 2011). inaktive X bir kez olusturulduktan
sonra, CpG adalarinin DNA metilasyonu, sessiz durumun siirdiiriilmesi i¢in gereklidir

(Bestor ve ark., 2015).

2.3.5. Kanserde DNA Metilasyonu ve DNMT Enzimlerinin Diizenlenmesi

Kanserin baslatilmasi ve ilerlemesi genis ¢capli epigenom degisiklikleri ile birlikte
gerceklesmektedir. On yillardir bilinen bir gercek olarak, kanser hiicreleri, diisiik
yogunluklu CpG bolgeleri, tekrarlayan elemanlar, retrotranspozonlar ve laminin ile
iligkili bolgeler (LAD'ler) dahil olmak tizere, genel bir CpG metilasyonu kaybi
sergilemektedir. Bu olgu, CpG adalarinda ve CpG ada kiyilarinda es zamanli olarak
meydana gelen bolgeye 0Ozgii hipermetilasyon ile yan yana gergeklesmektedir

(Weisenberger ve Liang, 2015).

DNA metilasyonu, kanser gelisimi ve ilerlemesinde kritik bir faktor olup, gen
ifadesi desenlerini ve genomik stabiliteyi etkiler. Tiimor baskilayict genlerin
hipermetilasyonu ve onkogenlerin hipometilasyonu gibi anormal DNA metilasyonu,
cesitli kanserlerde yaygin olarak gozlemlenen bir epigenetik degisikliktir (Jones ve
Baylin, 2007). Bu DNA metilasyonundaki diizensizlik, hiicre dongiisii diizenlemesi,
apoptoz ve DNA tamiri gibi kritik genlerin susturulmasi ile iligkilidir (Esteller, 2011).

Kanser hiicrelerinde, DNA metilasyonu histon modifikasyonlar1 ve kromatin
yapist degisiklikleri ile karmasik bir epigenetik ag olusturarak tiimor olusumuna katkida
bulunmaktadir (Aydin ve Kalkan, 2020). DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1
arasindaki etkilesim, tiimor baskilayici genlerin susturulmasina ve onkogenlerin
aktivasyonuna yol acarak kanser ilerlemesini tegvik etmektedir (Li ve ark., 2016). Ayrica,
kronik inflamasyonun, anormal DNA metilasyon desenleri araciligiyla tiimor gelisimini

tesvik ettigi gosterilmistir (Wang v e ark., 2017).

DNA metiltransferaz 1 (DNMTI1), genom genelinde DNA metilasyon
desenlerinin korunmasindan sorumlu anahtar bir enzim olup, kanserde sikca
diizensizlesmistir (Liang ve ark., 2019). DNMTI, ¢esitli kanser tiirlerinde karsinogenezi
tesvik etmekle iliskilendirilmis olup, tiimor baglatilmas1 ve ilerlemesindeki rolii

vurgulanmaktadir (Sharma ve ark., 2009). Ayrica, DNMT1'in, Wnt sinyallegsmesini ve
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DNA metilasyonunu etkileyerek kolorektal kanser hiicrelerinde B-katenin gibi diger

proteinlerle etkilesime girdigi bulunmustur (Subramaniam ve ark., 2014).

MikroRNA'lar, DNMT1 ifadesinin diizenleyicileri olarak tanimlanmis olup,
kanser hiicrelerinde DNA metilasyon desenlerini ve gen ifadesini etkilemektedir (Shen
ve Laird, 2013). DNMT1/miR-34a aksinin diizensizligi, kanser hiicrelerinin kdkenselligi
ile iligkilendirilmis olup, epigenetik diizenlemenin kanser ilerlemesindeki Onemini
vurgulanmaktadir (Bowler ve ark., 2019). Ayrica, MEK/ERK yolunun, kanser
hiicrelerinde DNMT1'in asir1 ifadesi ile baglantili oldugu ve bu yolun kanser tedavisinde

potansiyel bir hedef olabilecegi onerilmektedir (Jialun ve ark., 2019).

DNA metilasyonunun kanser tizerindeki etkileri, hem gen susturulmasinda hem
de genom stabilitesinin bozulmasinda kendini gostermektedir. Genom genelinde
metilasyon kaybi, genellikle gen ifadesinin diizensizlesmesine ve potansiyel
onkogenlerin aktivasyonuna yol ag¢maktadir. Bu durum, hiicre proliferasyonunu
kontrolsiiz bir sekilde artirarak tiimor olusumunu tetiklemektedir. Diger yandan, CpG
adalarmin hipermetilasyonu, tiimor baskilayici genlerin sessizlestirilmesine yol agar, bu
da hiicre dongiisii kontrolii ve apoptoz gibi temel hiicresel siireclerin bozulmasina neden

olmaktadir.

Ozellikle baz1 kanser tiirlerinde, belirli gen bolgelerinin hipermetile edilmesi
yaygindir. Ornegin, MLHI1 gibi DNA tamir genlerinin promotor bdlgelerindeki
hipermetilasyon, kolorektal kanserde yaygin olarak gézlemlenen bir durumdur (Herman
ve ark., 1998). Bu tiir epigenetik degisiklikler, genetik mutasyonlar kadar 6nemli olup
kanser biyolojisinde kritik bir rol oynamaktadir. Kanser hiicrelerinde gozlemlenen bu
epigenetik degisiklikler, sadece gen ifadesini degil, ayn1 zamanda hiicre mikrogevresini
de etkiler. Metilasyon desenlerindeki degisiklikler, hiicre-hiicre etkilesimlerini ve hiicre
dis1 matris bilesenlerinin diizenlenmesini degistirebilir. Bu durum, timér mikrogevresinin
olusumuna katkida bulunarak metastaz yetenegini artirabilmektedir (Timp ve Feinberg,

2013).

Epigenetik terapiler, kanser tedavisinde umut verici bir yaklagim olarak ortaya
cikmaktadir. DNA metilasyonunu hedef alan demetilasyon ajanlar1 ve histon deasetilaz
inhibitorleri gibi epigenetik ilaclar, timdr hiicrelerinin yeniden programlanmasina ve

apoptoza yonlendirilmesine yardimci olabilir. Ancak, bu tiir tedavilerin etkinligi,
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hedeflenen epigenetik degisikliklerin hassas bir sekilde tanimlanmasina ve

kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesine baglidir (Jones ve Baylin, 2007).

2.3.5.1. Hipermetilasyon

DNA metilasyonu gibi epigenetik siirecler, timor baskilayici genlerin (TSG'ler)
inaktivasyonunda genetik degisikliklere ek olarak ikincil bir mekanizma olarak hizmet
etmektedir (Jones ve Laird, 1999; You ve Jones, 2012). Kanser hiicrelerinde CGI
promotorlarinin hipermetilasyonu, gen ifadesi ile ters orantili olup, birgok bilinen tiiméor
baskilayict genin sessizlestirilmesiyle sonuglanmaktadir (Jones ve Baylin, 2007; Irizarry
ve ark., 2009; Ehrlich ve Lacey, 2013; Shen ve Laird, 2013). Hiicre dongiisii
diizenleyicileri ve DNA tamir genlerinin DNA metilasyonu yoluyla sessizlestirilmesi,
bir¢ok farkli kanser tiirtinde rapor edilmistir ve genellikle genetik inaktivasyonla karsilikli
dislayict bir sekilde gergeklesmektedir (Sakai ve ark., 1991; Costello ve ark., 1996;
Alvarez-Nuiiez ve ark., 2006; Chiang ve ark., 2006).

Sporadik meme ve yumurtalik kanserlerinde BRCA1 ifadesinin kaybi, promotor
hipermetilasyonu nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Benzer sekilde, promotor metilasyonu
yoluyla tiimor baskilayict VHL'nin epigenetik sessizlestirilmesi, bireyleri berrak hiicreli
renal hiicre karsinomast da dahil olmak iizere c¢esitli malignitelere yatkin hale
getirmektedir (Herman ve ark., 1994). DNA tamir genlerinin sessizlestirilmesi, genomik
istikrarsizlik ve genetik mutasyon yiikiiniin artmasina katkida bulunmaktadir. O6-
Metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT), DNA iizerindeki alkilasyon aduklarini
temizlemekten sorumlu bir DNA tamir enzimi olup bir¢cok kanser tiirlinde, 6zellikle

gliomlar ve kolorektal kanserde sik¢a hipermetile edilmektedir.

Sonug olarak, MGMT, kesfedilen ilk kanser DNA metilasyon biyomarkdrlerinden
biri olmustur. Promotor hipermetilasyonu nedeniyle MGMT baskilanmasi, p53 ve KRAS
gibi 6nemli genlerde artan genetik mutasyon egilimine yol agmaktadir. ilging bir sekilde,
MGMT kaybi, hiicreyi kemoterapdtik ajan temozolomide (TMZ) kars1 daha hassas hale
getirmektedir. Glioblastoma multiforme (GBM) klinik ¢aligmalarinda, TMZ tedavisinin,
timoriin MGMT promotor hipermetilasyonu sergiledigi vakalarda en faydali oldugu

gbzlemlenmistir (Zarnett ve ark., 2015).
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Benzer sekilde, uyumsuzluk tamir geni MLH1'in promotor hipermetilasyonu,
kanserlerde sik¢a goriilmektedir. Calismalar, hipermetilasyonun artan promotor
niikleozom doluluguna ve MLH1 ifadesinin azalmasina yol ag¢tigini dogrulamistir (Lin ve
ark., 2007). Promotor metilasyonu nedeniyle MLH1 inaktivasyonu, belirli bir CpG adasi1
alt kiimesinin hipermetilasyonu ile giiclii bir sekilde iligkilidir ve bu, mikrosatellit
instabilitesinin birincil mekanizmasidir. Bu durum, kolorektal ve endometrial
karsinomlar da dahil olmak tizere bir¢ok kanserin patogenezine katkida bulunmaktadir

(Hinoue ve ark., 2012).

CpG adalarmin hipermetilasyonu ayni zamanda izlenim kaybina da katkida
bulunabilir. imprintlenmis lokus IGF2/H19 anormal sekilde metillendiginde, biiyiime
faktorii IGF2'nin ifadesi artar (Kaneda ve Feinberg, 2005). IGF2'nin siirekli asiri
ifadesinin, kolorektal ve mide kanserleri gibi kanserlerin gelisimi ve ilerlemesine katkida
bulundugu gozlemlenmistir. Bu lokusta izlenim kaybi, Wilms tiimoriinde en yaygin

degisiklik olarak kabul edilmektedir (Bjornsson ve ark., 2007).

Anormal DNA metilasyonu, kanserde yaygin bir fenotip olup tiimor fenotipini
yonlendiren spesifik degisikliklerin belirlenmesi, terapotik stratejilere rehberlik edebilir.
Son bir calismada, arastirma grubumuz tiimorijenesisin epigenetik stirliciilerini
belirlemek i¢cin DNA metilasyonu bagimliligi kavramini uygulamistir. Hipotezimiz,
kanser hiicrelerinin hayatta kalmak i¢in birka¢ hayati bdlgenin metilasyonuna bagimh
oldugu ve bu bdlgelerin, metilasyon seviyeleri yapay olarak azaltildiginda DNA
metilasyonunu koruma olasiliginin daha yiiksek oldugu yoniindedir. Bu bdlgeler, kanser
hiicresinin fitnesine katkida bulundugundan, timér durumunu ydnlendiren bolgeler
olarak one ¢ikmaktadir. Bu hipotezi test etmek icin, kolorektal hiicre hattt HCT116'nin
global DNA metilasyonu, DNMT'lerden bir veya daha fazlasi eksik olan diisiik
metillenmis tiirevi hat ile karsilagtirnlmistir (Rhee ve ark., 2000, 2002). Epigenetik
striiciler, HCT116 tirev hattinda tercihli olarak ve kanser spesifik bir sekilde

metilasyonu siirdiiren genomik bolgeler tanimlanarak belirlenmistir.

Bu yaklasimla tanimlanan aday epigenetik stiriiciilerden biri, interlokin-1
reseptorle iliskili kinaz 3 (IRAK3) olmustur. IRAK3 promotorii, kanserlerde spesifik
olarak hipermetilasyona ugramis olup, bu durum, kolon adenokarsinom gibi bir¢ok
kanserde genin ifadesinin azalmasiyla iliskilidir. Onemli olarak, IRAK3, STAT3, NF-kB

ve MAPK yollar1 dahil olmak iizere kanser hayatta kalmasi i¢in 6nemli olan bir¢ok yolu
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dolayl1 olarak inhibe eder. Bu nedenle, IRAK3'lin agag1 regiilasyonu kanser ilerlemesi
icin biiylik oOlgiide faydalidir. Tiimérijenik olmayan bir hiicre hattinda IRAK3'in
azaltilmasi, in vitro olarak koloni olusumunu artirmak igin yeterli olmustur. HCT116'da
IRAK3, DNA metilasyonu ile susturulmus olup bu hattan IRAK3'iin asir1 ifadesi hiicre
canlilifinda azalmaya yol agmistir (De Carvalho ve ark., 2012).

2.3.5.2. Kodlamayan RNA'lar

Kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar), klasik gen promotorlerinin Gtesinde,
metilasyonun 6nemli bir diizenleyici rol oynadigi elemanlardir. Bu elemanlar arasinda
mikroRNA (miRNA), kiigiik niikleolar RNA (snoRNA), vault RNA (vtRNA) ve uzun
kodlamayan RNA (IncRNA) gibi ¢esitli ncRNA tiirleri bulunmaktadir. Bu elemanlar,
hiicresel siireglerin, 6zellikle proliferasyon, farklilagsma ve gelisim gibi kritik islevlerin
diizenlenmesinde onemli rol oynamaktadir (Esteller, 2011). Anormal hipermetilasyon,
mikroRNA'larin  diizensizlesmesine yol acarak kanser gelisimine katkida
bulunabilmektedir. Mesane kanseri hiicrelerinde, DNMT inhibitérii 5-Aza-2'-
deoksisitidin (5-Aza-CdR) tedavisi, miR-127"nin yukari regiilasyonuna ve proto-onkogen

BCL-6'nin ardindan asagi regiilasyonuna yol agmaktadir (Kulis ve ark., 2012).

Benzer sekilde, akut lenfoid 16semi (ALL) durumunda miR-124a'nin
hipermetilasyon nedeniyle sessizlesmesi, CDK6-RB1 onkogen yolunu aktive ederek
hasta sagkalimini olumsuz etkilemektedir. Ayrica, ALL'de snoRNA'lar SNORD123,
U70C ve ACA59B'in yukarisindaki CpG adalarinin kanser spesifik hipermetilasyonu
sonucunda bu snoRNA'larin transkripsiyonel sessizlesmesi gézlemlenmistir (Ferreira ve
ark., 2012). Mide kanseri ve akut miyeloid 16semi (AML) hastalarinda, ncRNA
nc866i1n, diger adiyla vtRNA2-1, CpG hipermetilasyonuna ugramasi, kotii sagkalim ile
iligkilendirilmistir (Treppendahl ve ark., 2012; Lee ve ark., 2014). Mide hiicre hatlarinda
nc866min in vitro knockdown'u, bilinen onkogenlerin indiiksiyonuna yol agarken,
ncRNA'nin asir1 ifadesi hiicresel proliferasyonu azaltmaktadir. Myelodisplastik
sendromda (MDS), vtRNA1-2 ve vtRNA1-3 promotor metilasyonu ile sessizlestirilebilir
ve VtRNA1-3 promotoriiniin hipermetilasyonu, diisiik riskli MDS hastalarinda azalmis

sagkalim ile iliskilidir (Helbo ve ark., 2015).
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Son olarak, yakin tarihli bir ¢aligma, kismen anotlanmis IncRNA MORT'un DNA
hipermetilasyonu yoluyla epigenetik olarak sessizlestirilmesinin, insan memesi epitel
hiicrelerinin Sliimsiizlestirilmesi i¢in olduk¢a 6nemli oldugunu tespit etmistir. MORT
ifadesinin eksikligi, bir¢ok kanser tiiriinde yaygindir ve 5-Aza-CdR tedavisi ile yeniden
aktif hale getirilebilmektedir. Bu durum, bu IncRNA'nin onkogenez sirasinda
6liimsiizlesme tizerindeki roliinii onermektedir (Vrba ve ark., 2015). Bu bulgular ve diger
bircok caligma, tiimdr baskilayici etkileri olan ncRNA'larin anormal metilasyonunun,
kanserin temel bir 6zelligi oldugunu ve hastalik ilerlemesinde hayati bir rol oynadigini

acikea ortaya koymaktadir.

2.3.5.3. Hipometilasyon

CpG hipometilasyonu, kanserlerde kesfedilen ilk metilasyon degisikligi olmasina
ragmen, bu diizensizligin tiimorijenizdeki roli siklikla g6z ardi edilmistir. Feinberg ve
Vogelstein ile Gama-sosa ve arkadaglari, bir¢ok kanser tiirtinde SmC igeriginde genel bir
azalma tespit etmislerdir. Hipometilasyon, tlimorijenizde erken bir olay olabilir ve siklikla
benign hiperplazide tespit edilmektedir. Metilasyon kaybi, tiimér ilerledik¢e daha belirgin
hale gelmekte olup, metastatik lezyonlar primer tiimorlerden daha fazla demetilasyon

gostermektedir (Li ve ark., 2014).

CpG metilasyonundaki azalmanin ¢ogunlugu, intergenik ve intragenik bolgelerde
gerceklesmektedir. Bu genomik alanlar, tekrarlayan ve transpoze edilebilen elemanlarla
doludur. DNA metilasyonu, bu elemanlar1 baskilamakta olup hipometilasyonlar1 ektopik
gen ifadesine katkida bulunabilir. Uzun aralikli niikleer eleman 1 (LINEI)
retrotranspozonlari, insanlarda endojen mutagenezden biiyiikk Olclide sorumlu olan
hareketli genetik elemanlardir. LINETI insertleri, gen ifadesini biiylik l¢iide etkileyebilir
ve DNA metilasyonu, LINEI'in sessizlestirilmesinde anahtar bir rol oynamaktadir.
LINE1'in promotdriindeki CpG adasinin hipometilasyonu, alternatif MET promotoriinde
izin verici bir kromatin yapisinin benimsenmesini tesvik ederek onkogenin
aktivasyonunu saglar. LINE1 hipometilasyonu, prostat, melanom, mesane ve bobrek
kanseri de dahil olmak {izere ¢esitli kanser tiirlerinde tiimor ilerlemesi ve prognoz
gostergesi olarak taninmistir (Karami ve ark., 2015). Kisa aralikli niikleer elemanlar

(SINE'ler) olarak bilinen bir diger tekrarlayan eleman simifi da benzer sekilde
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metilasyonla diizenlenmektedir ve caligmalar, akut miyeloid l6semide (AML) bu

tekrarlarin metilasyon kaybin1 gézlemlemistir (Saied ve ark., 2012).

Non-CGI promotorlerinin hipometilasyonu, promotor CGTI'larin
hipermetilasyonuna gore ¢ok daha az yaygin olmasina ragmen, onkogenlerin ve proto-
onkogenlerin yukari regiilasyonuna yol acabilir. Ornegin, metastatik kiiciik hiicreli dis1
akciger kanseri tlimorlerinde, varsayillan onkogen engulfment and cell motility 3
(ELMO3) geni, promotdr hipometilasyonu sonucunda Onemli Olgiide asir1 ifade
edilmektedir. Osteosarkomda, Iroquois homeobox 1 (IRX1) yukar regiile edilmistir ve
pro-metastatik bir rol oynamaktadir. IRX1 gen ifadesindeki artig, hem metastatik
osteosarkom hiicre hatlarinda hem de primer hasta 6rneklerinde bulunmustur (Lu ve ark.,

2015). Her iki durumda da, gen ifadesindeki artis, gen promotoriiniin hipometilasyonu ile

iliskilidir.

2.3.6. Kanserde Intergenik ve Intragenik Bolgelerde DNA Metilasyonu

Yillarca, kanser epigenetigindeki arastirma ¢abalar1 biliylik oOlciide gen
promotorlerindeki DNA metilasyonunun diizenlenmesine odaklanmistir. Yeni nesil ve
yiikksek yogunluklu dizi analiz teknolojilerindeki ilerlemeler, arastirmacilarin DNA
metilasyonunu genom ¢apinda incelemelerini miimkiin kilmisti. Bu sayede, non-
promotor intragenik ve intergenik bolgelerin de dinamik olarak diizenlendigi ve hem
fizyolojik degisimlere hem de hastalik durumlarinin gelisimine katkida bulundugu

giderek daha belirgin hale gelmistir.

2.3.6.1. Transkribe Edilen Bolgelerde DNA Metilasyon Degisiklikleri

Promotorlerin aksine, metilasyonun gen baskilanmasina neden oldugu "kapal1"
bir kromatin yapist olusturdugu yerlerde, genlerin transkribe edilen bolgelerindeki
(gbvde) metilasyon seviyesi genellikle gen ifadesi ile pozitif iliskilidir. Glioblastoma
orneklerinin yakin tarihli bir incelemesi, gen gévdesi metilasyonunun MGMT ifadesini
etkileyen islevsel rollerini ortaya koymustur (Moen ve ark.,, 2014). Calisma,
metillenmemis MGMT promotdrii ve yliksek gen govdesi metilasyonu olan tiimdrlerin

yiiksek MGMT ifadesini korudugunu bulmustur. Daha 6nce belirtildigi gibi, MGMT
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ifadesi, TMZ tedavisine diren¢ kazandirmaktadir. Sonug olarak, glioblastoma hiicre
hatlarinin  DNMT inhibitorii decitabine ile 6n tedavi edilmesi, MGMT govde
metilasyonunu azaltarak temozolomide tedavisine kars1 duyarliliklarin1 6nemli 6lglide

artirmistir (Moen ve ark., 2014).

Gen govdeleri cogunlukla CpG agisindan fakirdir, ¢ok sayida tekrarlayan ve
transpoze edilebilen eleman igerir ve genis Ol¢iide metillenmisti. DNA metilasyonu,
transkripsiyonun baglatilmasin1 engellerken, transkripsiyonun uzamasina olanak tanir
(Kulis ve ark., 2013). Ayrica, gen govdesindeki metilasyon, alternatif baslama
noktalarimin  kullanimin1  diizenleyerek transkripsiyon verimliligine de katkida
bulunabilir. GBM'lerin kiiresel metilom analizi, gen govdesi hipometilasyonunun
alternatif promotdrlerden transkripsiyonu tesvik ederek alternatif transkriptlerin ve
onkojenik protein izoformlarinin artan ifadesine yol a¢tigini ileri stirmektedir (Nagarajan
ve ark., 2014). Son olarak, gen govdelerindeki metilasyon kaybi, dokuya 6zgii olarak
susturulmusg distal diizenleyici elemanlar1 (enhancerlar) agiga ¢ikarabilir. Normal B
hiicreleri ve kronik miyeloid 16semi DNA metilasyon profillerinin biiylik 6l¢ekli bir
analizi, ozellikle enhancer bolgeleri hedef alan yaygin gen gévdesi hipometilasyonunu

ortaya koymustur (Kulis ve ark., 2012).

2.3.6.2. DNA Metilasyonu ve Enhancerlar

Promotorlerle birlikte, enhancerlar hedef genlerin ifadesini ve aktivitesini
diizenlemede 6nemli bir rol oynamaktadir. Enhancerlar, DNA'ya dizilim tanima yoluyla
baglanan transkripsiyon faktorleri (TF'ler) icin bir platform goérevi goriir. Enhancer
aktivasyonu genellikle birden fazla TFmnin varligimi gerektirir. Ayrica, islevsel
enhancerlar, H3K4mel ve H3K27ac gibi aktif histon isaretleri ile slislenmistir. "Looping"
gibi uzun menzilli etkilesimler araciligiyla, bu distal elemanlar bagli aksesuar proteinleri
promotorlere ulastirarak giiclii bir transkripsiyonu tesvik eder. Her enhancer, birden fazla

promotdriin aktivitesini diizenleyebilir (Bulger ve Groudine, 2011).

DNA'nin metilasyonunun, aktif histon isaretlerinin varligiyla ters orantili oldugu
not edilmis olsa da, aktif enhancerlar1 belirleyen isaretler gibi, enhancerlarla eslesen ifade
ile iligkili metilasyon siteleri de gézlemlenmistir. Bu sitelerdeki metilasyon, promotorlere

benzer sekilde gen ifadesi ile ters orantilidir ve siklikla ifade seviyelerinin daha iyi bir
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Ongoriiciisiidiir. Ayrica, enhancerlar, promotor siirekli olarak metillenmemis olsa bile, gen

ifadesini hiicre tipine 6zgii bir sekilde diizenleyebilir (Aran ve Hellman, 2013).

TF tanima dizileri ve diger DNA baglanma elemanlar1 genellikle metillenmemis
DNA'da yer alir. DNA metilasyonu, TF'nin DNA'ya baglanmasini engelleyebilir ve
tersine, TF'lerin varligr, DNMT'lerin DNA'ya erisimini engelleyerek DNA
hipometilasyonunu tesvik edebilir (Calo ve Wysocka, 2013). Bu nedenle, enhancerlarda
DNA metilasyonunun ince ayarli modiilasyonu, bircok hedef genin ifadesini biiyiik
Olctlide etkileyebilir. Kanserde, intergenik ve intragenik enhancerlarin hipometilasyonu,
TF'ler i¢in baglanma motiflerini agiga cikarabilir ve asagi akistaki ifade degisikliklerini
tetikleyebilir. Ote yandan, enhancerlardaki DNA hipermetilasyonu, bunlar1 devre dist
birakarak aktif histon isaretlerinin ve transkripsiyon faktorii baglanmasinin kaybina yol
acabilir. Bu tiir degisiklikler, promotdr metilasyon dalgalanmalarindan bagimsiz olarak

gen transkripsiyonunu modiile edebilir (Kulis ve ark., 2013).

2.3.7. DNMT1’in ila¢ Direnci ve Kanser Tedavisindeki Onemi

DNA metiltransferaz 1 (DNMT1), DNA metilasyonunu tesvik etmede kritik bir
rol oynamakta olup, bu durumun kanser ilag direncinin siirdiiriilmesi ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Yapilan arastirmalar, DNMT1'in tiikkenmesinin kanser hiicrelerinde ilag
direncinin iistesinden gelmeye yardimci olabilecegini gostermistir. Ayrica, ¢alismalar,
DNMTI1 ve DNMT3B eksikligi olan kanser hiicrelerinde ilag kaynakli demetilasyonun
belirli DNA metilasyon desenleri ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. DNMTT ile ilag
direnci arasindaki iliski, hepatoseliiler karsinom ve kii¢iik hiicreli akciger kanseri gibi

cesitli kanser tiirlerinde arastirilmistir (Yan ve ark., 2016).

PD-L1/DNMTTI1 eksenine yonelik arastirmalar, belirli kanser tedavilerine karsi
kazanilmis direncin anlagilmasinda 6nemli bir rol oynamakta olup, ila¢ direncinin altinda
yatan molekiiler mekanizmalarin anlagilmasinin 6nemini vurgulamaktadir. Ayrica,
miRNA'larin  DNMTI1 ifadesini diizenleyerek kanser hiicrelerinde ila¢ direncini
etkileyebilecegi gosterilmistir. Bununla birlikte, DNMT1'in  histon deasetilaz
inhibitorlerine karsi direngte rol oynadigi, epigenetik diizenlemenin ila¢ direncindeki

rollinii vurgulamaktadir (Min ve ark., 2017).
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DNMT1, kanser tedavisinde potansiyel bir terapotik hedef olarak tanimlanmig
olup, DNMT]1 ifadesinin inhibe edilmesine odaklanan arastirmalar, tedavi sonuglarini
tyilestirme amaci tagimaktadir. DNMT1'in kanser tedavisindeki 6nemi, ila¢ direnci ile
olan iliskisi ve kanser hiicrelerinde DNMT1 aktivitesini tespit etmek i¢in hassas

analizlerin gerekliligi ile daha da vurgulanmaktadir (Zhao ve ark., 2017).

2.3.8. Epigenetik Terapiler ve DNMT1 Hedefleyen Yaklasimlar

Epigenetik terapiler, kanser gelisimine ve ila¢ direncine katkida bulunan
epigenetik sapmalari tersine ¢evirme amact giiden umut vadeden bir yaklagim olarak
ortaya ¢ikmigtir. Sharma ve arkadaglart (2009) tarafindan belirtildigi tizere, bu terapiler
kanser epigenomunun yeniden programlanmasini hedeflemekte olup hem tedavi hem de
ila¢ direncinin iistesinden gelme potansiyeli sunmaktadir. Furtado ve arkadaslar1 (2019)
ise, epigenetik terapinin, ilaca direncli kanser hiicrelerini diger tedavilere duyarli hale
getirme yetenegine sahip oldugunu ve boylece genel tedavi etkinligini potansiyel olarak

artirabilecegini 6ne siirmektedir.

Ozellikle, DNA metiltransferaz olan DNMT]I, kanser igin epigenetik terapide
onemli bir hedef olarak belirlenmistir. DNMT 1, boliinen hiicrelerde bol miktarda bulunur
ve kanser hiicrelerinde metilasyon inhibisyonu i¢in énemli bir terapdtik hedef haline
gelmistir (Zhu ve ark., 2020). DNMT1 ifadesinin inhibisyonu, 6zellikle meme kanserinde
kanser terapisinin etkinligini artirma stratejisi olarak aragtirilmaktadir. Ayrica, DNMT1'1
hedef alan yaklasimlar, ila¢ direncini tersine ¢evirme ve kanser hiicrelerini tedaviye

duyarl hale getirme ile iliskilendirilmistir (Juergens ve ark., 2011).

Refakter ileri evre kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarinda DNMT
inhibitdrleri ve histon deasetilaz inhibitdrlerini iceren kombine epigenetik terapi, tedavi
direncini asmada etkili oldugunu gostermistir. Ek olarak, epigenetik diizenleyicilerin,
ornegin DNMT1'in, kanser kimyoprevansiyonu stratejisi olarak diyet fitokimyasallar
tarafindan modiile edilmesi arastirilmistir. Tiimorogenezde epigenetik modifikasyonlarin
geri donilisiimlii dogasi, onlar1 kanser terapisi i¢in umut vadeden hedefler yapmaktadir.
Epigenetik diizenlemeyi hedefleyen NRF2/KEAPI1 sinyallemesi gibi yaklasimlar, kanser
tedavisi i¢in potansiyel bir strateji olarak Onerilmektedir (Zhang ve ark., 2022). DNA

metiltransferaz inhibitorleri kullanimini igeren epigenetik terapiler, ¢esitli kanser
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tiplerini, Ozellikle tU¢lii negatif meme kanserini tedavi etme konusunda umut vaat

etmektedir (Yu ve ark., 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

K562S (Imatinib'e duyarli) ve K562R (Imatinib'e direngli) siispansiyon hiicre
hatlar1 deneysel amaglar icin kiiltiirlenmis ve pasajlanmistir. Daha sonra, canli olmayan
hiicreler Trypan mavisi boyasi ile boyanarak mavi-mor boyama yoluyla tanimlanmalari
saglanmis ve Thoma odasi kullanilarak canli hiicre sayimi kolaylagtirilmistir. Bunu
takiben, hem Imatinib'e duyarli K562S hem de direngli K562R hiicrelerinde DNMT1
geninin ekspresyonunu degerlendirmek i¢in 6rneklerden RNA izolasyonu yapilmistir.
DNMT1 gen ifadesinin miiteakip kantitatif analizi qRT-PCR teknigi kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Istatistiksel —analizler SPSS 11.5 yazilim  kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Hiicre kiiltiirii bakimi icin %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %l
penisilin/streptomisin ile desteklenmis RPMI-1640 ortami1 kullanilmistir. Hiicre
kiiltiirlerinin -80°C'de saklanan kriyoviyallerden alinmasi, hiicre ¢ogalmasini tegvik
etmek icin bir su banyosunda hizli ¢oziilmeyi igeriyordu. Cozdiiriilen hiicrelerden elde
edilen hiicre siispansiyonu, %5 CO: ortaminda 37°C'de inkiibasyon i¢in uygun kiiltiir

kaplarina ekilmistir.

Flask igindeki besiyerini aspirasyon yoluyla bosaltmak i¢in 25 cm?'lik sise i¢in 2
ml ve 75 cm?lik sise i¢in 4 ml miktarlarinda 1X PBS kullanilmis ve ardindan hiicre
yiizeyleri hassas bir sekilde yikanmistir. Ortamdan PBS ¢ikarildiktan sonra 25 cm?lik
siseye 5 ml yeni ortam eklenmistir. Buna karsilik, 75 cm?'lik siseye 10 ml taze besiyeri

eklenerek pasajlama islemi baslatildi.

3.1. Besiyeri Degistirme

Flask i¢indeki besiyerini aspirasyon yoluyla bosaltmak i¢in 25 cm?'lik sise i¢in 2
ml ve 75 cm?'lik sise i¢in 4 ml miktarlarinda 1X PBS kullanilmis ve ardindan hiicre
yiizeyleri hassas bir sekilde yikanmistir. Ortamdan PBS ¢ikarildiktan sonra 25 cm?lik
siseye 5 ml yeni ortam eklenmistir. Buna karsilik, 75 cm?'lik siseye 10 ml taze besiyeri

eklenerek pasajlama islemi baslatildi.
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3.2. Hiicre Kiiltiirii ve Imatinib Mesilat Uygulamasi

3.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Pasajlanmasi

Deneysel kullanim i¢in tasarlanan K562S (Imatinib-duyarli) ve K562R (Imatinib-
direngli) siispansiyon hiicre hatlarinin pasajlanmasi asagida ayrintili olarak agiklandigi
sekilde gerceklestirilmistir.

Stispansiyon durumlariyla karakterize edilen K562S hiicreleri ilk olarak bir T-25
sisesinden 10 ml RPMI 1640/Lonza ortamiyla birlikte 15 ml'lik bir siseye aktarilmistir.
Ardindan, hiicre siispansiyonu 1000 rpm'de 4 dakika santrifiij edilmis ve ardindan
stipernatant uzaklastirilmistir. Bunu takiben, hiicre peletine yaklasik 10 ml taze besiyeri
eklenmis ve hiicreler %5 CO?2 ile zenginlestirilmis bir ortamda 37°C'de kiiltiire edilmistir.

Buna karsilik, 5 pM Imatinib'e kars1 direngleriyle bilinen K562R siispansiyon
hiicrelerine benzer bir pasajlama prosediirii uygulanmistir. Bu hiicreler bir T-25 sisesinden
10 ml ortamla birlikte 15 ml'lik bir siseye aktarilmis ve ardindan 1000 rpm'de 4 dakika
santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant atilmis ve hiicre peletine 10 ml besiyeri
eklenmistir. K562R hiicreleri bir T-25 sisesine yeniden ekilmis ve kiiltiirlemeye devam

etmek icin 5 uM Imatinib ile desteklenmis bir ortamda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Hiicre Soylarinin Stoklanmasi

Hiicreler konfluense ulastiginda, sisedeki biiyiime ortami aspirasyon yoluyla
uzaklastirilmistir. Daha sonra, hiicreler 1X PBS ile hassas bir sekilde durulanmis ve
ardindan PBS aspire edilmistir. Hiicrelerin flask yilizeyinden ayrilmasi, serbest
birakilmalarim1 saglamak icin kolaylastirilmigtir. 0,05'lik bir Tripsin-EDTA ¢ozeltisi
eklenmis ve hiicreler daha sonra 5 dakika boyunca %S5 CO: ortaminda 37°C'de
kiiltiirlenmistir. Tripsin aktivitesini durdurmak icin hiicreler on kat fazla tripsin inhibitorii
ile muamele edilmistir. Bundan sonra taze ortam takviyesi yapilmistir. Bu ortam daha
sonra sise i¢indeki hiicre siispansiyonuna eklenmistir. Hiicre slispansiyonu 15 ml'lik bir
Falcon tiipiine aktarildi ve 21°C'de 5 dakika boyunca 800 rpm'de santrifiij edildi.
Ardindan silipernatant aspire edilmis ve los 151kl bir ortamda pelet {lizerindeki her bir
kriyoviyale 1,5 ml dondurma ortami (5 ml DMSO, 5 ml FBS ve 40 ml DMEM'den olusan)

eklenmistir. Son olarak, hiicre siispansiyonu kriyoviyallere dagitilmis ve hiicrelerin uzun
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stireli saklanmasini ve canlilifini saglamak {izere kriyoprezervasyon i¢in derhal -80°C'ye

aktartlmistir.

3.2.3. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

Hiicre sayim1 amaciyla, tripsinizasyonu takiben elde edilen 10 pl hiicre 6rnegi esit
hacimde %0,5 tripan mavisi soliisyonu ile birlestirilmistir. Elde edilen karisim, bu
kombinasyonun 10 pl'si bir thoma lamina aktarilmadan Once iyice karistirilmistir.
Ardindan, mikroskop kullanilarak lam iizerindeki bes alanda hiicreler sayilmustir.
Belirlenen hiicre sayis1 daha sonra islemde uygulanan seyreltme faktorii dikkate alinarak

1 ml besiyerindeki toplam hiicre sayisin1 hesaplamak i¢in kullanilmistir.
1 biiyiik karenin hacmi;
0,1cmx 0,1 cm=0,01 cm?
Bolmenin derinligi; 0,1mm= 0,01 cm
0,01 ecm?*0,01 cm = 0,0001 cm?® = 0,0001ml = 0,1 pl

Hiicre Sayis1 x 10.000
Sayilan Alan x Diliisyon

Konsantrasyon (hiicre/ml) =

Sulandirma katsayis1 (diliisyon); 1:10 diliisyon i¢in; 0,1

side view

—— >
cover slip 0. imm
moat moat
(From Rodok BF

Hematology: clincal principles and appiicatons, ed 2, Phiadelphia, 2002, Saunders )

Sekil 3.1: Thoma Lam Diizeni ve Hiicre Sayisi
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3.2.4. Total Rna izolasyonu

3.2.4.1. Adim Adim RNA izolasyon Protokolii

1.

10.

1.

12.

I mL Tampon RLT'ye 10 uL B-Merkaptoetanol eklenmis, ardindan pipetleme
yoluyla iyice karistirilmis ve homojenizasyon saglanmaistir.

500 mL Tampon RLT, direncli ve hassas hiicrelerin hiicre peletlerine ayr1 ayri
eklenmis, ardindan 10 saniye boyunca pipetlenmis ve Scilogex cihazi

kullanilarak yaklasik 30 saniye boyunca vortekslenmistir.

. Hazirlanan karigimlar daha sonra 2 mL Eppendorf tiiplerine yerlestirilen GDNA

eliminator kolonlarindan gegirilerek RNA izolasyonlarindaki en biiylik endise
olan genomik DNA varlig1 giderilmis ve kolon i¢inde tutulmasi saglanmustir.
Falcon'lardaki K-562S ve K-562R hiicre siispansiyonlar1 yaklasik 500-600 mL'ye
tamamlanmis ve spin kolonlara aktarilmistir.

Bir Hitachi cihazinda 10.000 rpm'de 30 saniye santrifiij islemini takiben, elde
edilen tiiplerin alt kolonlarinin ¢ikarilmasina izin verilmis ve bunlar daha sonra
1,5 mL Eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Ardindan %70 etanol eklenmis ve
yaklasik 10 kez pipetlenerek nazikce karistirilmistir.

Pembe kolonlar (RNeasy spin kolonlar1) agilmis ve her birine bir Onceki
numuneden yaklasik 700 pL aktarilmistir. Bu kolonlar, sonraki adimlarda
kirleticileri yikarken ilgilenilen RNA'y1 6zel olarak tutmak i¢in tasarlanmastir.
10.000 rpm'de 15 saniye santrifiij edildikten sonra alt tiipler atilmis ve kolonlar
yeni 2 mL Eppendorf tiiplerine yerlestirilmistir.

Proteinleri ve tuzlar1 yikamak i¢in tiiplere 700 pL RW1 eklenmis ve ardindan
10.000 rpm'de 15 saniye santrifiij edilmistir.

Santrifiij edilen kolonlar daha sonra 2 mL Eppendorf tiiplerine aktarilmistir.
Ikinci yikama soliisyonu olarak RPE kullanilmus, her tiipe 500 uL eklenmis ve
ardindan ilk yikama i¢in 10.000 rpm'de 15 saniye santrifiij edilmistir.

Sonraki yikamada, ayn sekilde 500 uL RPE eklenmis ve ardindan 10.000 rpm'de
2 dakika santrifiij edilmistir.

Kolonlar tekrar 1,5 mL Eppendorf tiiplerine yerlestirilerek 30 uL. RNaz igermeyen
su filtreye temas ettirilmeden dikkatlice uygulandi. Ornekler 10.000 rpm'de 1

dakika santrifiij edilmeden 6nce 5 dakika dinlendirilmistir.
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13. RNA izolasyon islemini tamamlamak i¢in 6rneklerden 1,5 pL alinip Nanodrop

Ol¢iimleri i¢in Thermo Scientific Nanodrop One kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.5. cDNA Sentezi

K-562R ve K-5628 hiicrelerinde cDNA sentezi i¢in, titiz bir deneysel prosediiriin
ardindan Qiagen QuantiTect Ters Transkripsiyon Kiti kullanilmistir. Baslangigta, her
hiicre tipi i¢in gerekli RNA hacmi belirlenmis ve sogutulmus kosullar altinda islenmistir.
Daha sonra, 8 ul K-562R RNA etiketli tiiplere boliintirken, 4,9 pl K-562S RNA
belirlenmis bagka bir tiipe dagitildi. Tampon GE (2 pl) daha sonra her bir RNA 6rnegine
eklenmis ve ardindan nazikce pipetlenmistir. Ornekler daha sonra bir PCR makinesinde
(Biorad) 42°C'de 5 dakikalik bir inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonrasinda
tiiplere 4 pl 5x Tampon BC3 eklenmistir. Toplam 10 pl hacim elde etmek i¢cin K-562S
ornegine 3 pul RNeas icermeyen su eklenmistir. Buna karsilik, K-562R'nin baglangig
hacmi zaten 10 pl oldugundan, ilave su eklenmedi. Ardindan, her iki tiipe de 2 pul RE
Reverse Transkriptaz karisim enzimi eklenmistir. Bunu takiben, her tiipe 1 pl Kontrol P2
eklenmis ve tyice karistirilmistir. Tiipler daha sonra 42°C'de 15 dakikalik bir inkiibasyona
tabi tutulmus, ardindan 20 pl'lik bir nihai hacim elde etmek i¢in PCR diizenegi iginde
95°C'de 5 dakikalik bir inkiibasyon ger¢eklestirilmistir.

Tablo 3.1: DNA eliminasyon mixi

fcerik K-562R Miktar K-5628 Igin Miktar
RNA Ornekleri 8 ul 4.9 ul
Buffer GE 2ul 2 ul

RNA Free Water - 3ul

Total Hacim 10 pl 10 pl
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Tablo 3.2. cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri

Icerik Miktar
RNA Free Water 3ul
5x Buffer BC3 4 ul
RE Reverse Transkriptaz 2 ul
Control P2 1 ul
Total Hacim 10 pl

3.2.6. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real Time

PCR)

Arastirma ¢alismamizda, gen ifadesi kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu (qRT-PCR) teknigi ile titizlikle degerlendirilecektir. Baslangigta, hiicresel

kaynaklardan ¢ikarilan 1000 nanogram RNA 6rnegi ile bir cDNA sentez kiti kullanilarak
tamamlayict DNA (cDNA) sentezlenecektir. Ardindan, K562R ve K562S genleri i¢in

uyarlanmis primerlerin formiile edilmesini takiben Ger¢ek Zamanli PCR yoluyla gen

ekspresyon profili c¢ikarilacaktir. Ek olarak, B-aktin geni, farkli dokular arasinda

tutarliligi saglamak ve hiicresel canliligi desteklemek i¢in temizlik/referans geni olarak

islev gorecektir.

qRT-PCR analizi sirasinda gen ekspresyon seviyelerini tespit etmek igin primerler

akillica hazirlanmistir. Kullanilan spesifik primer dizileri asagida verilen tabloda

Ozetlenmistir.

Primer Dizilimleri

B Aktin Forward TGTTTGAGACCTTCAACACCC 529bp
B AKtin Reverse AGCACTGTGTTGGCGTACAG

DNMT1 Forward CCATCAGGCATTCTACCA 132bp
DNMT1 Reverse CGTTCTCCTTGTCTTCTCT
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qRT-PCR Programi:

Preinkiibasyon 95°C 600 sn

Amplifikasyon 95°C 30 sn"

<

60°C 30 sn 50 siklus

72°C 30sn”

Melting 95°C 10 sn

65°C 60sn

97°C continuous

3.2. DNA Metiltransferaz 1 Enziminin ifade Diizeyinin Belirlenmesi
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4. BULGULAR

Calismamizda, DNA Metiltransferaz 1 enziminin ekspresyon seviyeleri imatinib
mesilata direngli K562 hiicre hatlar1 ile duyarli K562 hiicre hatlar1 arasinda
karsilastirilmistir. Kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR)
analizi her 6rnek i¢in en az {i¢ Cp degeri iiretmis ve analiz i¢in bu degerlerin ortalamasi

kullantlmistir.

Gen ifade oranlarinin hesaplanmasinda;

ACP eaer (Kontrol- Bmek )

(E

Hedef )

ACPRef( Kontrol- Omek )

(E.)

formiili kullanilmistir. Bu formiil ile hesaplanan gen ifadesi oranlari, log2 tabanina

cevrilmistir.

Tablo 4.1: E (amplifikasyon etkinligi degeri)

K562R vs K562S
Kat Artisi
DNTM1
1.gRT-PCR 1,443929196
2.gRT-PCR 1,071773463
3.gRT-PCR 1,505246747
4.qRT-PCR 1,547564994
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18

16 - 505246747 1,547564994
; 1,3921286
14
12 1,071773463
1
038
06
04
02
0
1.gRT-PCR 2.qRT-PCR 3.qRT-PCR 4.gRT-PCR ortalama

mKat Artisi ™ Ortalama

Sekil 4.1: K562R vs K562S DNTM1

Calismamiz kapsaminda gerceklestirilen kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (qQRT-PCR) analizleri {li¢ kez tekrarlanmistir. Ortalama 1,3921286 kat
degisikligi, imatinib mesilata direngli K562R hiicre hattinda, imatinib mesilata duyarl
K562S hiicre hattina kiyasla DNMTT1 geninin ifade diizeyinde 6nemli bir artig oldugunu

gostermektedir.
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5. TARTISMA

DNA metiltransferazlarin (DNMT'ler) etkisiyle DNA metilasyonu, cesitli
hiicresel siireglerde yer alan énemli bir diizenleyici mekanizmadir. Ozellikle DNMT1,
hiicre boliinmesi sirasinda DNA metilasyon modellerinin korunmasindan sorumludur ve
gen ifadesinin diizenlenmesinde ¢ok 6dnemli bir rol oynadigi bulunmustur. Son yillarda,
DNMTT!1 ifadesinin 6nemi giderek artan bir ilgi konusu olmus ve cesitli arastirma
alanlarinda kapsamli bir sekilde incelenmistir.

Calismamizin temel amaci, imatinib mesilata direngli K562 hiicre hatti ile duyarh
K562 hiicre hattinda DNA Metiltransferaz 1 enziminin ekspresyon diizeyini
karsilastirmakti. Sonug¢larimiz, imatinib mesilata direncli K562 hiicre hattinda DNMT 1
geninin ekspresyonunun duyarli hiicre hattina kiyasla 6nemli dl¢iide arttigini gostermistir.

Bu c¢aligma sirasinda, sonuglarin dogrulugunu ve kesinligini saglamak i¢in qRT-
PCR analizi ii¢ kopya halinde gergeklestirilmistir. Her numune i¢in en az ii¢ Cp degerinin
ortalamasi gen ifadesindeki kat degisikligini hesaplamak i¢in kullanilmistir. Bu yaklasim,
deneysel hatalar1 en aza indirmek ve giivenilir sonuclar elde etmek i¢in gen ekspresyonu
calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Gen ifadesinde elde edilen kat degisikligi olup, imatinib mesilata direngli K562
hiicre hattinda DNMT1 geninin ifadesinde 1,4 kat artis oldugunu gostermektedir. Bu
bulgu, K562 hiicre hattinda imatinib mesilata kars1 direng gelisiminde DNMT1 enziminin
olas1 bir roliine isaret etmektedir.

DNMTI1 gen ifadesinde gozlenen artis ¢esitli faktorlere baglanabilir. DNA
metilasyonunun gen ifadesinin diizenlenmesinde ¢ok oOnemli bir rol oynadigi iyi
bilinmektedir. DNA metilasyon modellerindeki degisiklikler kanser hiicrelerinde ilag
direnci gelisimi ile iligkilendirilmistir. Direngli K562 hiicre hattinda DNMT1 gen
ifadesinin yukar1 regiilasyonunun imatinib mesilata karsi diren¢ gelisimine katkida
bulunmas1 miimkiindiir.

Shin ve arkadaslari (2016) tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alismada,
epigenetik metilasyonla iligkili bir protein olan DNMT1'in ekspresyonu ¢esitli meme
kanseri alt tiplerinde ve stromal tiplerde arastirilmistir. Bulgulari, bazal benzeri tiimorlere
kiyasla luminal tip meme kanseri tiimorlerinde DNMT 1 ekspresyonunda 6nemli bir artig
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, fibroblast bakimindan zengin stromaya sahip

tiimorlerde, adiposit bakimindan zengin stromaya sahip olanlara kiyasla daha yiiksek
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DNMTI1 ekspresyonu gozlemlemislerdir. Bu c¢alisma DNMTI1 ekspresyonu, meme
kanseri alt tipleri ve stromal histoloji arasindaki potansiyel etkilesime 151k tutmaktadir.

Buna paralel olarak, imatinib mesilata direngli K562 hiicre hatlarina odaklanan
calismamiz da DNMT1 ekspresyonuna iliskin ilgi ¢ekici sonuglar ortaya koymustur.
Arastirmamiz, duyarli K562S hiicre hattina kiyasla imatinib mesilata direncgli K562R
hiicre hattinda DNMT]1 ekspresyon seviyelerinde kayda deger bir artis oldugunu
gostermistir. Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) analizi,
direngli hiicre hattinda DNMT 1'in net bir sekilde yukar1 regiilasyonuna isaret eden 6nemli
bir kat degisikliginin altin1 ¢izmistir.

Bu iki caligma arasinda bir tartisma yapildiginda, DNMT]1 ifadesinin farkli
baglamlarda degiskenlik gosterdigi ortaya ¢ikmaktadir. DNMT1 ekspresyonunun meme
kanseri alt tipleri ve tedavi direncindeki etkileri, farkli biyolojik ortamlardaki gesitli
rollerine isaret etmektedir. Imatinib mesilat direngli hiicrelerdeki yiiksek DNMT1
seviyeleri potansiyel olarak ilag¢ direncinin altinda yatan bir mekanizmaya igaret etmekte
ve epigenetik faktorler ile tedavi sonuglari arasindaki karmasik etkilesimi gostermektedir.

DNMT1'in diferansiyel ekspresyonunun anlasilmasi, sadece belirli kanser alt
tiplerine gore wuyarlanmis bireysellestirilmis tedavi yaklagimlarinin  6nemini
vurgulamakla kalmamakta, ayni zamanda tedavi direnciyle miicadelede DNMT1'in
potansiyel terapdtik hedeflemesi hakkinda sorular1 da giindeme getirmektedir. Bu
bulgular toplu olarak, DNMT1'in kanser ilerlemesini ve ila¢ yanmitin1 etkiledigi kesin
mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini vurgulamakta
ve hasta sonuclarini iyilestirmeyi amaglayan hedefe yonelik tedavileri kesfetmek icin yeni
yollar sunmaktadir.

Molekiiler biyoloji ve tibbi aragtirmalar alaninda, DNA Metiltransferaz 1'in
(DNMT1) rolii gesitli baglamlarda giderek daha fazla incelenmekte ve farkli biyolojik
siirecler ve hastaliklardaki 6nemine 151k tutmaktadir.

Noguchi ve arkadaglar1 (2015), yetiskin hipokampiisiindeki noral kok/Oncii
hiicrelerde (NPC'ler) DNMT1 ifadesine odaklanarak ndrogenezi aragtirmistir. Calisma,
DNMT1'in yeni dogan néronlarin hayatta kalmasi ve farklilasmasindaki éneminin altin
cizerek, sinir sistemi bitlinliigiiniin ve islevinin korunmasindaki kritik roliinii
vurgulamastir.

Zhang ve arkadaglar1 (2016), DNMT]1 ekspresyonunu meme kanseri ile iligkili

olarak arastirmig, Ozellikle meme kanseri hastalarinda Ostrojen reseptorii alfa (ERa)
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ekspresyonu ve metilasyon durumu ile korelasyonunu incelemistir. Bulgulari, yiiksek
DNMTT1 seviyelerinin ERa geninin artan metilasyonuyla baglantili oldugunu, bunun da
ERa ekspresyonunun azalmasina yol acarak meme kanseri gelisimi ve ilerlemesine
potansiyel olarak katkida bulundugunu gostermistir.

Calismamizda, imatinib mesilata diren¢li (K562R) ve duyarli (K562S) hiicre
hatlarinda DNMT1'in ekspresyon seviyelerine odaklanilmistir. Arastirma, qRT-PCR
analizi kullanarak bu iki hiicre hattindaki DNMT1 ekspresyonunu karsilagtirmistir.
Sonuglar, hassas hiicre hattina kiyasla imatinib mesilat direncli hiicre hattinda DNMT1
gen ifadesinde 1,3921286 kat artig oldugunu gostermistir.

Bu calismalar toplu olarak degerlendirildiginde, DNMT1'in farkli biyolojik
baglamlardaki roliine iliskin bir model ortaya ¢ikmaktadir. Noguchi ve arkadaslari ve X
(2024) tarafindan elde edilen bulgularin her ikisi de DNMT1'in yukar1 regiilasyonunun
spesifik hiicresel kosullarla (sirasiyla norogenez ve ilag direnci) iligkili oldugunu
vurgulamaktadir. Ote yandan, Zhang ve arkadaslarmin calismasi, DNMTI
upregiilasyonunun meme kanseri baglaminda gen metilasyon modellerini nasil
etkileyebilecegini ve hastaligin ilerlemesi icin ¢ok ©nemli olan gen ekspresyon
seviyelerini nasil etkileyebilecegini gostermektedir. Bu karsilastirmali analiz, DNMT1'in
cesitli hiicresel siiregler ve patolojik kosullardaki ¢ok yonlii roliiniin altin1 ¢izmektedir.

Bir tirozin kinaz inhibitorii olan imatinib, BCR-ABL fiizyon proteinini hedef
alarak Kronik Miyeloid Losemi (KML) tedavisinde devrim yaratmistir. Etkinligine
ragmen, imatinibe kars1 diren¢ gelisimi dnemli bir klinik zorluk teskil etmektedir. Hem
genetik hem de genetik olmayan ¢esitli mekanizmalar bu dirence katkida bulunmakta ve
bu sorunun tistesinden gelmenin karmagikligin1 vurgulamaktadir.

Yaghmaie ve Yeung (2019), BCR-ABL mutasyonlarinin imatinibin baglanmasini
nasil engelledigini ve ilac1 etkisiz hale getirdigini vurgulamistir. 100'den fazla
mutasyonun ortaya ¢ikmasi, kanser hiicrelerinin uyarlanabilirliginin altin1 ¢izmektedir.
Yeni TKI'ler belirli mutasyonlar: ele alirken, yeni mutasyonlar yoluyla direncin siirekli
evrimi bir endise kaynagi olmaya devam etmektedir.

Yaghmaie ve Yeung (2019) tarafindan tartisildigr gibi genetik olmayan faktorler,
imatinib direncinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kinom adaptasyonu ve telafi edici
yollar, kanser hiicrelerinin BCR-ABL inhibisyonunu atlatma yetenegini gostermektedir.

BCR-ABL'deki asir1 ekspresyon gibi degisiklikler dirence daha fazla katkida bulunur.
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Lovera ve arkadaglar1 (2015) imatinib direncini anlamak i¢in yeni bir yol olarak
kinaz konformasyonel dinamiklerine 151tk tutmustur. BCR-ABL'min yapisal
durumlarindaki degisiklikler ilacin baglanmasini ve etkinligini etkilemektedir. Bu
dinamik konformasyonlarin hedeflenmesi, imatinib direnciyle miicadelede umut vaat
edebilir.

Imatinibe direncli ve duyarli K562 hiicre hatlarnda DNMT1 gen ifadesini
karsilagtiran ¢alismamiz, direng mekanizmalarina yeni bir bakis acis1 getirmektedir.
Direngli hiicrelerde DNMT1'in yukar1 regiilasyonu, imatinib direncine potansiyel bir
epigenetik bilesen dnermekte ve dnceki ¢aligmalarla agiklanan mevcut genetik ve genetik
olmayan mekanizmalara bir karmagiklik katmani eklemektedir.

Kronik miyeloid 16semide (KML) ABL kinaz inhibisyonuna diren¢ konusu,
hastalar icin etkili sonuglar saglamak icin siirekli dikkat gerektiren 16semi tedavisinin
kritik bir yoniidiir. Patel ve arkadasalr1 (2017), ABL kinaz inhibitorlerine direncin altinda
yatan mekanizmalar1 arastirarak, ilgili karmasik yollara 151k tutmus ve bu zorlugun
iistesinden gelmek i¢in yeni nesil inhibitorlerin gelistirilmesini tartigmistir. Calismamaiz,
KML'de ila¢ direncine katkida bulunan faktorleri incelemekte ve Ozellikle imatinib
mesilat direncli K562 hiicre hattinda DNA Metiltransferaz 1'in (DNMT1) roliine
odaklanmaktadir. iki calisma arasindaki bu karsilastirma, ABL kinaz inhibitérii direncine
iliskin arastirmalarin mevcut durumu ve KML tedavisindeki bu zorlugu yonetmek i¢in
gelecekteki potansiyel yonler hakkinda degerli bilgiler sunmaktadir.

Patel ve arkadaglar1 (2017), KML'de ABL kinaz inhibisyonuna dirence katkida
bulunan cesitli mekanizmalarin kapsamli bir incelemesini sunmaktadir. BCR-ABLI1
kinaz alanindaki mutasyonlarin ve SRC ve PI3K/AKT/mTOR yolaklar1 gibi alternatif
sinyal yolaklarinin aktivasyonunun direnci artirmadaki roliinii tartigmaktadirlar.
Calismamiz ayrica, KML hastalarinda direncin iistesinden gelmede umut verici sonuglar
gosteren dasatinib ve ponatinib gibi yeni nesil ABL kinaz inhibitdrlerinin gelisimini de
vurgulamaktadr.

Calismamizda oOzellikle DNMT1'in ABL kinaz inhibitor direncindeki roliine
odaklanilmisti. DNMTT1, kanser ilerlemesi ve ilag¢ direnci ile baglantili olan DNA
metilasyonunda yer alan bir enzimdir. Caligma, imatinib mesilat direncli K562 hiicre hatt1
ile hassas K562 hiicre hattindaki DNMT1 ekspresyon seviyelerini karsilastirmaktadir.
Sonuglar, direngli hiicre hattinda DNMTT1 ekspresyonunda bir artis oldugunu gostermekte

56



ve KML'de ABL kinaz inhibitorii direncinde DNA metilasyonunun potansiyel bir rolii
oldugunu diistindiirmektedir.

Iki calisma arasindaki dikkate deger bir benzerlik, daha etkili tedavi stratejileri
gelistirmek i¢in direncin altinda yatan mekanizmalar1 belirlemeye odaklanilmasidir. Patel
ve arkadaslar1 (2017) ¢esitli mekanizmalara daha genis bir genel bakis saglarken, bizim
calismamiz direngte DNA metilasyonunun spesifik roliine odaklanmaktadir. Bir diger
benzerlik ise gen ifade diizeylerini analiz etmek ve nicel veriler saglamak i¢in qRT-PCR
gibi gelismis tekniklerin kullanilmasidir.

Bununla birlikte, iki ¢alisma arasindaki ©onemli bir fark, farkli direng
mekanizmalarina odaklanilmasidir. Patel ve arkadaglar1 (2017) mutasyonlar ve alternatif
sinyal yollar1 dahil olmak iizere bir dizi faktorii tartisirken, bizim galismamiz DNA
metilasyonunun roliinii 6rneklemektedir. Bu durum, KML'deki direncin karmasikligini
ve ilgili ¢esitli mekanizmalar1 tam olarak anlamak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi
gerektigini vurgulamaktadir.

Bu calismalarin bulgulari, KML hastalarinda ABL kinaz inhibitorii direncinin
yonetimi i¢in Onemli ¢ikarimlara sahiptir. Patel ve arkadaslar1 (2017) direncli
mutasyonlar1 ve alternatif yollar1 hedeflemek i¢in yeni nesil ABL kinaz inhibitorlerinin
gelistirilmesine devam edilmesini Onerirken, bizim caligmamiz direncin tistesinden
gelmede DNMTI1 inhibitorleri gibi epigenetik tedavilerin potansiyel kullanimim
vurgulamaktadir. Ayrica, her iki ¢alisma da bireysel hasta direng mekanizmalarina dayali

kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinin 6nemini vurgulamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, imatinib mesilata direngli (K562R) ve duyarli (K562S) K562
hiicre hatlarinda DNA Metiltransferaz 1 (DNMT1) enziminin ekspresyon diizeyini
arastirdik. qRT-PCR analizimiz, DNMT1 gen ifadesinin direncli hiicre hattinda hassas
hiicre hattina kiyasla 1.3921286 kat arttifin1 ortaya koymustur. Bu, DNMT1'in K562
hiicrelerinde imatinib mesilata kars1 direng gelisimine katkida bulunmada potansiyel bir

rolii oldugunu gostermektedir.

DNMT1'in gen ifadesi ve genom stabilitesinin korunmasi dahil olmak iizere
cesitli hiicresel siireglerde 6nemli bir rol oynayan hiicresel DNA metilasyonunun
diizenlenmesinde rol oynadig1 daha once bildirilmistir. Sonuglarimiz, DNMT 1'in artan
ekspresyonunun direngli K562 hiicrelerinde degismis DNA metilasyon modellerine yol
acabilecegini ve potansiyel olarak imatinib direncinin gelisimini etkileyebilecegini

distindiirmektedir.

Ayrica, deneylerin ii¢ kopya halinde gergeklestirilmesinin de gosterdigi gibi
bulgularimizin tutarlilifi, sonuclarimizin gecerliligini  giiclendirmektedir. Bununla
birlikte, K562 hiicrelerinde imatinib direncinde DNMT1'in roliinlin altinda yatan

mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Sonug olarak, calismamiz K562 hiicrelerinde imatinib direncinin gelisiminde
DNMT1'in potansiyel roliine dair kanitlar sunmaktadir. Bu bulgu, imatinib direncinin
iistesinden gelmek ve bu ilacin kronik miyeloid 16semi tedavisindeki etkinligini artirmak
icin yeni stratejilerin gelistirilmesinde etkili olabilir. Bu alanda yapilacak daha ileri
arastirmalar, imatinibe diren¢li tlimorlerin tedavisi i¢in yeni terapdtik hedeflerin ve

yaklasimlarin belirlenmesine yol agabilir.

Imatinib direncinde DNMT1'in etki mekanizmasini arastirin: DNMT1'in K562
hiicrelerinde imatinib direncinin gelisimine nasil katkida bulundugunu tam olarak
anlamak i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Bu, DNA metilasyon modellerini
degistirmedeki roliiniin ve diger hiicresel siirecler iizerindeki etkisinin arastirilmasini

igerebilir.

Imatinibe direngli tiimérler igin potansiyel bir tedavi olarak DNMTI
inhibitorlerinin test edilmesi: Calismamizin sonucglarina gore, DNMT1'in spesifik

inhibitorlerle hedeflenmesi, K562 hiicrelerinde imatinib direncini potansiyel olarak
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tersine ¢evirebilir. Bu alanda yapilacak daha fazla arastirma, imatinibe direngli timorlerin

tedavisi i¢in yeni terapotik yaklagimlarin gelistirilmesine yol agabilir.

DNMT1 ile imatinib direncine dahil olan diger genler arasindaki iligkiyi arastirin:
Calismamiz DNMT1'in roliine odaklanmistir, ancak diger genler de imatinib direncinde
rol oynayabilir. Gelecekteki calismalar DNMTT1 ile bilinen diger direng genleri arasindaki

iligkiyi arastirabilir ve potansiyel olarak tedavi i¢in yeni hedefler belirleyebilir.

Imatinib direncini hedefleyen kombinasyon tedavilerini kesfedin: Hem imatinib
direncine dahil olan molekiiler yolaklar1 hem de DNMT1'i hedef alan kombinasyon
tedavilerinin gelistirilmesi, direncin iistesinden gelmek ve tedavi sonuglarini iyilestirmek

i¢in umut verici bir yaklagim olabilir.

Imatinib direncinde DNMT1'in roliinii dogrulamak icin klinik ¢aligmalar
yiirlitmek: Caligmamiz hiicre hatlar1 iizerinde yiiriitiilmiistiir ve insanlarda imatinib
direncinde DNMT 1'in potansiyel roliinii dogrulamak i¢in klinik ¢aligmalarda daha fazla
dogrulama yapilmasi gerekecektir. Bu, imatinib direngli tiimorlerin tedavisi igin

DNMT1'in hedeflenmesinin klinik etkilerinin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir.
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