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OZET

Ozbakis, S. (2022). miR-638-5p ve Akut Myeloid Losemi Iliskisinin Arastirilmas.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD, Yiiksek Lisans Tezi,
Istanbul.

Akut Myeloid Losemi (AML), yetiskinlerde en sik goriilen 16semi ¢esididir, cocuklarda
ise 16semilerin %20'sinden sorumludur. MikroRNA (miRNA) molekiilleri kiigiik, protein
kodlamayan RNA'lardir fakat hedefledikleri mRNA translasyonunu baskilarlar. Bu
sayede biyobelirteg olma potansiyeli tasimaktadirlar. Son g¢alismalarda miRNA'larin
birden fazla hedef gen iizerinden islev gordiigli ve bircok hastalikla iliskili olduklari
gozlemlenmistir. miR-638-5p, ¢esitli kanser tiirlerinde timor boyutu, prognoz gibi
kanserin klinik o6zellikleriyle iligkilendirilen 6nemli bir tiimér supresér miRNA’dir.
Kanser hiicrelerinde azalan miR-638-5p ekspresyonunun, azalan sagkalim orani ve kotii
prognozla iligkilendirildigi diisiiniildiglinde, hedef genlerinin aydinlatilmasi 6nem
tasimaktadir. Bu tez projesinde insan AML hiicre hatlarina (HL-60 ve NB4) miR-638-5p
mimigi Lipofektamin yardimiyla transfekte edildikten sonra miR-638-5p’nin hiicre
canliligina etkisi WST-8, hiicre oOlimiine etkisi Kaspaz-3 yontemi araciligiyla
incelenmistir. MiR-638-5p’nin olas1 hedef genleri miRWalk, miRDB, Targetscan,
miRTarBase gibi in-silico araglar kullanilarak, literatirde AML disinda ¢esitli kanser
tiirleriyle yapilan ¢alismalarda miR-638-5p’nin hedefledigi gozlemlenen fakat AML igin
arastirilmamig genlerden segilmistir. Segilen PGK1, HOXA9, PIM1, MECP2, MEF2C,
SP1 ve SPAGL1 genlerinin ifade diizeylerinin miR-638-5p ve non-targeting miRNA
transfekte edilen AML hiicrelerinde qRT-PZR teknigiyle arastirilmistir. miR-638-5p
transfekte edilen hiicre hatlarinin ikisinde de kontrol hiicrelere kiyasla PGK1 ve PIM1
ifadelerinin istatistiksel olarak anlamli seviyede baskilandig1 tespit edilmistir. Buna karsin
MECP2, MEF2C ve SPAG1 genlerinin ekspresyonlarinda anlamli bir istatistiksel degisim
saptanmamistir.

Sonugta, HL-60 ve NB4 hiicrelerinde hiicre canliligini ve hiicre 6limiinii etkileyebildigi
tespit edilen miR-638-5p’nin PGK1 ve PIM1 genlerini hedefleyerek AML kanser
patogenezinde rol oynayabilecegine dair 6n bulgular elde edilmistir. AML olgularinin
yonetiminde faydali olabilecek mMRNA diizeyinde tespit ettigimiz bulgularin, in-vitro ve

in-vivo ileri ¢alismalarinin yapilmasi 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: miRNA, miR-638, Akut Myeloid Losemi, HL-60, NB4
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ABSTRACT

Ozbakis, S. (2020). Investigation of the Relationship between miR-638-5p and Acute
Myeloid Leukemia. Istanbul University Institute of Health Science, Genetics, MSc
Thesis, Istanbul.

Acute Myeloid Leukemia is the most common type of leukemia in adults, and is
responsible for 20% of children leukemia. Recent studies shows that miRNAs function
through multiple genes and are associated with many diseases. miR-638-5p is an
important tumor suppressor and associated with clinical features of cancer like tumor size
and prognosis. Because decreased miR-638-5p expression is associated with decreased
survival rate and poor prognosis in cancer, it is important to clarify target genes. In this
project, the effect of miR-638-5p on cell viability was investigated by WST-8 method
and its effect on cell death by Caspase-3 method after miR-638-5p mimic was transfected
to human AML cell lines by using Lipofectamine. Using in-silico tools like miRWalk,
miRDB, Targetscan, miRTarBase, the possible target genes of miR-638-5p were selected
from target genes of miR-638-5p in studies with other cancer types, but were not
investigated for AML. Expression levels of selected genes
(PGK1,HOXA9,PIM1,MECP2 MEF2C,SP1,SPAG1) were investigated by qRT-PCR in
miR-638-5p transfected and control cells. Statistically significant suppression of PGK1
and PIM1 was found in both miR-638-5p transfected cell lines compared to control cells.
Otherwise, no statistically significant change was detected in the expressions of MECP2,
MEF2C and SPAG1.

As a result, preliminary findings show that miR-638-5p affect cell viability and cell death
in AML cells, may play a role in the pathogenesis of AML by targeting PGK1 and PIM1.
It is important to conduct further in-vitro and in-vivo studies at the mRNA level, which
may be useful in the management of AML cases.

Key Words: miRNA, mir-638, Acute Myeloid Leukemia, HL-60, NB4

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 37151



1. GIRIS VE AMAC

Akut Myeloid Losemi (AML), hematopoez siirecinde blast hiicrelerin olusumu
sirasinda meydana gelen bozukluk sonucunda ortaya ¢ikan ve olgunlasamayan myeloid
hiicrelerin kanda ve kemik iliginde birikmesiyle karakterize olan bir tiir kan kanseridir
(1). AML yetiskinlerde en sik goriilen 16semi gesididir ve gocuklarda goriilen 16semilerin

%20'sinden sorumludur (2).

Son caligmalar, gerek hastaliga erken tan1 konulmasi ve prognoz takibi siire¢lerinde
gerekse potansiyel tedavi ile ilgili siireglerde hastaligi daha iyi anlamak ve kisinin
tedaviye verecegi yanit1 kestirmede biyobelirte¢ arastirmalarinin 6nemini gostermistir
(3). Hastaligin hiicresel ve molekiiler diizeyde etkileriyle ilgili ¢alismalar son yillarda
artig gostermesine ragmen tedavide istenilen basarinin elde edilebilmesi i¢in ¢ok daha
fazla aragtirmanin yapilmasi gerekmektedir (4).

MikroRNA (miRNA) molekiilleri kii¢iik, protein kodlamayan RNA'lardir fakat post-
transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu diizenlemede gorev alirlar. miRNA’lar
hedefleri olan protein kodlayan RNA’lara yani hedef mRNA transkriptlerine baglanarak
translasyonu baskilarlar ve bu 6zellikleri sayesinde biyobelirte¢ olarak kullanilmak i¢in
onemli bir adaydir (5). Hiicrede miRNA'lar birden fazla hedef gen iizerinden islev
gordiigli icin son yillarda yapilan calismalarda bir¢ok hastalikla iliskili olduklari
gdzlemlenmis ve bu sebeple bir¢ok kanser tiiriinde tanisal biyobelirte¢ aday1 olabilecegi
bildirilmistir. Hem tanisal hem de terap6tik kullanim potansiyeli olan miRNA ¢alismalart

klinik agidan da 6neme sahip olabilir (6).

Bu tez projesinde arastirilan miR-638-5p, daha once gesitli kanser tiirleri igin
incelenmis ve dnceki ¢aligmalara gore miR-638-5p ekspresyonu tiimor boyutu ve prognoz
gibi kanserin klinik 6zellikleriyle iligkilendirilmistir (7). Beyin tiimori, karaciger kanseri,
gogiis kanseri ve 16semide yapilan ¢alismalarda miR-638-5p ekspresyonunun azalmasi
kotl prognoz, diisiik sag kalim orani ve metastaz ile iligkilendirilmis olup bu kanserler
icin miR-638-5p'nin biyobelirte¢ olarak kullanilabilme potansiyeline sahip olabilecegi
sonucuna ulasilmistir (8-10).

miRNA'larin birden fazla hedef geni bulundugu ve ¢esitli kanser tiirlerinde bir¢cok

biyolojik siiregte rol aldiklari i¢in ekspresyon degisimleri her kanser i¢in aynm degildir,



her kanser ve her olasi hedef gen igin ayr1 ¢alismalar gerekmektedir. Prostat kanseri,
meme kanseri ve 6zafagus kanserinde artmis ifade seviyesi bildirilen miR-638-5p'nin bu
kanserlerde onkogen olarak rol oynadigi buna karsin mide kanseri, karaciger kanseri ve
servikal kanserlerde ise azalmis ifade seviyesine sahip olup timor supresor rol oynadigi
belirlenmistir. miR-638-5p’nin, mide kanserindeki tiimor baskilayic etkisini ise 193 olasi
hedef gen arasindan KCNQ1, DNAJC6, PNP genlerini baskilayarak gosterdigi
bildirilmistir (11-13).

Cesitli kanser tiirlerinde arastirtlan miRNA’lardan biri olan miR-638-5p ile AML
iliskisi konusunda literatiir bilgisi oldukga yetersizdir. Yapilan ¢aligmalara gore miR-638-
Spmin AML igin tiimor supresor rol oynadigr ve biyobelirteg calismalarinin klinik
sonuglar etkileyebilecegi sonucuna ulasilmistir. Fakat AML’de miR-638-5p’nin CDK2
genini hedefleyerek kanser patogenezine katki sagladiginin bildirildigi ¢caligma diginda,
diger potansiyel hedef genler hakkinda literatiirde bilgi bulunmamaktadir (14).

Son yillarda biyobelirte¢ potansiyeliyle arastirilan miR-638-5p’nin, diger kanser
tirlerinde oldugu gibi AML’de de tiimoér baskilayic1 rol oynayarak ilerleyen
aragtirmalarda  AML i¢in potansiyel bir tedavi yontemi olarak Onem tasidigi
gozlemlenmistir. Diislik tedavi ve sagkalim oranina sahip olan AML i¢in de hem tedavi
potansiyeli agisindan hem de erken tani1 ve prognoz agisindan biyobelirteg¢ olarak miR-
638-5p’nin arastirilmasi biiyiik dnem tasimaktadir. Ilerleyen ¢alismalarda bulgularm in-
vitro ve in-vivo olarak dogrulanmasi gerekse de kanser ve miRNA biyobelirtegleri ile

ilgili gelecek galismalara 6nemli bilgi saglayacaktir.

bu tez projesinde HL-60 ve NB4 AML hiicre hatlarinda 6ncelikle miR-638-5p
hiicredeki miktar1 lipofektamin aracili transfeksiyon yontemiyle arttirilarak, miR-638-
5p'nin kanser hiicrelerinin canlilig1 ve 6liimii {izerine fonksiyonel etkileri arastirilmistir.
miR-638-5p'nin potansiyel hedef genlerinin belirlenmesi amaglanmustir. Ayrica in-silico
analizler, literatiir arastirmasi ve veritabani incelemeleri sonucu miR-638-5p icin aday
hedef gen olarak belirlenen; PGK1, HOXA9, PIM1, MeCP2, MEF2C, SP1 ve SPAG1

genlerinin anlatimlari arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Losemi

Losemi, kan hiicresi olusum silirecince meydana gelen hatalar sebebiyle kemik
iliginde olgunlasamayan hiicrelerin birikmesiyle karakterize kotii huylu bir hastaliktir.
Kan kanseri olarak da bilinir. Sekil 2-1’de gériildiigii iizere 16semi, Diinya Saglik Orgiitii
verilerine gore 2020 yilinda en ¢ok 6liime sebep olan kanserler arasinda 10. siradadir.
Insan viicudundaki biitiin sistem ve organlari etkileyebilen l6semiler hangi tiir kan
hiicresinin etkilendigine ve hastaligin seyir hizina gore akut ve kronik, myeloid ve lenfoid
olarak iki sekilde simiflandirilir. Bu siniflar dogrultusunda 16semi genel olarak Kronik
Lenfoblastik Losemi, Kronik Myeloid Losemi, Akut Lenfoblastik Losemi ve Akut
Myeloid Losemi olmak tizere dort alt tiire ayrilir (15, 16).
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Sekil 2-1: WHO verilerine gore 2020 yilinda en ¢ok 6liime sebep olan kanser tiirleri ve 6liim
sayilar1 (Tiim yas gruplan icerisinde) (17)’den degistirilerek alimmstir.

2.1.1. Kronik Lenfositik Losemi

Kronik Lenfositik Losemi (KLL), bati iilkelerinde yetigkinler arasinda goriilen en
yaygin losemi tiriidiir. Olgun B-lenfosit hiicrelerinin kanda, kemik iliginde, lenf
bezlerinde ve dalakta birikimiyle karakterizedir. Gegtigimiz on yilda sik¢a arastirilan

hastaliklardan biri oldugu i¢in, hastaliin patogenezini ve biyolojisini anlamak i¢in



yapilan ¢alismalar sayesinde erken tani ve sag kalim oranini arttiran tedaviler konusunda

oldukga ilerleme kaydedilmistir (18).

2.1.2. Kronik Myeloid Losemi

Kronik Myeloid Losemi (KML), kromozomal bir anomali olan Philadelphia
kromozomuyla iliskilidir. t(9;22) yani BCR- ABL filizyon geninin olusmasi sonucu ABL
proto-onkogeninin siirekli aktif hale ge¢mektadir. Hastaligin sitogenik ve molekiiler
yapisinin bir¢cok kansere kiyasla iyi bigimde aydinlatilabilmesi nedeniyle son yillarda
basar1 orani yiiksek tedavi yontemleri bulunmustur ve bu nedenle sag kalim orani da
yiiksek olan bir 16semi tiiriidiir. Ber-Abl translokasyonu siirekli kinaz aktivitesine sebep

oldugu i¢in, tedavide kinaz inhibitérleri kullanilmaktadir (19).

2.1.3. Akut Lenfoblastik Losemi

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL), ¢ocuklarda en yaygin sekilde goriilen 16semi
tiriidiir. Cocuklarda sag kalim oran1 ¢ok yliksek olsa da yetiskinler i¢in bu oran diisiiktiir.
Kanda ve kemik iliginde olgunlasamayan lenfoid hiicrelerin birikimiyle karakterizedir.
ALL’de hem B hiicreleri hem de T hiicrelerinde sitogenetik degisimler gozlenir. Bu
yiizden, etkilenen hiicre tiirtine gore Akut B Lenfoblastik Losemi ve Akut T Lenfoblastik

Losemi olmak tizere iKi alt tiiri vardir (20).

2.1.4. Akut Myeloid Losemi

Akut Myeloid Losemi (AML), kan hiicresi olusum siirecinde olgunlagamayan
myeloid hiicrelerin birikimiyle ortaya ¢ikan 16semi tiirtidiir. Yetiskinler arasinda goriilen
en yaygin losemi tirii olup bu gruptaki l6semilerin %80’inden, g¢ocukluk ¢agi
16semilerinin de yarisindan sorumludur (21, 22). Hastalik cogunlukla saglikli bireylerdeki
de novo mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. Klinik olarak, ¢ogu hastada zararli, yeteri kadar
olgunlasmamis myeloid hiicrelerin kanda, kemik iliginde ve diger organlarda biriktigi
gozlenir. Kemik iligi infiltrasyonu nedeniyle hastalarda anemi ve bagisiklik sistemi
bozuklugu, yorgunluk ve kilo kayb1 sikayetleri goriiliir (21).

AML’de hastaligin molekiiler biyolojisini anlama konusundaki yogun arastirmalar
sonucunda elde edilen bulgulara ragmen, genel olarak uzun vadede sag kalim orani hala
diistiktiir. Hastaligin siddeti yasa oldukga baglidir ve yas arttik¢a sag kalim orani da
azalmaktadir (Sekil 2-2) (23).
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Sekil 2-2: AML’de 5 yilhik sag kalim oraninin yasa bagh olarak degisimi (24)’deki veriler
kullanilarak olusturulmustur.

2.1.4.1. Simflandirma

Uygun tedavi yonteminin segilebilmesi ve prognoz tahminleri i¢in AML, Fransiz-
Amerikan-Ingiliz (FAB) grubu tarafindan morfolojik &zelliklere dayanarak 9 alt tipe
ayrilmigtir. AML’nin FAB alt tipleri ve bu siniflandirmaya gére prognoz tahminleri Tablo

2-1°de goriildiigii gibidir.

Tablo 2-1: FAB Simiflandirmasina gore AML alt tipleri ve prognozlari (25-28) verileri
kullanilarak olusturulmustur.

FAB Alt Tipi | Alt Tip Adi Prognoz | Oran™*
Derecesi
MO Akut Myeloblastik Losemi, Farklilasmamais 4* %5
M1 Akut Myeloblastik Losemi, Olgunlagsmamis 3* %15
M2 Akut Myeloblastik Losemi, Olgunlagmis 2* %25
M3 Akut Premiyolositik Losemi 1* %10
M4 Akut Myelomonositik Losemi 3* %20
M4 eos | Akut Myelomonositik Losemi, Eozinofil 2* %5




M5 Akut Monositik Losemi 3* %10
M6 Akut Eritroid Losemi 4% %5
M7 Akut Megakaryositik Lésemi 4* %5
2- Daha lyi 4- Daha Ké&ti
1- Gok lyi 3- Ortalama 5- Cok Kot

*: Losemi prognoz derecesi

** Yetigkin AML hastalar1 arasinda goriilme orani

MO, M1 ve M2 alt tipleri myeloid hiicreler igerir. MO-AML, Minimum Farklilasan
AML, tiim AML hastalarinin yaklasik %7°sini olusturur. Genellikle tedaviye direncgle
iligkilidir, kompleks karyotip igerebilir. ALL ile karistirilabilir fakat MO-AML hiicreleri
daha biiyiik, yuvarlak, daha fazla sitoplazma ve ¢oklu ¢ekirdek igeren morfolojiye
sahiptir. Auer cisimcigi gézlemlenemez(29). M1-AML’de kemik iligindeki hiicrelerin
%90°dan fazlas1t myeloblasttir. Hiicreler yuvarlak g¢ekirdekli ve graniilsiizdiir fakat az
sayida graniil igeren hiicreler de gbzlemlenebilir. M0O’dan daha iyi prognoza sahiptir(30).
M2-AML’de hastalarin yaklagik %25’inde kromozom 8 ve 22 translokasyonu
[t(8;21)(022;22)] gozlemlenir. Translokasyon igeren hastalarda daha az relaps orani ve
daha yiiksek olaysiz sag kalim oran1 goriiliir. Translokasyon sonucu ortaya ¢ikan AML-
ETO flizyon proteini RT-PZR yontemi kullanilarak tespit edilebilir. Hiicreler genellikle
olgunlasan myeloid blastlardan olusur. Graniilasyon fazladir ve Auer cisimcikleri
belirgindir (29).

FAB siralamasma gore M3 alt tipi olan Akut Premiyolositik Losemi (APL),
morfolojik, sitogenetik 6zellikleri ve ATRA tedavisinde verdigi yanit sebebiyle AML alt
tipleri arasinda en ayirt edici olandir. Morfolojik yapisinda genellikle birden fazla Auer
cisimcigi gorilir. 15. Kromozomda bulunan PML geni ve 17. Kromozomda bulunan

RAR-a geni arasinda meydana gelen translokasyon [t(15;17)(q22;912)] sonucu olusur.



Bu translokasyon sonucu olusan PML-RAR-o fiizyon proteini sebebiyle olusan
proteinlerin anormal fonksiyonlari, kan hiicrelerinin olgunlasamadan premiyoldsitik
durumda ¢ogalmalarina ve birikmelerine neden olur. Bu birikim sonucu kanda azalan
normal gdrev yapabilen kan hiicresi sayisi, normal beyaz kan hiicrelerinin bozulmasina
da sebep olur ve hastalik belirtileri goriillmeye baslar (29, 31, 32). Amerikada AML
hastaliklarinin yaklasik %5’ini olusturan APL, gecmiste AML alt tipleri arasinda en hizl
oliimciil hale gelebilen tip olarak bilinse de giiniimiizde AML alt tipleri arasinda en iyi
prognoza sahip olandir. Tam remisyon orani yiiksek oldugu igin tedavide gogunlukla
kemik 1iligi nakline ihtiya¢ duyulmaz. Cogunlukla ATRA ve kemoterapi kullanilarak
tedavi edilebilme oran1 yiiksektir ve tedavi sonrasi iki yillik olaysiz sag kalim orani %75-
84 arasindadir(33, 34).

M4-AML’nin ayirt edici 6zelligi hiicrelerin myeloid ve monositik 6zellikleri birlikte
tagimasidir. M1 ve M2’den ayirt edilebilmesi igin, kemik iligi hiicrelerinin %20’den
fazlasinin monositik 6zellik gostermesi gerekir. M4-AML’nin alt tiirii olan M4-€0s,
kemik iligi hiicrelerinin %5 ila %10 arasinda eozinofil icermesiyle karakterizedir(29).

M5-AML’nin M5a ve M5b olmak iizere iki varyanti bulunur. Ikisinde de monositik
kaynakl1 blast sayis1 %80°den fazladir. M5a daha az yaygin olan formudur ve monositik
blastlarda morfolojik farklilagma goriilmez. M5b daha yaygindir ve hiicrelerin %20’den
fazlas1 promonosit benzeri yapidadir (yogun graniilasyon, katlanmis ¢ekirdek). Olgularda
t(9;11), t(8;16) gibi kromozom 11 anomalileri goriilebilir(29).

Onceden Di Guglielmo Sendromu olarak da bilinen M6-AML’de myeloid benzeri
hiicrelerde artis ve eritroid hiicrelerde morfolojik anomaliler gozlenir. Genellikle
anomaliler degisik gorliinimlii, megablastlar benzeri ve ¢ok c¢ekirdekli eritroidler
gozlenmesine yol agar(29).

M7-AML, megakaryosit hiicrelerde meydana gelen morfolojik anomaliler ile
karakterizedir. Megakaryotik displazi ve ¢ok ¢ekirdekli hiicreler en biiyiik tani
materyallerinden biridir. 3. kromozom anomalileri veya ¢esitli kromozom delesyonlari
icerebilir. Kromozom anomalileri kotii prognoz ve diisiik sag kalim oraniyla

iliskilendirilir ve tedaviye yanit verme oran1 disiiktiir(29).

2.1.4.2. Insidans
Amerikan Kanser Toplulugu’nun verilerine gére Amerika’da her y11 31.500 kisiye

16seminin herhangi bir alt tiirlinlin tanis1 konmakta olup ¢ocuklar ve geng yetiskinler



arasinda 6nde gelen 6liim sebeplerinden biridir. Losemi, 40 yas alt1 erkeklerde en 6liimciil
kanserlerden biridir ve 20 yas alti kadinlarda da Onde gelen 6lim sebeplerinden

biridir(35).
Akut losemilerin insidansi tiim kanserler arasinda %3’ten az olmasina ragmen

Bati iilkelerinde tiim 16semilerin %25°ini AML olusturmaktadir. En yiiksek insidans Bat1
Avrupa ve Amerika’da gorilir (36).
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Sekil 2-3: Cesitli yas gruplar: ve tedavi sonrasi 5 yillik sag kalim oranlar iliskisi (28)’den
degistirilerek alinmistir.

Ortalama yillik AML insidans1 3.7/100.00’dir. Sagkalim orani yas arttik¢a
azalmaktadir ve tedavi sonrast bes yillik sagkalim orani, Amerika Ulusal Kanser
Enstitlisti 2010-2016 yillar1 aras1 verilerine gore tiim yas gruplari igerisinde %28,7 olarak
hesaplanmugtir (28). Tedaviden sonra 5 yillik sag kalim oran1 20 yasindan kiigiik bireyler
icin %67, 20 yasindan biiyiik yetiskinler icin %25°tir. Cocuklar yetigskinlerden daha
yiiksek sag kalim oranina sahiptir (Sekil 2-3). Cocuklarda tedavi sonrasi sag kalim orani

genellikle %85-90 arasindadir (37, 38).

Sekil 2-4’te goriildiigi lizere Amerikada 2019 yilinda tespit edilen yeni vaka
sayilarinda ve losemi kaynakli 6liim sayilarinda AML, tiim alt tiirler arasinda en yiiksek

orana sahiptir.
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Sekil 2-4: 2019 yilinda Amerika’da tespit edilen yeni vaka ve 6liim sayilarinin 16semi

alt tiirlerine gore dagilimi (39) verileri kullanilarak olusturulmustur.

2.1.4.3. Etiyoloji

AML’ye sebep olan DNA mutasyonunun sebebi ¢ogu zaman belirsizdir ve
mutasyon de novo olarak ortaya g¢ikar fakat mutasyonlar i¢in risk artigina sebep olan
durumlar vardir. Radyasyona maruz kalma, sigara kullanimi, kanser ve kemoterapi
gecmisi ile Down Sendromu gibi genetik hastaliklarin varligi bilinen risk artisi
faktorlerinden bazilaridir (Tablo 2-2)(36, 40). Yas ve cinsiyet de risk artigina sebep olan
faktorlerdendir. Yas artistyla AML riski de artmaktadir. Ozellikle AML, 65 yas iistii
hastalarda olduk¢a yaygindir. Erkekler, kadinlara gére AML olusumuna daha yatkindir
(Sekil 2-5). Yine de ¢ogu vakada hastaligin etiyolojisi belirsizdir(41).

Tablo 2-2: AML’de risk artisina sebep olan faktorler (41, 42) verileri kullanilarak
olusturulmustur.

Sebep Ornekler

Kanserojen Maddelere Maruz Kalma Radyasyon

Benzen

Genetik Hastaliklar Down Sendromu
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Sekil 2-5: 2000-2017 verilerine gore popiilasyonda kadin ve erkek AML insidansi
karsilastirmasi (43)’tan degistirilerek alinmistir.

2.1.4.4. Klinik Bulgular ve Tam

Losemik hiicrelerin kontrolsiiz artis1 ve saglikli hiicre sayisindaki azalis sebebiyle
klinik bulgular ortaya ¢ikar. Bunlar genel kansizlik belirtileri, kanama, ciltte morarma
enfeksiyon ve ates olarak gézlemlenir. Tam kan sayiminda trombosit diisiikliigii, periferik
kan yaymasinda artmig blast hiicreleri AML tanisin1 destekleyici bulgulardir. Lokosit
sayist yiiksek, diisiik veya normal olabilir, biyokimyasal testlerde LDH ve {irik asit

degerleri yiiksektir (44, 45). Kesin AML tanisi i¢in ve kemik iligi aspirasyonu ve kemik
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iligi biyopsisi yapilmalidir. Kemik iligi biyopsisinde %20 ve daha fazla blast hiicresi
gozlenmesi sonucu kesin AML tanis1 koyulur (46).Yetiskin AML hastalarinin %55’inde
kromozom anomalileri bulundugu i¢in sitogenetik analiz de siipheli hastalarda tam
siirecinin bir parcasidir. Ayirt edici gen fiizyonu veya kromozom kaybi igeren alt tipleri
ayirt edebilmek icin FISH yontemiyle molekiiler sitogenetik analizi yapilabilir.
Molekiiler genetik analizi icin kemik iligi ve kan 6rneklerinden elde edilen DNA ve RNA
ornekleri RT-PZR yontemiyle incelenmelidir (47).

AMVL’nin alt tiplerine ait ayirt edici mutasyonlar1 tespit edebilmek ve 16semi
cesitleri arasinda AML’yi ayirt edebilmek veya AML alt tipleri arasinda siniflandirma
yapabilmek i¢cin akim  sitometrisi, immiinofenotipleme,  Sitokimyasal ve
immiinohistokimyasal yontemler gibi ek inceleme yontemleri uygulanmasi gereklidir. Bu
yontemlerle hiicre yilizeyindeki bulunan ve alt tiplere 6zgii olan belirtegler arastirilir. Bazi
alt tipler belirli kromozom translokasyonlari, delesyonlar1 ve trizomileriyle karakterize

oldugu i¢in sitogenetik analiz AML siniflandirmas1 yapabilmek i¢in gereklidir (48).

2.1.4.5. Prognoz

Prognoz, bir hastaligin olas1 seyrinin, iyilesme veya tekrar etme olasiliginin
tahmin edilmesi olarak tanimlanir (49). Bir hastaligin prognozunun dogru yapilmast hem
en iyi tedavi secenegini secebilmek hem de dnlem alabilmek i¢in 6nemli bir adimdir.
Kromozom degisimleri, gen mutasyonlari, yas, beyaz kan hiicresi sayisi, kemoterapiye

verilen cevap AML i¢in prognoz faktorlerinden bazilaridir (50).

Sitogenetik ve molekiiler anomaliler AML igin iyi ve kotii prognozla
iliskilendirilebilir. ~ Kromozom 8 ve 21 translokasyonu, kromozom 15 ve 17
translokasyonu ve kromozom 16 inversiyonu AML i¢in iyi prognozla iliskilendirilirken
kromozom 5 veya 7 delesyonu, kromozom 11’1 igeren translokasyonlar kotii prognozla
iliskilendirilmistir (36). AML hastalarinda artan DOCK2 gen ekspresyonu ise iyi
prognozla iliskilendirilmis, DOCK2 ekspresyonu daha yiiksek olan hastalarin olaysiz
sagkalim oranlarimin ve genel olarak hayatta kalma oranlarmin daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir (51). Baska bir sitogenetik anomali bulunmadiginda, AML hastalarinda
normal sitogenetige eslik eden NPM1 mutasyonlar1 daha iyi prognozla iligkilendirilmistir.
NPM1 mutasyonlarina sahip hastalarda daha yiiksek tam remisyon oranlar1 ve artan sag
kalim oranlar1 gézlemlenmistir (52). ERG genindeki mutasyonlar sonucu artan ERG

ekspresyonunun hastaligin agresifligini arttirdigi gozlenmis, diisiik sag kalim orani ve
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kotii prognozla iliskilendirilmistir (53). Tablo 2-3’te AML prognozunu etkileyen ¢esitli
faktorler goriilmektedir. Iyi prognoz gosteren alt tiplerde kemik iligi nakli ilk secenek
olarak diisiinlilmez ve genellikle kemoterapi sonrast tam remisyon saglanir. Koti
prognozlu alt tipler i¢in ise kemoterapi yetersiz kaldigindan remisyon olsa bile remisyon

sonrasi kemik iligi nakli 6nerilir(34).

Tablo 2-3: AML’de prognozu etkileyen molekiiler ve sitogenetik faktorler (54-57) verileri
kullanilarak olusturulmustur.

Iyi Prognoz Notr* Kétii Prognoz
inv(16) t(9;11) FLT3-ITD
t(8;21) c-KIT Mutasyonu t(6;9)
t(15;17) +8 £(9;22)
t(16;16) +11 inv(3)
Izole NPM1 Mutasyonu +13 del(5q)
CEBPA Mutasyonu +21 (Down Sendromu) -7
-Y Kompleks Karyotip**

(*Varliginda ve yoklugunda, tam remisyon ve sagkalim oranlarinda anlamli fark gézlenemeyen

anomaliler

**Karyotipin, olumlu prognozla iligskilendirilen anomaliler disinda 3 veya daha fazla kromozom
anomalisi icermesi)

Yas da prognostik faktorlerden birisidir. Hasta yasi arttik¢a, genellikle 55 ve isti,
azalan beyaz kan hiicresi sayisi, artan gen mutasyonlar: ve kromozomal anomaliler,
tedaviye karsi azalan viicut direnci sebebiyle artan hasta yasi, daha kot prognozla
iliskilendirilmistir. Yas artis1 ile sag kalim orani, tam remisyon orani, hastaliksiz sagkalim

oraninda periyodik olarak azalma gozlenmistir. Sekil 2-6’da hasta yasi arttik¢a 6liim
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sayisinin da arttig1 goriilmektedir. Hasta yasi arttik¢a tedaviye verilen tam cevapta, uzun
donem sagkalim oraninda azalma ve indiiksiyon tedavisinden sonra 0liim oraninda artig

gbzlenmistir (58).
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Sekil 2-6: AML’de mortalite ve yas iliskisi (59)’taki veriler kullanilarak olusturulmustur.

2.1.4.6. Tedavi

AML c¢ok hizli ilerleyebilen ve koétiilesebilen bir hastalik oldugu icgin tani
konduktan sonra en kisa siirede tedaviye baglanmalidir. Sekil 2-7’de tani iizerinden gegen
zaman ve sagkalim orami iliskisi goriilmektedir. Tedavi ¢ogunlukla Indiiksiyon ve

Konsolidasyon olarak iki faz igeren kemoterapiden olusur (60).

Indiiksiyon, viicudun yogun kemoterapiye hazirlik yapabilmesine olanak
saglamak ic¢in diisiik dozlarda kemoterapi ile baglar. Yogun kemoterapi asamasinda
kandaki ve kemik iligindeki kanser hiicrelerini 6ldiirebilme amaciyla hastalara yiiksek
dozda kemoterapi verilir. Kemoterapide genellikle iki ilag birlikte uygulanir. Diizenli
olarak kan transfiizyonu gereklidir, gerekli oldugu durumlarda antibiyotik kullanim1 da
onerilebilir. Eger hastanin viicudu yiiksek dozda kemoterapiye uygun degilse, diisiik

dozda farkli kemoterapi ilaglariyla tedavi denenebilir (61).

Konsolidasyon, remisyon saglandiktan sonra hastaligin tekrarini dnlemek ve
hastanin remisyon durumunun devamini saglayabilmek amaciyla uygulanan pekistirme
tedavisi yontemidir. Birkag¢ ay daha siiren birka¢ doz kemoterapi, kemik iligi ve kok hiicre

nakli konsolidasyon tedavileri olarak kullanilabilir. Tedavi siiresince kemoterapi yan
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etkileri genellikle mide bulantisi, kolay kanama ve ¢iiriikk olusumu, ishal, yorgunluk, sag

kayb1, agiz yaralari, kalic1 veya gegici kisirlik seklinde goriiliir (62).

AML tedavisinde genellikle Sitarabin ve bir Antrasiklin ilaci kombinasyonlari
kemoterapi tedavisinde kullanilir. Bu ilaglarin yaygin yan etkileri sa¢ kaybi, ag1z yaralari,

istah kaybu, ishal veya kabizlik, mide bulantisi olarak bildirilmistir (63).
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Sekil 2-7: 2010-2016 verilerine gore tan iizerinden gecen zaman ve sagkalim orani iliskisi
(28)’ten degistirilerek alinmistir.

2.1.4.7. AML Hiicre Hatlan

Hastaliga ait hiicre hatlar1 hem hastalik patogenezinin daha iyi anlasiimasi, hem
de hiicrelerin olas1 tedavi segeneklerine verecegi tedavinin arastirilmasi adina uzun
yillardir in vitro galismalarda kullanilmaktadir. Hastaliga spesifik ve belirli genetik
mutasyonlar1 i¢eren bu hiicre hatlar1 direkt olarak tiimor dokusundan ya da periferik

kandan izole edilen hiicreler olabilir. Losemi, kan hiicrelerini etkileyen bir kanser tiirii
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oldugu i¢in 16semi hiicre hatlar1 genellikle hastalarin periferik kanindan (HL-60) elde
edilen hiicrelerdir (64). Bunun yaninda KG-1 gibi kemik iligi kiiltiirii ile elde edilen

16semi hiicre hatlar1 da bulunmaktadir (65).

Yillar boyu hastalardan gesitli alt tiplere ait insan 16semi hiicreleri izole edilmis
ve in vitro kansere karsi ¢aligmalarda kullanilmistir. Kasumi-1, HL-60 (64), NB4, U937,
THP-1 ve KG1 (66-68) AML hiicre hatlarindan bazilaridir.

HL-60 hiicre hatti, FAB siralamasina gére M3 alt tipine sahip Akut Myeloid
Losemi hastast bir kadinin periferik kanindan koken alan premiyoldsitik hiicre hattidir
(69). Premiyolosit hiicrelerinden olusan hiicre hatti siispansiyon kiiltiirde biiytimektedir
ve iki katina ¢ikma siiresi 36-48 saat arasinda degismekle birlikte ortalama 40 saattir.
Diisiik ve yiliksek yogunlukta mikroskop altinda beklenen goriintiileri Sekil 2-8°de
goriildiigii gibidir. Diger insan 16semi hiicrelerinin aksine HL-60 hiicreleri slispansiyon
kiiltirde sinirsiz ¢ogalabilen hiicrelerdir. HL-60 hiicreleri bazi hiicresel genleri (c-myc,
N-ras, p53) etkileyen yapisal degisiklikler icerdigi i¢in, kanser hiicre proliferasyonu ve
onkogen ekspresyonu ¢alismalarinda 6nemli bir model olmusur (70). HL-60 hiicre
hattinin %10 FBS igeren IMDM veya RPMI-1640 besiyerlerinde, 37°C ve %5 COz i¢eren
ortamda inkiibe edilerek ¢ogaltilabildigi bilinmektedir. (71).

Diigiik Yogunlukta Yiiksek Yogunlukta

Sekil 2-8: HL-60 hiicrelerinin mikroskop altindaki goriintiisii (72)’den degistirilerek
alinmistir.
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NB-4 hiicre hatt1 (Sekil 2-9), FAB siniflandirmasina gére AML M3 alt tipi (APL)
16semili hastanin kemik iliginden tiiretilmis, slispansiyon kiiltiirde sinirsiz ¢ogalabilen
hiicrelerden olugsmaktadir. Hiicreler (15;17) translokasyonu sebebiyle PML-RARA fiizyon
genini tagimaktadir. Hiicreler 6nerilen besiyeri olan %10 FBS igeren RPMI-1640 ile
37°C’de %5 COz ortaminda inkiibe edildiginde ikiye katlanma siiresi 35-45 saat arasinda
degismektedir (73, 74).

Sekil 2-9: NB4 hiicrelerinin mikroskoptaki morfolojik goriintiileri (75)’ten degistirilerek
alinmistir.

Bu tez projesinde AML hiicre hatt1 olarak t(15;17) negatif HL-60 ve t(15;17)
pozitif NB4 hiicreleri kullanilmistir.

2.2. MikroRNA

MikroRNA (miRNA)’lar genellikte 17-25 niikleotidden olusan, kiigiik ve protein
kodlamayan RNA’lardir. miRNA’lar hedef mRNA transkriptine baglanarak transkript
yikimina yol acar veya translasyonu baskilayarak gen ifadesini negatif yonde diizenler.
Asil gorevleri mRNA yikimina sebep olarak protein seviyesi ayarlamak olan miRNA’lar1
kodlayan diziler insan genomunun %1-3’{inii olusturur (76, 77). Bir¢ok biyolojik siiregte
gorev alan miRNA’lar bircok hastaligin da olusum siirecine katkida bulunur (78).
Alzehimer, kalp hastaliklar1 ve diyabet gibi hastaliklarin da olusum siirecinde rol alan
miRNA ekspresyon diizeyleri genellikle kanser tiirleri i¢in prognoz ve sag kalim

oranlariyla iliskilendirilir (79).
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Sekil 2-10: MiRNA olusum mekanizmasi (48)’den degistirilerek alinmistir.

RNA polimeraz II enzimi tarafindan ¢ekirdekte iiretilen, heniiz olgunlagsmamais ve
islev goremeyen miRNA’lara pri-miRNA denir. MiRNA olgunlagsma ve islev gorme
stireci Sekil 2-10’da goriildiigii gibi, ilerleyen islemler i¢in ¢ekirdekte iiretilen pri-miRNA
Drosha enzimi ve DGCRS proteininden olusan kompleks tarafindan taninmasiyla baglar
ve bu islem sonucunda pre-miRNA olusur (80, 81). Islenen pre-miRNA, exportin 5
proteini tarafindan sitoplazmaya taginir. Sitoplazmada, DICER1 geni tarafindan kodlanan
DICER enzimi tarafindan islenen ve ikiye boliinen pre-miRNA, cift ssarmalli olgun
miRNA’ya doniisiir. Olgun miRNA’nin ilerleyen islemlerde gorev alacak olan kilavuz
zinciri RISC kompleksiyle etkilesime gecerken diger zincir hiizre i¢i bozulmaya ugrar.
RISC kompleksine baglanan kilavuz zincir, kompleksin AGO2 proteinine yol gdstererek
kompleksin hedef mRNA dizisinin 3’UTR boliimiine karsit olarak baglanmasini saglar.
Bu baglanmadan sonraki siiregte miRNA ve RISC kompleksi hedef mRNA
translasyonunu onleyebilir ya da direkt hedef mRNA transkriptini pargalayabilir. Her iki
durumda da hedef mRNA ekspresyonu baskilanmis olur (82-84).
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2.2.1. MiRNA ve Kanser iliskisi

MiRNA’lar, kanser biyolojisinin apoptoz, metastaz ve proliferasyon gibi birgok
stirecinde rol alir. Bu yiizden miRNA ekspresyonu, kanser tipi, kanser evresi, hasta
tarafindan tedaviye verilen yanit ve klinik degisimler ile iligkilendirilebilecegi i¢in son
yillarda miRNA’larin 6zellikle kanser tani ve prognozu i¢in biyobelirte¢ olarak kullanim
calismalari artis gostermistir (85). Dolasimda bulunan ve tespit edilen miRNA’lar, oral
kanserler gibi baz1 kanser tiirleri i¢in invazif olmayan biyobelirtegler olarak likit biyopsi
calismalarinda kullanim i¢in arastirma asamasindadir (6).

Ekspresyon analizlerine gére miRNA’lar onkojenik veya tiimdr supresif olarak
siniflandirilabilir. Onkojenik olarak davranan miRNA’larin ekspresyonu engellendiginde
kanser hiicre boliinmesinde azalma ve tedaviye verilen yanitta artislar gozlenir. Tam tersi
timor supresif olarak davranan miRNA’lar i¢in de ekspresyon azalisi kanser olusumuyla
iligkilendirilir ve bu sekilde miRNA’lar biyobelirte¢ olarak tan1 ve prognoz igin
kullanilabilir. Ornegin Kolorektal kanser i¢cin miR-126 ve miR-31 onkojenik davranirken
miR-192, miR-215 ve miR-148a tiimor supresor olarak davranir. Bu ylizden miR-192,
miR-215 ve miR-148a ekspresyonundaki azalma kolorektal kanserde tanisal biyobelirteg
olma potansiyeli tasimaktadir (86).

Kolon kanseri ve Meme kanseri 6rneklerinde arastirilan miR-155 ve miR-21 igin,
hastalarin plasma ve serum Orneklerinde artan miRNA ekspresyonu goézlenmis ve
Ozellikle miR-155 igin bu artis hastalarda metastaz ile iliskilendirilmistir (87). Meme
kanseri icin hasta Ornekleri ve saglikli Ornekler karsilagtirildiginda, miR-331
ekspresyonunun metastatik meme kanseri orneklerinde dnemli oranda artmis oldugu,
mMiR-195 ekspresyonunun ise tam tersi onemli oranda azalmis oldugu gézlemlenmistir.
Dolasimda bulunan bu iki miRNA, metastatik meme kanserinin tanisi ve hastanin
tedaviye verece8i yanit1 kestirmede ve biyobelirte¢ olarak kullanimi konusunda
potansiyel tasimaktadir (88). Tan1 ve prognoz bilgilerinin invazif olmayan yontemlerle
elde edilebilmesinin O6tesinde, miRNA’lar tiimdr supresor genlerin ekspresyonunu
arttirmak veya onkogenlerin ekspresyonunu azaltmak yoluyla terapotik olarak kullanim

potansiyeli tasimaktadir (86).

2.2.2. Onkogen MiRNA’lar
Onkogen miRNA’lar (OnkomiR), hiicre dongiisiine etki ederek hiicrelerin

proliferasyon yetenegini arttirict 6zelliklere sahiptir bu ylizden kanser gibi hastaliklarla
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dogrudan iliskilendirilmistir. OnkomiR’lerin hedef genleri tiimor siipresor genler oldugu
icin, artan onkomiR miktar1 tiimor siipresér gen ekspresyonunu azaltir ve hiicre

dongiisiinde bozulmalar meydana gelir (89).

RT-PZR yo6ntemiyle incelendiginde, normal hiicrelerle karsilastirildiginda kanser
hiicrelerinde anlamli oranda artmis ekspresyon gdsteren miRNA’lar onkogen miRNA
olarak siniflandirilir. Bu miRNA’larin ekspresyonunun azalmasi da hedef tiimor siipresor
gen ekspresyonunda artisa sebep olacagi igin, gesitli kanser tiirlerinde tedavi segenegi
olarak arastirilmaktadir (90). Meme Kkanseri i¢in miR-21 ve miR-200c onkogen
mMiRNA’lar olarak tanimlanmig, meme kanseri hiicrelerinde artan miRNA ekspresyonu
gbzlemlenmis ve bu yiizden tanisal biyobelirte¢ olarak kullanilabilecekleri sonucuna
ulasilmistir (91). Kolorektal kanser igin artan ekspresyon gosteren miR-145, meme
kanseri igin ise miR-21 ve miR-155 onkogen miRNA olarak siniflandirilmis ve olasi
tedavi c¢aligmalarinda miRNA mimikleri ve miRNA inhibitorleri yardimiyla hiicrede

miR-145, miR-21, miR-155 ekspresyonlarinin azaltilmasi lizerinde ¢alisilmistir (92).

Akut Myeloid Losemi hastalarinin kemik iligi rnekleriyle yapilan galigmalarda
miR-155, miR-125b ve miR-100’iin hiicrelerde artan ekspresyon gosterdigi ve bu artigin
AML patogeneziyle iliskili oldugu gézlemlenmistir. Ekspresyonu artan miR-155’in hiicre
proliferasyonunda artisa yol agtigi, miR-125b’nin hedef genlerinden biri olan p53
ekspresyonunu azaltarak 16semi olusumuna yol ag¢tig1 ve miR100’{in ise tiimor slipresor
olan RBSP3 genini hedefleyerek ekspresyon azalisina yol agtigi gosterilmistir (93).
Ayrica miR-181 ailesine ait iic miRNA (181a-3p, 181a-2-3p ve 181b-5p) da AML i¢in
artan ekspresyon artisi, onkogen davranis gostermis ve terapotik caligsmalar i¢cin uygun

hedefler olabilecekleri gézlemlenmistir (94).

2.2.3. Tiimor Siipresor MiRNA’lar

Onkogen miRNA’larin aksine, kanser hiicreleri ve normal hiicreler RT-PZR
yontemiyle incelendiginde, kanser hiicrelerinde tiimor siipresor miRNA’larin
ekspresyonunda azalma gozlenir. Bu azalma miRNA’larin hedef genleri olan
onkogenlerin ekspresyon miktarinda artisa sebep olacagi i¢in, azalan tiimor siipresor
miRNA miktar1 ve artan hedef genler kanser hiicrelerinde koloni olusumu ve artan timor

biiyiimesiyle iliskilendirilmistir (95, 96).

Kolorektal kanser hiicrelerinde tiimor siipresor olan miR-143 ve miR-145

ekspresyon miktarlarinda anlamli azalma gézlenmis ve bu miRNA’larin kanser tespiti
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icin tanisal biyobelirte¢ adayi olarak kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir (97).
Kolorektal kanser i¢in incelenen bir diger miRNA olan miR-8073{in, aday hedef genleri
olan bes onkogene baglandigi ve gen eckspresyonunda azalmaya sebep oldugu
gozlemlenmistir. Kanser hiicrelerinde azalmis ekspresyon gosteren miR-8073,
ekspresyon artig1 saglandiginda kanser tedavisinde kullanilmak iizere terapétik bir aday
olabilecegi sonucuna ulagilmistir (98). Prostat kanseri, meme kanseri, yumurtalik kanseri
gibi ¢esitli kanserlerde incelenen miR-152, bu kanser hiicrelerinde azalan ekspresyon
gostermis ve MET, IRS1, FGF2 gibi ¢eitli onkogenleri hedefledigi ve bu genlerin
ekspresyon artigina neden oldugu sonucuna ulasilmistir. Kanser olusumunda rol oynayan
genleri hedefleyen ve kemoterapi direnciyle de iliskilendirilen miR-152"nin, ekspresyon
artisin1 saglayarak cesitli kanser tiirleri i¢in terapotik kullanimda ileri arastirmalar igin

onemli bir aday olabilecegi sonucuna ulasilmistir (99).

AML hastalar1 ile yapilan g¢aligmalarda miR-370 ekspresyonunun saglikli
orneklerle karsilagtirildiginda anlamli oranda azaldigi ve hedefledigi onkogen olan
FoxM1’in ekspresyon artisina neden olarak kanser hiicre proliferasyonuna katkida
bulundugu gosterilmistir (100). Ayni1 sekilde bir diger timér stipresor miRNA olan miR-
193b, AML hasta 6rneklerinde anlamli azalmis ekspresyon gostermis ve bu ytizden miR-
193b’nin hem tanisal biyobelirteg aday1 olarak arastirilabilecegi, hem de ekspresyonu
yeniden arttirildiginda AML i¢in kullanilabilecek aday terapdtik ajanlardan biri oldugu
bildirilmistir (101). miR-199b ile yapilan ¢alismalarda, AML hastalarinda azalan miR-
199b ekspresyonu genel olarak kotli prognoz ve diisik sag kalim oraniyla
iliskilendirilmis, ayrica M5 alt tipi i¢in de tanisal biyobelirte¢ adayr olarak

kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir (102).

Tiimor stipresor miRNA’lardan biri olan miR-638-5p, cesitli solid tiimorler ve
AML orneklerinde anlamli oranda azalmis ekspresyon gostermis ve CDK2 onkogenini
hedefledigi belirlenmistir (93). Kanser hiicre proliferasyonu ve koloni olusumuyla
iligkilendirilen miR-638-5p ekspresyon azaligi, hem tanisal biyobelirteg arastirmalari igin

aday ozelligi tasimaktadir hem de terapdtik caligmalar i¢in uygun bir adaydir (14).

2.2.3.1. MiRNA 638-5p (miR-638-5p)
miR-638-5p (Sekil 2-11, Sekil 2-12) gliomlar (7), hepatoselliiler karsinom (8),
meme kanseri (9), mide kanseri (103), akciger kanseri (104) ve 16semi (10) gibi ¢esitli

kanserler i¢in arastirilmis ve hiicrede azalan miR-638-5p miktar1 gézlenmis, bu hastalik
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tiirleri i¢in azalan miR-638-5p metastaz, kotli prognoz ve diisiik sag kalim oraniyla
iliskilendirilmistir. Her hastalik igin farkli hedef genleri bulunabilen miR-638-5p,
onkogenleri hedef alarak hedef genlerde ekspresyon azalisina sebep olur ve bu sekilde
hiicrede tiimor supresor olarak davranir. Hiicrede tiimor baskilayicr etkisi bulunan miR-
638-5p, bu 6zelligi sayesinde ¢esitli kanser tiirleri ve solid tiimdrlerde terapotik ¢alismalar

icin uygun bir aday olarak belirlenmistir (105).

MIRG38
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Sekil 2-11: 19p13.2 lokasyonunda bulunan miR-638-5p’nin Genomik Yapis1 (106)’dan
degistirilerek alinmistir.
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Sekil 2-12: hsa-mir-638’e ait stem-loop sekansi (107)’den degistirilerek alinmstir.

Akut Myeloid Losemi ve miR-638-5p iliskisini aragtiran sadece bir c¢alisma
bulunmaktadir ve bu galismaya gore benzer sekilde, azalan miR-638-5p AML igin de
hastalik durumunda koétiilesme, kotli prognoz ve artan metastaz ile iliskilendirilmis ve bu
ylizden miR-638-5p’nin de onkogenleri hedef aldig1 ve miR-638-5p artisinin terapotik
olarak kullanilabilecegi ve prognostik biyobelirte¢ olarak miR-638-5p’ni uygun bir hedef
olabilecegi sonucuna ulagilmistir. MiR-638-5p’nin heden geni olarak AML hiicre
hattinda yalnizca 1 onkogen (CDK2) belirlenebilmistir (14).
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2.3. Tez Cahsmasinda miR-638-5p ile Iliskisi Incelenen Aday Hedef Genler

2.3.1. PGK1

PGK1 (Phosphoglycerate Kinase 1), oksijenli solunum yolaginda 1,3-
difosfogliseratin 3-fosfogliserata doniisiimiinii saglayan glikolitik enzimi kodlayan ve X
kromozomunda lokalize bir gendir. Basta hiicre metabolizmasini diizenleme olmak iizere
anjiyogenez, otofaji, DNA tamiri gibi bir¢ok biyolojik mekanizmada gorevlidir (108).
Hiicre metabolizmasinin bir¢cok yolaginda gorev alabildigi i¢in kanser hiicrelerinin
¢ogalma mekanizmalartyla da iliskilidir. PGK1 ekspresyon artisinin, ¢esitli kanser tiirleri
icin kanser hiicre ¢ogalmasi, kotii prognoz, diisiik sag kalim orani ve artan kemoterapi
direncine sebep oldugu gozlenmistir (109). Karaciger kanseri (110) ve meme kanseri
(111) gibi gesitli kanser tiirleri i¢in onkogen olarak davrandigi gosterilen PGK1, AML
olusumunda da onkogen olarak rol almaktadir. AML hiicre hatlarinda artan PGK1
ekspresyou gozlemlenmis, artan PGK1 kotii prognozla iligkilendirilmis ve biyobelirteg
aday1 olarak PGK1’in 6nemli bir terap6tik hedef olabilecegi belirlenmistir (112).

25.05 kb

v

PGK1-201 - ENST00000373316 >
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Sekil 2-13: PGK1 Geni (113)’ten degistirilerek alinmistir.

2.3.2. HOXA9

HOXA9 (Homeobox A9), 7. Kromozomda bulunan ve gen ekspresyonu,
morfogenez, hiicresel farklilasma, embriyonik gelisim gibi farkli siire¢lerde gorevli
birden fazla transkripsiyon faktoriinii kodlayan bir gendir (114). Normal hematopoez
siirecinde Onemli rolleri bulunan HOXA9 geni ¢esitli kanserlerle ve Ozellikle akut
16semilerle iliskilendirilmis, artan HOXA9 ekspresyonunun kotii prognozla iligkili oldugu
bildirilmistir (115). Glioma (7) gibi kanserler i¢in onkogen olarak davrandigi gosterilen
HOXA9, aynmi sekilde AML gelisim siirecinde de onkogen olarak rol alir. HOXA9
ekspresyonunun artmast AML i¢in de kotli prognoz ve hastaligin siddeti ile dogru orantili

olarak iligkilendirilmis, bu yiizden HOXA9 gen ekspresyonunun azaltilmasi ve
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engellenmesi yoniindeki terapotik ¢alismalarin AML’nin gelecek tedavi ¢alismalart igin

biiyiik 6nem tasidigi sonucuna ulasilmistir (116).

< 3.10 kb

< HOXA9-201 - ENST00000343483
Protein kodlayan

Sekil 2-14: HOXA9 Geni (117)’den degistirilerek alimmstir.

2.3.3. PIM1

PIM1 (Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase), kan hiicrelerinde sinyal
iletimi, hiicre ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi siireglerinde rol alan, 6. kromozomda bulunan
ve B-lenfoid ve myeloid hiicre hatlarinda anlatimi olan bir gendir. Hematopoetik
kanserler ve prostat kanserlerinde ekspresyon artis1 gozlemlenmis ve bu yiizden onkogen
oldugu bilinmektedir (118). Ayni zamanda normal doku 6rnekleriyle karsilastirildiginda,
osteosarkom dokularinda da artan PIM1 ekspresyonu gozlemlenmis ve bu artisin koti
prognoz ve diisiik sag kalim oraniyla iligkili oldugu belirlenmistir. Cesitli kanser tiirleri
icin onkogen olarak davranan bu gen i¢in PIM1 genini hedef alan ve ekspresyonu
azaltmay1 hedef alan terapétik galigmalar bulunmaktadir (119). AML igin de onkogen
olarak davranan PIMI1 ekspresyonu mRNA diizeyinde hasta Orneklerinde saglikli
orneklere kiyasla onemli oranda artmis oldugu gdzlenmis, tam remisyon oraninin ve
remisyona ulagma siiresinin PIM1 ekspresyon seviyesiyle ters orantili oldugu

goriilmiistir (120, 121).

5.28 kb
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Sekil 2-15: PIM1 Geni (122)’den degistirilerek alimmustir.
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2.3.4. MECP2

MeCP2 (Methyl-CpG Binding Protein 2), X kromozomunda bulunur ve
memelilerin gelisim siirecinde 6nemli bir yeri bulunan DNA metilasyonu mekanizmasi
icin gerekli olan proteinleri kodlayan bir gen ailesindendir. Embriyonik gelisim i¢in
gerekli proteinleri kodlayan MeCP2 genindeki mutasyonlar, norolojik gelisim ile ilgili
hastaliklara yol acgabilir ve kadinlarda goriilen bilissel bozukluklarin ¢ogundan
sorumludur (123). Mide kanseri i¢in yapilan arastirmalarda, kanser hiicrelerinde MeCP2
diizeyleri hem mRNA hem de protein diizeyinde artis gostermis, bu artigin hastalar
tizerinde diisiik sag kalim orani ve hastaliksiz kalinan siirede azalma gibi etkileri oldugu
gozlemlenmistir (124). Servikal kanser, yumurtalik kanseri, karaciger ve akciger
kanserleri gibi ¢esitli kanser tiirleri i¢in incelenen MeCP2, incelenen ¢ogu tiimor hiicre
hattinda artan ekspresyon gostermistir. X kromozomunun ¢ogu kanser hiicre hattinda
cogalma gosteren spesifik bir bolgesinde bulundugu i¢in MeCP2 onkogen olarak
smiflandirilmistir  (125). MeCP2 mutasyonlar1  genellikle norolojik hasarlarla
iligkilendirilse de, AML ile ilgilendirilen epigenetik degisimler incelendiginde MeCP2
geninin metilasyonuyla ortaya ¢ikan degisimin AML epigenezinde etkili olabilecegi

gozlenmistir(126).

76.14 kb

I | —

< MECP2-205 - ENST00000453960
Protein kodlayan

Sekil 2-16: MeCP2 Geni (127)’ten degistirilerek alinmistir.

2.3.5. MEF2C

MEF2C (Myocyte Enhancer Factor 2C), miyogenez siirecinde gorevli proteinleri
kodlayan gen ailesi i¢cinde bulunan ve 5. kromozomda lokalize bir gendir. MEF2C geni
tarafindan kodlanan protein kas hiicresi olusum siirecinde, hiicre stabilitesini saglamakla
gorevli oldugu i¢in bu gendeki mutasyonlar genellikle epilepsi, agir bilissel bozukluklar
ve beyin ile ilgili cesitli hastaliklara sebep olur (128). MEF2C ve kanser iliskisini
arastiran ¢alismalara gore, Karaciger kanseri (129) ve endometriayal kanser tiirleri igin
MEF2C gen ekspreyonundaki artis kanser hiicresi dayanikliligi ve diisiik sag kalim
orantyla iligkilendirilmistir. MiIRNA’lar yardimiyla MEF2C ekspresyonu azaltildiginda,
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timor hiicresindeki ilerlemeler, metastaz ve migrasyon engellenmis, tiimdr hiicresi
apoptozu indiiklenmistir (11). Cesitli kanser tiirleri i¢in onkogen oldugu bildirilen
MEF2C AML ig¢in arastirildiginda, ekspresyon artisi kotii prognoz ve tedaviye verilen
diisiik yanitla iliskilendirilmis, MEF2C geni tarafindan iiretilen proteinin AML igin de

onkoprotein oldugu gozlemlenmistir (130).

1Y R T

< MEF2C-209 - ENST00000504921

Protein kodlayan

p 166.07 kb

Sekil 2-17: MEF2C Geni (131)’ten degistirilerek almmustir.

2.3.6. SP1

SP1 (Specificity Protein 1), hiicre farklilagsmasi, hiicre biiyiimesi, apoptoz,
bagisiklik cevabi, DNA hasar onarimi gibi bir¢ok hiicresel siirecte gorevli olan proteini
kodlayan ve 12. Kromozomda lokalize olan bir gendir. SP1 geni tarafindan iiretilen bu
protein, post translasyonal mekanizmalar sayesinde hiicrede aktivatdr veya represor
olarak gorev alabilir (132). Cogu kanser tiirlinde artan ekspresyon artisiyla karakterize
olan SP1 geni, hiicre gogalmasi, apoptoz ve anjiyogenez yolaklarini etkileyerek onkogen
davraniglar segilemektedir. SP1 genini hedefleyen miRNA’lar kullanilarak ekspresyon
azaltildiginda ise tiimor hiicrelerinde migrazyon ve invazyon azalmasi, apoptoz artisi ve
timor hiicresi olusumunda azalma gozlemlenmistir. Cogu kanser tiirtinde oldugu gibi,
AML olusum siirecinde de SP1 geninin onkogen olarak davrandigi, AML hastalarinda
artan SP1 gen ekspresyonu gozlemlendigi bildirilmistir (133).

36.27 kb

e T T

5P1-201 - ENSTO0000327443 =
Protein kodlayan

Sekil 2-18: SP1 Geni (134)’den degistirilerek alinmistir.

2.3.7. SPAG1
SPAG1 (Sperm Associated Antigen 1), genomik lokasyonu 8. kromozom olan ve

spermatogenez ve dollenme siireglerinde gorevli proteini kodlayan bir gendir. Cogu
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zaman sebebi bilinemeyen kisirlik vakalariyla iligkili oldugu belirlenmistir (135). Bunun
yani sira, Pankreatik adenokarsinom dokularinda normal dokularla karsilastirildiginda
artan SPAG1 ekspresyonu gozlemlenmis ve artan gen ekspresyonu kotii prognoz ve
kanser hiicre hareketliligine bagl erken metastaz ile iliskilendirilmistir (136). Prostat
kanseri i¢in de onkogen davranislar gosterdigi gézlemlenen SPAG1 geninin, ekspresyon
artig1 yoluyla diisiik sag kalim oranina sebep oldugu belirlenmistir (137). Adenokarsinom
ve Prostat kanseri gibi kanser tiirlerinde oldugu gibi AML ile ilgili arastirmalarda da,
artan gen ekspresyonu kotli prognoz, agir hastalik seyri ve diislik sag kalim orani ile
iligkilendirilmis, saglikli hiicrelerle karsilastirildiginda AML hiicrelerinde anlamli
SPAGL1 ekspresyon artis1 gozlemlenmistir (138).

83.32 kb >

—p

SPAG1-202 - ENSTOO000388798 >

Protein kodlayan

Sekil 2-19: SPAG1 Geni (139)’dan degistirilerek alinmstir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. HL-60 ve NB4 Hiicre Hatlar1 Temini

HL-60 hiicreleri TC Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi SAP Enstitiisiinden,
NB4 hiicre hatt1 ise Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii’'nden (ASDETAE) temin edilmistir.

iki hiicre hatt1 da %10 FBS ve %1 Penicillin-Streptomycin iceren RPMI-1640
besiyeri ile 37°C, %5 COz inkiibasyon kosullarinda ¢ogaltilmistir. %70 yogunluga ulasan
hiicreler pasajlanmis ve bir kismi sonraki asamalarda kullanilmak itizere %10 DMSO

igeren besiyeri ile birlikte —80°C’de saklanmuistir.

3.1.2. Kullamlan Sarf Malzeme
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenen proje i¢in saglanan
parasal destek kapsaminda talep edilen ve projede kullanilan kalemler Tablo 3-1’de

gorildigi gibidir.

Tablo 3-1: Calismada kullanilan tiiketime yonelik malzemeler ve kullanim amaglari

Adx Kullanim Yeri

Steril Pastor Pipet
RPMI 1640
Penicillin-Streptomycin
FBS

PBS

DMSO

Hiicre Kiiltiirii Islemleri

TagMan Reverse Transcriptase
TagMan Universal Master Mix
TagMan miRNA Assay/
miR-638-5p

TagMan miRNA Assay/RNU43
MIiRNA Mimik/miR-638-5p
miRNA Mimik/Non-Targeting
miRNA

Lipofectamine 2000
Opti-MEM™

Transfeksiyon ve validasyon iglemleri

TRIzol Reagent (100 ML)
Izopropanol RNA izolasyon islemleri
Chloroform (100 ML)




%°70 Ethanol
RNAse-free su
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5x HOT FIREPoI® EvaGreen®
gPZR Supermix UNG
SCRIPT cDNA Synthesis Kit

Gen ekspresyonu arastirilmasi siirecinde cDNA
sentezi ve gRT-PZR islemleri

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Projede istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar Anabilim Dali

Tibbi Genetik Bilim Dali’nin altyap1 olanaklarindan yararlanilmistir. Calisma siiresince

projede kullanilan arag ve ekipman Tablo 3-2’de gortildigi gibidir.

Tablo 3-2: Calismada kullanilan cihazlar, araclar ve kullanim amaglari

Ekipman Adu, Tiirii, Modeli

Projede Kullanim Amaci

Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi i¢ hastalikalar1 AD, Tibbi
Genetik BD Laboratuvarlari

Projenin deneylerinin gerceklestirilecegi

yerdir

CO> Inkiibator- Niive

Proje siiresince hiicre hatlarinin
cogaltilmasi i¢in hiicre ekiminde
kullanilacaktir.

Jel belgelendirme sistemi/Vilber Lourmat

PZR iirtinlerini goriintiilemek ve
kaydetmek i¢in kullanilacaktir.

Gergek-Zamanli PZR(LightCycler480)-
Roche

gRT-PZR deneylerinin yapilmasi i¢in
kullanilacaktir.

Sogutmali Mikrosantrifiij- Hettich Rotina
420R

RNA izolasyonu gergeklestirmek i¢in
kullanilacaktir.

Elektroforez aletleri, giic kaynaklari/
Thermo

RNA iiriinlerinde kalite tespiti i¢in
kullanilacaktir.

Spektrofotometre- NanoDrop-Thermo Sci

Ayristirilan RNA 6rneklerinin
derisimlerinin ve safliklarinin belirlenmesi
icin kullanilacaktir.

Is1 dongii cihazi (Thermal Cycler)-BioRad

cDNA sentezi ve PZR igin kullanilacaktir.

Microplate Reader- BioTek

Hiicre proliferasyonu ve apoptoz deneyleri
icin kullanilacaktir.

(-20) Derin dondurucu-Vestel

Kullanilacak reaktif, soliisyon, kit ve
orneklerin saklanmasi i¢in kullanilacaktir.

(-80) Derin dondurucu-WiseCryo

Kullanilacak RNA 06rneklerinin, hiicre
stoklarinin ve bazi reaktiflerin uzun sureli
saklanmasi i¢in kullanilacaktir.

Cok Kanalli Mikropipet-Thermo Sci.

Cok ornekli reaksiyonlarin yapilmasi i¢in
kullanilacaktir.

Invert Mikroskop-Olympus

Hiicre kiiltiirii deneylerinde hiicre
goriintlileme icin kullanilacaktir.

Laminar giivenlik kabini-Fagus

In vitro deneylerin uygulanmasi ve qRT-
PZR i¢in gerekli amplifikasyon
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reaksiyonlarinin kurulmasi igin
kullanilacaktir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicrelerin Cogaltilarak Pasajlanmasi

HL-60 ve NB-4 hiicre hatlar1t %10 FBS ve %1 Penicillin-Streptomycin iceren
RPMI-1640 besiyeri kullanilarak ¢ogaltildi. Hiicreler ¢cogaltma asamasinda, 37°C olan ve
%5 CO:z iceren inkiibatorde kiiltiire edildi ve gerektik¢e (%70 yogunluk) pasajlandi.

3.2.2. Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi
Yeterince ¢ogaltilan hiicreler, diger deney asamalarinda kullanilmak tizere %10

DMSO igeren RPMI-1640 besiyeri soliisyonu igerisinde -80°C’de dondurularak saklandi.

3.2.3. Hiicre Hatlarina miR-638-5p ve Non-Targeting miRNA Mimik
Transfeksiyonu

Mimik transfeksiyonu i¢in 5nmol miR-638-5p mimigi 500 pL su kullanilarak
¢oziildii. Ekim isleminde 6 kuyucuklu plateler kullanild: ve her bir kuyuya 4x10° hiicre
olacak sekilde ekim yapildi. Hiicre ¢ogaltma asamasindan sonra toplanan hiicrelerin
sayim1 Thoma Lami1 ve Tripan Blue boyasi kullanilarak gerceklestirildi. Sayim igin 20
uL hiicre ve 20 uL Tripan Blue (1:1) kullanildi. Sayimi yapilan HL-60 hiicrelerinden her
bir kuyucukta 4x10° hiicre olmas1 amaciyla 1 kuyucuga 100 pL hiicre ekildi. Sayim
yapilan NB4 hiicrelerinden her bir kuyucukta 4x10° hiicre olmas1 amaciyla 1 kuyucuga
266 uL hiicre ekildi. Ekim sirasinda antibiyotik eklenmemis %10 FBS i¢ceren RPMI-1640
besiyeri kullanildi.

Ekim yapildiktan 24 saat sonra deney grubuna, Lipofectamine 2000 reagent
protokoliine gore mMIiR-638-5p mimik transfeksiyonu ve non targeting mMiRNA
transfeksiyonu gergeklestirildi. Islemler HL-60 ve NB4 hiicre hatlar1 i¢in ayn1 adimlari
igerecek sekilde tekrarlanmigtir. Transfeksiyon adiminda 1(HL-60) hiicre hatti igin

gergeklestirilen islemler sirasiyla asagidaki gibidir;

Bir tiipe 30pmol olacak sekilde Opti-MEM ve miR-638-5p/nt miRNA eklendi.
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Ayr bir tiipe yogunluk 30 pmol olacak sekilde Lipofectamine 2000 reagent ve
Opti-MEM eklendi.

l

5 dakika beklendi.

l

2 tiip karistirildiktan sonra 20 dakika beklendi. Bekleme asamasinda hiicreler 24

saat once ekildikleri 6 kuyucuklu plate iizerinden toplandi ve besiyeri degisimi yapildi.

|

6 kuyucuklu plate’in 2 kuyucuguna transfeksiyon i¢in 1 ml antibiyotik igermeyen

besiyeri ve 1 ml hiicre ekildi.

l

Hiicre ekiminden sonra Transfeksiyon islemi icin birlestirilen Lipofectamine
2000 reagent, Opti-MEM ve miRNA mimik igerek karisim Sekil 3-1’te goriilen 6
kuyucuklu plate’in A-2 kuyucuguna eklendi.

l

HL-60 hiicrelerine yapilan transfeksiyon iglemi yapilan kuyucuklar Sekil 3-1’de

goriildigi gibidir. 24 ve 48 saat sonra 6l¢iim yapilmak tizere 6rnekler duplike calisildi.

Transfeksiyon sonrasi hiicreler gen ekspresyon incelemeleri i¢in 37°C’de 24 saat
inkiibe edildi. 24 saat sonra hiicreler toplandi ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi her hiicre pelleti tizerine 1 mL TRIzol Reagent eklendi. Daha sonra RNA
izolasyonunda kullanilmak iizere toplanan hiicreler TRIzol soliisyonu igerisinde -80°C’de

saklandi.
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MiR-638-5p +
A HL-60/NB4

Non-targeting

B miRNA+

HL-60/NB4

Sekil 3-1: HL-60/NB4 hiicrelerine mimik transfeksiyonu i¢in 6 kuyucuklu plate tasarim.

3.2.4. Hiicrelerden RNA izolasyonu

TRIzol (MRC Inc) kullanilarak miR-638-5p ve non-targeting miRNA
transfeksiyonu gergeklestirilen hiicrelerden 24 saat sonra total RNA izolasyonu yapildi.
Uretici firma protokoliine uygun olarak RNA izolasyonu i¢in sirasiyla asagidaki islemler

uygulandz;

1. Falkon tiiplerde bulunan hiicreler 5 dk 1500 rpm santifiij ile muamele
edildikten sonra pellet lizerine 1 mL TRIzol Reagent eklenerek hiicreler

cozdiiriildil.
2. Pellet ependorfa aktarildiktan sonra tizerine 100 pL kloroform eklendi.

3. 10 dakika bekledikten sonra 13.000 rpm ve 4°C’de 15 dakika santifiij
gerceklestirildi.
4. Santifiij sonrast RNA’nin bulundugu renksiz iist sivi kisim ayri bir

ependorfa alind1 ve tlizerine 500 puL soguk isopropanol eklendi, tiip 15
dakika buzda inkiibe edildi.
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5. Inkiibasyon sonrast 13.000 rpm ve 4°C’de 15 dakika santifiij
gercgeklestirildi.

6. RNA pellet olarak ¢oktiigii i¢in siipernatant kismi atildi ve pellet 500 uL

soguk ethanol kullanilarak tekrar ¢oziildii.

7. Karisim vortex kullanilarak karistirildiktan sonra 12.000 rpm ve 4°C’de 5

dakika santrifiij gerceklestirildi.

8. Siipernatant atildi ve RNA pelleti tiiplerin agz1 agik birakilarak 5-10
dakika kurutuldu.

9. Kuruyan ve ethanolden arman pellet 50 pL RNASse-free su kullanilarak
pipetaj yardimiyla ¢oziildii.

Izole edilen RNA’larin konsantrasyon ve saflik 6l¢iimii i¢in NanoDrop ND-200c
(Thermo Fisher) spektrofotometre kullanildi. RNA integrite kontroli, jel elektroforez
yontemi kullamilarak yapildi. Izole edilen RNA’lar galismanin gerekli asamalarinda

kullanilmak tizere -80°C’de saklandi.

3.2.4.1. TagMan Primer/Prob Sistemiyle cDNA Sentezi ve gRT-PZR Yapilarak
Transfeksiyon Dogrulama Calismasi

HL-60 ve NB4 hiicre hatlarinda gergeklesen transfeksiyonun gercgeklesip
gerceklesmedigini kontrol etmek i¢in miR-638-5p’nin hiicre hatlar1 iizerinde ifade
diizeyine bakilarak validasyon analizi yapildi. Validasyon analizi i¢in CDNA sentezi
yapildi ve LightCycler480(Roche) cihazi ile qRT-PZR yontemi kullanildi. qRT-PZR
deneylerinde TagMan Universal Master Mix(Thermo Fisher) kiti ve TagMan miRNA
problar1 (Thermo Fisher) ile TagMan kontrol problari(RNU43) kullanildi.

e Validasyon analizi i¢in kullanilacak ¢cDNA sentezinde Tablo 3-3’te
goriildiigii gibi miR-638-5p transfeksiyonu, nt transfeksiyon ve RNU43
icin HL-60 ve NB4 i¢in 3’er ayr1 6rnek hazirlandi.
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Tablo 3-3: cDNA sentezi icin kullamilan sarf malzemeler ve miktarlar:

X (uL)

dH20 416
10x Reverse Transcription buffer 1,5

10 MM dNTP 0,15
RT enzim (50 U/uL) 1
RNAse inhibitor (20U/pL) 0,19
TaqMan® MicroRNA Primer 3
Template RNA (15ng/mL) 5

e Tiipler 5 dakika buzda bekletildi.

e ThermalCycler cihazi kullanilarak cDNA sentezi sonrast RT-PZR analizi
icin TagMan protokoliine uygun olarak Tablo 3-4’teki malzemeler
kullanilarak qRT-PZR islemleri ve miR-638-5p ekspresyon incelemesi
gerceklestirildi.

Tablo 3-4: gRT-PZR isleminde kullanilan malzemeler

Miktar
dH20 7 uL
TagMan® Universal Master Mix 11 10 uL

TaqgMan® MicroRNA Prob (RNU43) 1uL

cDNA 2 uL

3.2.5. miR-638-5p’nin Hiicresel Siireclere Etkisinin Arastirilmasi

3.2.5.1. Hiicre Oliimiiniin (Apoptozun) Degerlendirilmesi I¢in Kaspas-3 Deneyi
Transfeksiyon sonrasi 24 saat inkiibe edilen NB4 hiicreleri, miR-638-5p ve nt
miRNA transfeksiyonunun apoptoza etkilerini aragtirmak iizere toplanan hiicrelere Tablo

3-5’ teki malzemeler belirtilen miktarlarda kullanilmustir.
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Tablo 3-5: Apoptoz 6l¢iimiinde kullanilan malzemeler

Soliisyon Miktar
1x Washing Buffer 400 uL
Lysis Buffer 1uL

Tetramethyl-benzidine 100 pL
Reaksiyon durdurucu 100 pL
dH.0 140 uL

Uygulanan adimlar asagidaki gibidir:

Santrifiij sonras1 PBS ile yikanan hiicreler tekrar santrifiij edildi ve pellet

kismiyla isleme devam edildi.
Pellet kismina PBS ile yikama islemi tekrarlandi.

ELISA hiicre 6liimii saptama kiti (Human Caspase 3 Instant ELISA Kit)
protokoliine uygun olarak pellet 1 mL lysis buffer kullanilarak ¢ozdiiriildii
ve 60 dakika ¢alkalayic1 (EcoTech, BioTechnology) ile birlikte oda
sicakliginda inkiibe edildi.

Santrifiij (15 dakika, 1000 xg) sonrasi parcalanan hiicreler ilerleyen

asamalarda kullanilmak tizere -80 °C’de saklandi.

Mikro ELISA plakasindaki kuyucuklara 3 tekrarli olmasi planlanarak hem
deney hem de kontrol 6rnekleri i¢in 140 uLL dH,O eklendi.

Kuyucuklara 10 pL 6nceden hazirlanan ve saklanan hiicre lizatlar1 eklendi.

Hazirlanan plaka cover ile ortiilerek oda sicakliginda ve ¢alkalayici ile

inkiibe edildi.

Yikama islemi kit protokoliine uygun olarak ve 1x Washing Buffer (+4°C)
kullanilarak gerceklestirildi.
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e Tiim kuyulardaki bilesenler tamamen kuruduktan sonra kuyucuklara 100
uL Tetramethyl-benzidine (TMB) eklendi ve 20 dakika karanlik

kosullarda inkiibasyon siiresi tamamlandi.

e MULTISKAN FC mikro plaka okuyucu (ThermoFisher Sci.) kullanilarak
620 nm’de Standart 1 kuyucugunun OD degerinin ~ 0.9’a kadar yiikselisi
takip edildi.

e Beklenen degere ulasan kuyucuklara reaksiyon durdurucu eklenerek
apoptoz kaynakli iiretilen niikleozomal olusum miktari, 405 nm’de

sleiildi.

3.2.5.2. Hiicre Canhhigimn (Proliferasyon) Degerlendirilmesi i¢cin WSTS8 Deneyi

mMiR-638-5p mimigi ve non-targeting miRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerin
proliferasyon degisimlerini incelemek amaciyla WSTS8 (Sigma) yontemi kullanildi.
Sayimi yapilan HL-60 hiicrelerinden 96 kuyucuklu platelere her bir kuyucuga 5x10°
hiicre olacak sekilde ekim gergeklestirildi. Her bir kuyucuga 10 pL hiicre canlilig1
deteksiyon boyasi (cell viability detection reagent) eklendi. 48 ve 72. saatlerde 6lgiim
yapabilmek icin hiicre ekimi 3 tekrarli olacak sekilde 2 farkli 96 kuyucuklu plate {izerine

tasarland1. Ekimi tamamlanan 6rnek plate Sekil 3-2’deki gibidir.
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miR-638-5p + HL-60
ntmiRNA + HL-60
miR-638-5p + NB4
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Sekil 3-2: Hiicre canliligi 6l¢iimii icin 96 kuyucuklu plate’e ekilen hiicreler.

Hiicre ekiminden sonra 37 °C ve %5 CO: ile inkiibe 24 saat inkiibe edilen
hiicrelere miR-638-5p ve non-targeting miRNA transfeksiyonu gergeklestirildi.
Hiicrelerin proliferasyon degisimini degerlendirmek tizere 48 ve 72. Saatlerde 450 nm’de
6lgtim yapabilen MULTISKAN FC micro plate (ThermoFisher Sci.) cihaz protokoliine

uygun olarak olgiildii.

3.25.3.In Silico Yéntemlerle miR-638-5p’nin Potansiyel Hedef Genlerinin ve
Primerlerin Belirlenmesi

Potansiyel hedef genlerin seciminde literatiirde AML ile iliskilendirilen fakat
daha 6nce AML hiicrelerinde miR-638-5p araciligiyla incelenmemis genler secilmistir.
Genlerin miR-638-5p’nin hedef genlerinden olmasi hedeflendigi igin Targetscan ve

miRTarBase sitelerinden yardim alinmistir.

Literatiirden segilen primer giftleri (Tablo 3-6) SNPCheck ve UCSC in silico PZR
programlar1 yardimiyla kontrol edildi, erime sicaklik degerlerinin birbirlerine yakin
olmasina ve SNP icermemesine dikkat edildi. Secilen primerlerin genomda hedeflenen
genler disinda non-spesifik baglanmalar yapip yapmadigi BLAST yardimiyla kontrol
edildi.
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Tablo 3-6: qRT-PZR islemlerinde kullanilan primer dizileri

Baz
Primer Dizisi Sayisi Tm |Referans
PIM1-F 5'- CCGTCTACACGGACTTCGAT-3’ 20 60.1 |(140)
PIM1-R 5'- CTGGCCCCTGATGATCTCTT-3’ 20 61.5 |(140)
PGK1-F 5 TCACTCGGGCTAAGCAGATT-3 20 60 | (141)
PGK1-R 5-CAGTGCTCACATGGCTGACT-3' 20 60  |(141)
MeCP2-F |5-ACTTCTGGCCCTGGTTAGGT-3' 20 60 | (142)
MeCP2-R  |5-CCGTGACCGAGAGAGTTAGC-3' 20 60 | (142)
MEF2C-F |5-GCACCAACAAGCTGTTCCAG-3' 20 618 |(143)
MEF2C-R |5-TGTCTGAGTTTGTCCGGCTC-3' 20 614 |(143)
HOXA9-F |5-CCACGCTTGACACTCACACT-3' 20 59.9 |(144)
HOXA9-R |5-TCGTCTTTTGCTCGGTCTTT-3' 20 60 | (144)
SP1-F 5-TTGAAAAAGGAGTTGGTGGC-3' 20 60.1 |(145)
SP1-R 5-TGCTGGTTCTGTAAGTTGGG-3' 20 58.8 |(145)
SPAG1-F  |5-CCGCAGTGGTATAGCAACAG-3' 20 59.4 |(146)
SPAG1-R |5-GGCTTTCACGTTCCCATCAG-3' 20 62.9 |(146)
p-actin-F | 5°-GCCTCGCCTTTGCCGATC-3’ 18 66.5 |(147)
p-actin-R | 5>-CCCACGATGGAGGGGAAG-3’ 18 63.8 |(147)

3.2.5.4. Gen Ekspresyon Seviyelerinin Tespiti I¢cin ¢cDNA Sentez Islemlerinin
yapilmasi

Transfeksiyon sonrast RNA izolasyonu yapilan HL-60 ve NB4 hiicrelerinden cDNA
sentezi SCRIPT Reverse Transcriptase (BioRad) ve Oligo-dT Primer, RNA (HL-60 igin
total 300 ng, NB4 i¢in total 500 ng) ve Script cDNA sentez kiti (BioRad) kullanilarak

gerceklestirildi. cDNA sentezi asamasinda uygulanan adimlar agsagidaki gibidir;

1. HL-60 miR-638-5p ve non targeting transfeksiyon ornekleri, NB4 miR-
638-5p ve non targeting transfeksiyon ornekleri i¢in (n=4) RNA template
igeren Primer karigiminin hazirlanmasi asamasinda Tablo 3-7’de goériilen
bilesenler 1 6rnek icin belirtilen miktarlarda niikleaz igermeyen bir tiipte

birlestirildi.
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Tablo 3-7: Primer karisimi icin kullamlan malzemeler

Bilesen

Miktar (uL)

RNase-free water

Total hacmi 10 pL’ye tamamlayacak
sekilde degisken

RNA template

Son RNA konsantrasyonu 10 pg - 5 ug
olacak sekilde degisken

Oligo-dT Primer (50 pmol)

0.5uL

2. Ik adimda hazirlanan karigim pipetaj yardimiyla karigtirildiktan sonra

denatiirasyon i¢in 65-70 °C sicaklikta 5 dakika inkiibe edildikten sonra

primerlerin baglanmasini saglamak icin buz lizerine alindi.

3. Reaksiyon karigimini hazirlamak igin Tablo 3-8’de goriilen bilesenler

belirtilen miktarlarda ayr1 bir niikkleaz igermeyen tiipte birlestirildi.

Tablo 3-8: Reaksiyon karisiminda kullanilan malzemeler

Bilesen

Miktar

RNAse-free water

Total hacmi 10 pL’ye tamamlayacak

sekilde degisken
SCRIPT RT Buffer complete (5x) 4 uL
dNTP Mix (10 mM) 1uL
RNAse Inhibitor (40 U/uL) 0.5 uL
SCRIPT Reverse Transcriptase (200 U/uL)|0.5 puL

4. 10 puL RNA template/Primer karisimi ile 10 pL reaksiyon karisimi

birlestirilerek buz tizerinde pipetaj yapildu.

5. Her 6rnek i¢in 20 pL reaksiyon karigimi elde edildi.

6. Tiipler PZR cihazina yiiklendi ve Tablo 3-9’da goriilen protokole uygun

olarak isleme alindi ve cDNA sentezi gerceklestirildi.



Tablo 3-9: cDNA sentezi icin uygulanan PZR protokolii

25°C 5 dakika
46°C 20 dakika
95°C 1 dakika
4°C o0

3.2.5.5. Gen Ekspresyon Seviyelerinin Tespiti icin qRT-PZR Islemlerinin Yapilmas

gRT-PZR islemlerinde normalizasyon igin B-aktin geni kullanildi. Uretici firma
protokoliine uygun olarak EvaGreen qPZR Supermix kullanildi. miR-638-5p’nin aday
hedef genleri olarak secilen 7 genin ifade diizeyi analizleri i¢in Tablo 3-6’daki primer
ciftleri kullanildi.

gRT-PZR islemlerinde kullanilmak {iizere liyofilize haldeki primerler, stok

konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde niikleaz icermeyen su kullanilarak ¢6ziildi.

7. Elde edilen 4 farkli cDNA 6rneginin (HL-60 miR-638-5p, HL-60 nt, NB4
miR-638-5p, NB4 nt) gRT-PZR islemleri i¢in EvaGreen boya ve 10 uM

olacak sekilde seyreltilen primer ¢iftleri kullanildi.

8. EvaGreen protokoliine uygun olarak incelenecek her genin ekspresyon

analizi i¢in Tablo 3-10’da goriilen karisim hazirlandi.

Tablo 3-10:qRT-PZR islemleri i¢in hazirlanan karisim

X (pL) 10x (uL)
gRT-PZR mix (5X HOT FIREPol 4 40
EvaGreen qPZR Supermix)
Forward Primer (10pmol/pL) 0,4 4
Reverse Primer (10pmol/pL) 0,4 4
dH20 13,2 132
cDNA 2 20
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9. Hazirlanan miksler 96 kuyucuklu plate’e 2 tekrarli olacak sekilde
dagitildi.

10. Karisim eklendikten sonra ilgili kuyucuklara 2’ser uL cDNA eklendi ve

toplam hacim 20 puL’ye tamamlandi.

11. Plate seal kullanilarak kapatildiktan sonra ¢ok kisa siireli santrifiij edildi.
Ardindan LightCycler480 (Roche) cihazina yerlestirilerek ekspresyon

analizi gerceklestirildi.

3.2.6. Istatiksel Analiz

Calisma verilerinin istatiksel analizleri i¢in SPSS 28 yazilimi kullanildi. Veriler
ortalama + standart sapma olarak verildi. Istatiksel anlamlilik degerlendirmesi igin
Student’s t test kullanild1 ve test sonucuna gore p degeri 0,05’ten kiiglik olan veriler
anlaml1 olarak kabul edildi. Deneyler 2 veya 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. qRT-PZR

sonuglarmin rélatif kantitasyon analizi icin 244¢t

metodu kullanildi. Bulgularin grafik
cizimleri ve diger figiirlerin olusturulmasinda basta GraphPad Prism 9.3 yazilim1 olmak

tizere Paint programi ve Microsoft Excel yazilimindan yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicrelerden RNA Sentezi

TRIzol yontemi kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirilen miRr-638-5p ve nt-
miRNA transfekte edilmis hiicrelerin NanoDrop ND-200c (Thermo Fisher)
spektrofotometre cihazi kullanilarak Olgiilen konsantrasyon ve saflik Glg¢iimlerine ait

degerler Tablo 4-1’de belirtilmistir.

Tablo 4-1: NanoDrop ND-200c¢ (Thermo Fisher) spektrofotometre bulgulari.

Konsantrasyon Safhik
HL-60 / miR-638-5p 36 ng/uL 1,85
HL-60 / nt MiRNA 89 ng/uL 1,87
NB4 / miR-638-5p 140 ng/uL 1,81
NB4 / nt miRNA 82 ng/uL 1,80

4.2. Transfeksiyon Validasyonu
gRT-PZR yontemiyle inceleme sonucunda transfekte edilen hiicrelerde, kontrol

hiicrelerine gbére anlamli Olgiide artan miR-638-5p seviyeleri transfeksiyonun

gerceklestigini dogrulamistir (Sekil 4-1).

HL-60 Hiicreleri NB4 Hiicreleri

50000 =
A nt kontrol

— :
40000 V¥ miR-638-5p

30000- W
20000

10000 -

Sekil 4-1: HL-60 ve NB4 hiicrelerinde miR-638-5p mimik transfeksiyonunun doegrulamasi
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4.3. WST8 Deneyi ile Hiicre Canhlig Ol¢iimii

WST-8 yontemiyle 48 ve 72. saatlerde incelenen hiicrelerde, hem HL-60 (p=0,033
ve p=0,032) hem de NB4 (p=0,028 ve p=0,027) hiicre hattinda hiicre canliliginin anlaml
o6l¢iide baskilandig tespit edilmistir (Sekil 4-3).

HL-60 hticre hatti

150 -
oY)
- l
= e
& 100 1
o
2 ‘ mnt
o
:J:: 50 1 ¥ miR-638-5p
° i
o ——
0 ‘L‘*--______ ]__‘/j:

48 saat
72 saat

Sekil 4-2: HL-60 hiicreleri i¢cin proliferasyon bulgular (*: p<0,05)
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NB4 hticre hatti
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Sekil 4-3: HL-60 hiicreleri icin proliferasyon bulgular: (*: p<0,05)

4.4. Kaspaz 3 Deneyi ile Hiicre Oliimii Olgiimii
NB4 hiicrelerine miR-638-5p transfeksiyonu sonrasinda Kaspaz 3 miktarinin
kontrol grubuna gore istatistiki diizeyde anlamli artis gosterdigi gozlemlenmistir

(p=0,002) (Sekil 4-4).

NB4 Hiicreleri
*
150 - I_l
23
>
> 100-
o] = nt kontrol
o
g mEm MiR-638-5p
2 50
Y
0

Sekil 4-4: NB4 hiicre hatt1 icin Human Caspase 3 Instant ELISA Kiti ile elde edilen apoptoz
bulgular: (*: p<0,05)
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4.5. gRT-PZR Deneyi ile Gen Ekspresyon Seviyelerinin Tespiti

PIM1 ve PGK1 gen ifadelerinin miR-638-5p transfekte edilen grupta kontrol
gruba kiyasla azaldigi hem HL-60 (p=0,019 ve p=0,003) hem de NB4 (p=0,01 ve
p=0,016) hiicre hattinda tespit edildi. Buna karsin MECP2, MEF2C ve SPAGI genlerinin
ifadelerinin istatistiki olarak anlamli degisim gostermedigi belirlenmistir (Sekil 4-5, Sekil

4-6).

HOXA9 ve SP1 genlerinin ifadelerinin yeterli Ct seviyesinde (Ct<35) tespit

edilememesi nedeniyle istatistiki veri analizi yapilamadi.

NB4 Hiicre Hatt1

1.5
[ nt kontrol

= * % miR-638-5p
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= 5% 52

= s %

[~ W 5
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PIM1 MEF2C PGK1 SPAG1

Sekil 4-5: NB4 hiicrelerinde rolatif ekspresyon bulgular: (*: p<0,05)
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HL-60 Hiicre Hatt1
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Sekil 4-6: HL-60 hiicrelerinde rolatif ekspresyon bulgular (*: p<0,05, **: p<0,01)
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5. TARTISMA

Akut Myeloid Losemi blast hiicrelerinin yetersiz olgunlasmasiyla karakterize olan
ve yetigkinlede en sik goriilen 16semi c¢esididir. Son yillardaki arastirmalara ve
gelismelere ragmen hastaligin prognozuyla ilgili bilgiler yetersizdir ve tam sifa oran1 hala
%40’ altindadir. Bu yiizden terapétik olarak yeni aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir

(148).

MiRNA’lar gen ekspresyonunda goérev alan, kiigiik ve kodlama yapmayan
RNA’lardir. Hiicre proliferasyonu, apoptozu, anjiyogenezi ve invazyonu gibi siire¢lerde
etkili olan miRNA’larin, tiimor baskilayici genlerin veya onkogenlerin ekspresyonlarini
etkileyerek kanserde patogenezle baglantili olduklart gosterilmistir. Bazi kanser
tiirlerinde ekspresyon bozukluklariyla karakterize olan miRNA’lar bu kanserlerin tani,
prognoz ve tedavi siireclerinde biyobelirte¢ 6zelligi tasimalari sebebiyle son yillarda bu

konuda arastirmalar artmistir (85, 149).

AML’de Let-7b ve miR-223’nin, ekspresyon artisi, miR-128a ve miR-128b’nin
ise anlatiminin azaldig belirlendigi icin hem AML tanist hem de AML’nin ALL’den ayirt
edilmesinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecekleri gosterilmistir. Garzon ve arkadaslari
AML’de fazla ekspresyon gosteren miR-20a, miR-25, miR-191, miR-199a, miR-199b’yi
kotii prognoz ve diisiik sagkalim oraniyla iliskilendirmistir (150). miR-22, miR-29 ve
miR-34a gibi tiimor baskilayict miRNA’lar AML hastalarinda azalmis ekspresyon
gostermis ve azalan ekspresyon diisiik sagkalim oraniyla iliskilendirilmistir (151). Wang
ve arkadaglart AML hastalarinda miR-29a ve miR-142-3p’nin anlatiminin azaldigini hem
mikroarray hem RT-PZR yontemleriyle gostermistir. Jiang ve arkadaslart bir diger
calismada artan miR-125b ekspresyonunun AML ile iliskili oldugunu gozlemlemis,
ayrica bu artisin artan relaps orani, diisiik sagkalim orani ve kotli prognozla da iliskili

olmasi sebebiyle miR-125b’nin biyobelirte¢ potansiyeli tagidigini bildirmislerdir (152).

miR-638-5p bir¢ok farkli kanser tiiriiyle iliskilendirilen ve kanser olusum
stirecinde gorev aldigi bildirilen miRNA’lardandir. Meme kanseri (153), akciger kanseri
(154), melanoma (155) gibi kanserlerde tiimor olusumunu destekledigi saptanan miR-
638-5p, 16semi (156), mide kanseri (103), kolorektal kanser (157) gibi tiirlerde timor
baskilayici 6zellik gostermistir. Meme kanseri ve osteosarkomda ise farkli genleri hedef
alarak hem tiimor olusumunu destekleyen (onkojenik) hem tiimdr olusumunu baskilayici

(timor supressor) olarak davranabilmektedir (158). miR-638-5p ve AML iliskisini
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inceleyen ¢ok smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan birinde primer miyeloid
hiicrelerinde miR-638-5p ifadesinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica ayni calismada
miR-638-5p’nin ektopik ekspresyonunun kanser hiicre proliferasyonunu azalttig
bildirilmistir. Bu nedenle de miR-638-5p’nin AML’de tan1 ile tedavi biyobelirteci olma
yoniinde potansiyel tasidig1 sonucuna ulasilmistir (14). Bir diger ¢alismada ise miR-638-
5p, 16semili olgularin kemik iligi ve periferik kan 6rneklerinde RT-PZR yontemiyle miR-
638-5p seviyeleri incelenmis ve saglikli hiicrelerle karsilastirildiginda APL hiicrelerinde
azalmig miR-638-5p seviyesi gozlenmis ve miR-638-5p’nin tani i¢in kullanilabilecek
onemli bir biyobelirteg olabilecegi bildirilmistir. Ayrica tedavi sonrasi remisyon
doneminde tekrar incelenen miR-638-5p ekspresyon seviyesi, tedavide 6ncesine gore
O6nemli oranda artig gosterdigi i¢cin miR-638-5p’nin APL’de terapotik potansiyel tasidigi
da bildirilmistir (10).

Bu tez projesinde miR-638-5p transfeksiyonunun, hem NB4 hem de HL-60 hiicre
hatlarinda hiicre proliferasyonunu azalttig1 tespit edilmistir. Bu sonug, NB4 hiicrelerinde
yapilan apoptoz oOl¢imiinde elde edilen veriyle dogrulanmistir. Elde edilen veriler
literatiir verileriyle uyumlu olup, miR-638-5p’nin AML hiicrelerinde hiicre canliligini
azalttigl ve apoptozu arttirdigi gozlenmis ve AML iizerinde tiimor supressor etki

gosterdigi dogrulanmistir.

Transfeksiyon sonrast RT-PZR ile olgiilen gen ekspresyonu sonuglarina gore
incelenen genlerden PIM1 ve PGK1 genlerinin ifadesinde NB4 ve HL-60 hiicre
hatlarinin ikisinde de miR-638-5p transfekte edilen grupta kontrol gruba gére istatistiksel
agidan anlamli azalma gdzlemlenmistir. Ote yandan potansiyel hedef gen olarak segilen
MECP2, MEF2C, SPAG1, HOXA9 ve SP1 genlerinin ifadesinde ise iki hiicre hattinda da

anlaml degisim gozlenmemistir.

MECP2 ve MEF2C genlerinin sirasiyla mide kanseri (159), endometrial kanser
(11), kanserler tiirlerinde miR-638-5p tarafindan hedeflenerek kanser patogenezine katki
sagladiklar1 bildirilmistir. SPAG1 geninin de meme kanseri ve pankreas kanserinde
patogeneze katkida bulundugu (160) ve Sertoli hiicrelerinde miR-638-5p’nin hedef geni
oldugu ve proliferasyonu azaltip artan apoptoza yol agtig1 gozlemlenmistir (161). Bu
onkogenlerin ¢alismamizda ifadelerinin istatistiki olarak anlamli degisim gdstermedigi
belirlenmistir. Farkli kanser tiirlerinde miR-638-5p’nin dogrudan hedefi oldugu

bildirilmis bu genlerin ¢calismamizda AML’de hedeflenmiyor olmasinin ¢esitli nedenleri
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olabilir. Ornegin; kanserin karmasik molekiiler yapisi diisiiniildiigiinde AML’de bu
genlerin miR-638-5p disinda baska miRNA’lar tarafindan kontrol ediliyor olabilecegi
akla gelmektedir. Yine bu genlerin ifade degisimi miRNA’lar disinda uzun kodlamayan
RNA molekiillerinin kontrolii altinda da olabilir. Caligma bulgularimiz, bu tip
mekanizmalar agisindan yeni arastirmalarin yapilmasi yoniinde literatiire katki saglayici

ozelliktedir.

HOXA9 ve SP1 genlerinin gRT-PZR’de tespiti saglanan ekspresyonunun yeterli
esik deger seviyesinde (Ct<35) olmamasi, bu genlerin hem HL-60 hem de NB4
hiicrelerinde olduk¢a az ifade ediliyor olabilecegini diislindiirmiistiir. Total RNA
miktarinin arttirllmasiyla istatistiki analiz yapilabilecek seviyede Ct elde edilebilecegi
diisiiniilmiis ancak RNA yetersizligi nedeniyle bu islem gerceklestirilememistir. Kanser
ile iligkili oldugu ve proto-onkogen oldugu bilinen HOXA9 kanser prognozunda spesifik
bir kanser tiiriiyle iligkilendirilmemis ve protein fonksiyonu da embriyonik gelisim ile
iligkili oldugu i¢in AML hiicre hatlarinda ekspresyonunun az olmast miimkiindiir (162).
Ayni sekilde SP1 de kanser ile iliskili genlerden olarak hiicre biiylimesi, farklilagmasi,
apoptozu gibi siireclerde fonksiyon gosterdigi ve pankreas kanseri i¢in prognostik
biyobelirteg¢ 6zelligi bulundugu i¢cin AML ile de iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir fakat
elde edilen verilerin belirttigi sekilde NB4 ve HL-60 hiicre hatlarinda az ekspresyon

gostermesi miimkiindiir (163).

PIM1 protoonkogen olarak cesitli 10semi ve lenfoma tiirlerinde anlatiminin
arttiginin tespit edilmesiyle kotii prognozla iliskilendirilmistir (164). Solid tiimorlerde de
ekspresyon artis1 gosteren PIM1 daha 6nceki ¢alismalarda mesane kanseri (165), mide
kanseri (166) ve prostat kanserinde (167) kotii prognoz, artan metastaz orani Ve tedaviye
verilen diisiik yanitla iligkilendirilmistir. Bu yiizden 16semi de dahil olmak {izere ¢esitli
kanserler i¢in yeni bir tedavi ajani olarak terapotik yaklasimlarda ekspresyonunun
azaltilmas: hedeflenmektedir. PIM1 ekspresyonunun AML’de de artan ekspresyon
gosterdigi bilinmektedir. Bu ylizden potansiyel terapotik ajanlarda hedef genlerden biri
olmustur (120). Literatiirdeki verilere gore miR124-3p mimigi kullanilarak incelenen
astrositoma hiicrelerinde PIM1 ekspresyonunun baskilandigr ve miR-124-3p’nin tiimor
baskilayic1 etkileri oldugu in-vitro olarak goézlemlenmistir (168). Thomas ve
arkadaglarinin ¢alismasinda, lenfoma ve kolon kanserinde miR-33a mimik transfeksiyonu

sonrasinda PIM1 ekspresyonunda azalma gézlemlenmis ve miR-33a’nin PIM1 hedef geni
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tizerinden terapotik ajan olma potansiyeli vurgulanmistir (169). Pan ve arkadaslari azalan
miR-370 ekspresyonunun hepatoselliiler karsinom ile iliskili oldugunu bildirmis ve
hepatoselliiler karsinom hiicre hatlarinda miR-370 mimik transfeksiyonunun PIM1’i
hedefleyerek ve ekspresyonunu azaltarak timor baskilayic1 olarak hareket ettigini

gozlemlemistir (170).

Literatiirde ¢esitli kanserlerde PIM1 ve miR-638-5p iliskisi ile ilgili gesitli
calismalar bulunmaktadir. Ornegin; Wang ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada PIM1
ekspresyonu osteosarkoma hiicrelerinde artmis sekilde gézlemlenmis ve bu kanser tiirii
igin disiik sag kalim oraniyla iligkili oldugu sonucuna ulasilmig, artan miR-638-5p
ekspresyonunun ise PIM1 gen ekspesyonunu inhibe ederek tiimor baskilayici rol oynadigi
bildirilmistir (119).

Bugiine kadar AML hiicrelerinde PIM1 geni miR-638-5p’nin hedef genlerinden
biri olmas1 agisindan incelenmemistir.Bu tez projesinde, miR-638-5p ekspresyon artisi
AML hiicrelerinde incelenmis ve miR-638-5p’nin AML’de PIM1 geni {lizerinden timor

baskilayici rol oynama potansiyeli bulundugu sonucuna ulagilmstir.

PGK1, DNA tamir mekanizmasi ve anjiyogenez siirecinde gorev aldigi igin birgok
kanser tiiriiyle iligskilendirilmis bir protoonkogendir. Yumurtalik kanseri (171), beyin
timorleri (172, 173), hepatoselliiler karsinom (174), meme kanseri (175), mide kanseri
(176) ve prostat kanseri (177) gibi solid tiimorlerde artan PGK1 ekspresyonu timor
gelisimi ve metastaziyla iligkilendirilmistir (109). Hematolojik kanserlerde ve AML’de
de artan ekspresyon gostermis olan PGK1 geni hiicre farklilagmasi, artan proliferasyon,
kotii prognoz ve tedaviye verilen zayif yanitlar ile de iligkili bulunmustur. PGK1 terapotik

olarak hedeflenmesi uygun aday genlerden biri olmustur (178).

Prostat kanseri dokularinda incelenen PGK1, onkogen 0Ozellik gosterdigi
dogrulandiktan sonra miR-215-5p’nin hedef genlerinden biri oldugu sonucuna ulasilmas,
artan miR-215-5p ekspresyonu, PGK1 ekspresyonunu azaltma yoluyla terapotik agidan
potansiyel biyobelirte¢ Ozelligi tasiyabilecegi bildirilmistir (179). Meme kanseri
hiicreleri ile yapilan bagka bir ¢calismada Liang ve arkadaslari, miR-16-1-3p’nin PGK1
ekspresyonunu baskiladigini ve bu sayede tiimor biiyiimesini de inhibe etme yoniinde rol
oynayabilecegini ileri siirmiislerdir(180). Kolorektal kanser hiicrelerinde azalan
ekspresyon ile karakterize olan miR-548c-5p, Ge ve arkadaslarmin calismasinda

incelenmis ve lusiferaz aktivitesi sonuglarina gére miR-548-5p’nin PGK1’in 3’UTR’sini
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hedefledigi ve PGK1 ekspresyon azalmasina sebep olarak kanser baskilayici ozellige

sahip oldugunu gostermistir (181).

Kanser hiicreleriyle yapilmayan fakat insan aort endotel hiicrelerindeki bir
calismada, Western Blot yontemiyle protein diizeyinde incelenen PGK1 ekspresyonunun
miR-638-5p ekspresyonuyla ters sekilde iliskili oldugu, artan miR-638-5p
ekspresyonunun PGK1’i hedef alarak bu genin ifadesinin azalmasina sebep oldugu
gosterilmistir(182). Literatiirde AML hiicrelerinde miR-638-5p’nin potansiyel hedef
genlerinden biri olarak PGK1’i arastiran ¢alisma ve ilgili veri bulunmamaktadir. Bu
projede elde ettigimiz veriler, insan aort endotel hiicrelerinde yapilan ¢alisma
bulgularindaki gibi miR-638-5p ekspresyonunun PGK1’i hedefleyerek ekspresyonunu
baskiladigi yoniindedir. Bu tez projesi AML hiicrelerinde miR-638-5p/PGK1 iliskisini
gostererek literatiire katki saglayacaktir. mRNA diizeyinde tespit edilen bu veriler ileri
calismalarla dogrulama gerektirmektedir fakat bu sayede diger kanser tiirlerinde terapotik
potansiyel tasidigir gosterilen miR-638-5p’nin AML hiicrelerinde de PGK1 geni
tizerinden tiimdr baskilayici olarak rol oynayabilecegi, gelecekteki caligmalar i¢in aday

terapotik miRNA’lardan biri olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Sonug olarak ¢alisma kapsaminda miR-638-5p transfeksiyonunun HL-60 ve NB4
olmak tizere iki farklit AML hiicre hattinda proliferasyonu azalttigi, apoptozu arttirdigi ve
PIM1 ile PGK1 onkogenlerini hedefleyerek ekspresyonlarini azalttigi tespit edilmistir.
Tezde elde edilen bu sonuglarin, gelecekte miR-638-5p’nin PIM1 ve PGK1 genlerini
hedefleyerek AML’de terapdtik biyobelirteg olma potansiyelini arastiracak ileri
caligmalarin kurgulanmasi agisindan oldukca énemli bir 6nciil veri niteligi tasimaktadir.
Ileri ¢alisma olarak, miR-638-5p transfeksiyonu sonrasinda PIM1 ve PGK1’e ait protein
seviyelerinin western blot ile arastirilmas sayilabilir. Lusiferaz reporter assay yontemi
ile MiR-638-5p’nin bu genlerin 3’ UTR kismin1 hedefleyip hedeflemediginin
dogrulanmas1 bir diger yapilacak ileri incelemedir. Hiicre hatlarinda elde edilen bu
bulgularin AML hastalarinin periferik kan/kemik iligi 6rneklerinde dogrulanmasi ¢ok
onemli olup hayvan deneylerinin kurgulanmasi icin olduk¢a degerli bir veri

niteligindedir.
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