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OZET

MEHTEROGLU, E. (2022). MiR-7-5p ile Akut Myeloid Lésemi (AML) iliskisinin
Incelenmesi. istanbul Universitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii, Aziz SANCAR DETAE,
Genetik A.D. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Akut Myeloid Losemi (AML) blast hiicrelerinin farklilagarak asir1 ¢ogalmasi ile
karakterizedir. Kanser patogenezinde 6nemli rolii bilinen miRNA’lar, 18-22 niikleotid
uzunlugunda kisa kodlanmayan RNA’lardir. Bu tez calismasinda, gesitli kanserlerde
timor supresor olarak gorev aldigi bilinen miR-7-5p’nin AML’deki rolii ve olas1 hedef
genleriyle iligkisinin arastirilmast amaglanmistir. Bu amagla HL60 ve NB4 AML
hiicrelerine miR-7-5p mimigi Lipofektamin aracili yontemle transfekte edilmistir.
Transfeksiyon validasyonu igin TagMan primer-problar kullanilarak gRT-PZR
gerceklestirilmistir. miR-7-5p’nin proliferasyona etkisi WST-8 yontemi ile, apoptoza
etkisi ise Kaspaz 3 miktar tayini ile incelenmistir. miRDB, miRTarBase, Targetscan ve
miRWalk veritabanlar1 kullanilarak miR-7-5p’nin olas1 hedef genleri olarak belirlenen
BCL2, SKP2, OGT, KLF4, EGFR genlerinin ve EMT belirteci olarak bilinen VIM
geninin rolatif gen ekspresyonlart karsilagtirmali  olarak QRT-PZR teknigiyle
degerlendirilmistir. Transfeksiyonun basarili bir sekilde gergeklestigi anlasilan
hiicrelerde miR-7-5p transfekte edilen grupta kontrol grubuna kiyasla hiicre
proliferasyonunun anlamli diizeyde azaldigi apoptoza egilimin ise arttig1 tespit edilmistir.
miR-7-5p transfekte edilen grupta kontrol grubuna kiyasla SKP2, KLF4 ve OGT
genlerinin ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi; BCL2,
EGFR ve VIM genlerinin ekspresyon seviyelerinin ise istatistiksel olarak anlamli
seviyede degismedigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak; miR-7-5p'nin  AML’de
proliferasyonun azalmasi ve apoptozun artmasiyla iliskisi olabilecegi tespit edilmistir.
Ayrica miR-7-5p'nin  AML’de kanser siirecine SKP2, KLF4 ve OGT genlerini
hedefleyerek etki edebilecegi diistintilmiistiir. AML i¢in erken tani ve tedavide yeni bir
belirte¢ olabilme potansiyeline sahip MiR-7-5p’nin hedef genlerinin tespit edilmesi ve
dogrulanmasi oldukca 6nem tasimaktadir. Bu ylizden mMRNA diizeyinde elde edilen
verilerimizin ileri calismalarla dogrulanmas1 gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: AML, miRNA, miR-7-5p, HL60, NB4

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 37653
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ABSTRACT

MEHTEROGLU, E. (2022). Investigation of the Relationship between MiR-7-5p and
Acute Myeloid Leukemia (AML). istanbul University, Institute of Health Science, Aziz
SANCAR DETAE, Genetics Department, Master Thesis. Istanbul.

Acute Myeloid Leukemia (AML) is characterized by differentiation and overgrowth of
blast cells. It was aimed to investigate the role of miR-7 5p, which is known to act as a
tumor suppressor, through AML and its relationship with target genes. For this purpose,
miR-7-5p mimic was transfected to HL60 and NB4 AML cells by Lipofectamine-
mediated method. qRT-PCR was performed for transfection validation. The effect of
miR-7-5p on proliferation was investigated by WST-8 method, and its effect on apoptosis
was investigated by Caspase 3 assay. The relative gene expressions of BCL2, SKP2,
OGT, KLF4, EGFR genes which were determined as possible target genes of miR-7-5p
using the miRDB, miRTarBase, Targetscan and miRWalk databases and VIM gene
known as the EMT marker were investigated by qRT-PCR technique. In the miR-7-5p
transfected group, compared to the control group, cell proliferation was found to be
significantly decreased and apoptosis increased. It was determined that the expression
levels of SKP2, KLF4 and OGT genes were statistically decreased in the miR-7-5p
transfected group. However, it was detected that BCL2, EGFR and VIM genes expression
levels did not change statistically. In addition, it was thought that miR-7-5p might affect
the cancer process in AML by targeting SKP2, KLF4 and OGT genes. It is very important
to detect and confirm the target genes of miR-7-5p, which has the potential to be a new
marker in the early diagnosis and treatment of AML. Therefore, our data obtained at the
MRNA level should be confirmed by further studies.

Key Words: AML, miRNA, miR-7-5p, HL60, NB4

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
37653



1. GIRIS VE AMAC

Losemi, kanin iiretiminden sorumlu olan kemik iligi ve lenfatik sistem dahil
olmak tizere hiicrelerde gerceklesen ¢esitli mutasyonlar sonucunda hiicrelerin malignite
kazanmasiyla meydana gelen bir kanser tliriidiir. Cogunlukla anormal beyaz kan
hiicrelerinin hizli tiretimi sonucu gergeklesir (1). Akut Myeloid Lésemi (AML) yetiskin
poplilasyonda goriilen en yaygin l6semi cesididir ve biitlin vakalarin yaklasik %80'ini
olusturur (2). Kanser olusumundaki rolii oldukga fazla olan mikroRNA (miRNA)’larin,
AML olusumunda da yiiksek oranda etkisi vardir. miRNA’lar spesifik olarak hedeflenen
transkriptlerin ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak baskilayan ve yaklasik 18-22
niikleotid uzunlukta olan kodlamayan RNA’lardir. miIRNA’larin ¢ogu kanserde oldugu
gibi AML iizerinde de ifade seviyelerinin degismesi ile kanser olusumuna etki ettigi
yapilan c¢aligmalarla ortaya konmustur (3). miR-7-5p, ¢ogu kanser tiiriinde tiimor
baskilayici 6zellige sahip oldugu tespit edilmis O6nemli bir miRNA’dir. Yapilan
calismalar miR-7-5p’nin kanser hiicrelerinde proliferasyon, apoptoz, migrasyon ve
invazyon gibi hiicresel siirecler ile iligkili oldugunu géstermistir. Yapilan bir ¢alismada,
MiR-7-5p'nin artmis ekspresyonunun, SMO ve HES1 hedef genleri {izerinden Notch ve
Hedgehog sinyal yolaklarini etkileyerek gastrik kanser kok hiicrelerinin (GCSC'lerin)
invazyonunu azalttigr bildirilmistir. miR-7-5p'nin ifadesindeki artigin  ksenograft
modelinde timor biiyiimesini inhibe ettigi bildirilmistir (4). Diger bir ¢alismada ise miR-
7-5p'nin KLF4'i hedefleyerek insan kolorektal kanser hiicre (CRC) proliferasyon ve
migrasyonunu inhibe edebildigi ortaya konulmustur. Bu verilere dayanarak miR-7-5p'nin
insan kolorektal kanserinin tedavisi i¢in potansiyel bir molekiil olabilecegi ileri
stirilmiistir (5). Bunlara ek olarak, miR-7-5p’nin PARP-1 ve BCL2 genlerinin
ekspresyonunu diizenleyerek servikal kanser hiicrelerinin cisplatin direncini ve hiicresel
enerji homeostazini regiile ettigi bildirilmistir (6). Benzer sekilde, glioblastoma
dokularinda ve hiicre hatlarinda anormal sekilde ifadesi azalan mMiR-7-5p’nin artmis
ekspresyonunun, SATB1 geninin baskilanmasiyla glioblastoma kanser hiicrelerinde
hiicre migrasyon ve invazyonunu etkiledigi rapor edilmistir. Sonug¢ olarak miR-7-5p’nin,
glioblastomlu hastalarin tan1 ve tedavisinde yararli bir terapdtik hedef olabilecegi

gosterilmistir (7).



Son yapilan ¢aligmalarda, miR-7-5p’nin bir¢ok kanser tiirlinde tiimor baskilayici
olarak gdrev yaptig1 ve kanser gelisimi ile tiimdr biiylimesinin azaltilmasinda oldukca
etkili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte literatiirde AML’nin miR-7-5p ile iliskisini
inceleyen tek bir ¢galismanin bulunmasi bizi bu yonde bir arastirmaya yonlendirmistir. Bu
amag dogrultusunda AML hiicre hatlar1 olan HL60 ve NB4 hiicreleri kullanilarak miR-7-
5p’ye ait mimik transfeksiyonu gergeklestirilmistir ve miR-7-5p’nin hiicresel siireglere
olan etkisinin incelenmesi amaciyla proliferasyon ve apoptoz deneyleri yapilmustir.
Ardindan miRDB, miRTarBase, Targetscan, miRWalk gibi in silico programlar
araciligryla miR-7-5p’nin olas1 hedef geni olarak 5 proto-onkogen tespit edilmistir. Bu
proto-onkogenlerin  miR-7-5p transfeksiyonu yapilan AML hiicre hatlarindaki
ekspresyon diizeyleri kontrol grubuyla karsilagtirilmistir. Sonu¢ olarak AML
hiicrelerinde hiicre proliferasyonu ve apoptozu etkiledigi tespit edilen miR-7-5p’nin
SKP2, KLF4 ve OGT genlerinin ekspresyonlarini da anlamli seviyede azalttigi
belirlenmistir. Calisma bulgularimizla, kanser siirecinde 6nemli rollere sahip olan bu
onkogenlerin miR-7-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda mRNA seviyesinde azaldiginin
belirlenmesi tan1 ve tedavi acisindan yeni yontemlerin gelistirilebilmesi adina 6nem
tasimaktadir. Bununla birlikte bu genlerin miR-7-5p’nin olasi hedef genleri olmaktan
cikip AML’de miR-7-5p’nin kesin hedefi olarak nitelendirilebilmeleri i¢in bu tez

calismasi bir 6n ¢aligma niteliginde olmasi nedeniyle de degerli oldugunu diisiinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

Kanser, DNA dizileri lizerinde ger¢eklesen nokta mutasyonlari, delesyonlar,
duplikasyonlar, kromozomal translokasyonlar veya insersiyonlar yoluyla ya da UV
isinlarina ve radyasyona maruz kalinimi, alkol ve sigara kullanimi gibi cevresel
faktorlerin de etkisiyle genetik/epigenetik diizeyde gerceklesen degisimler sonucunda
hiicrelerin kontrolsliz ¢ogalma ve boliinme o6zelligi kazanmasi ile meydana gelen
kompleks bir hastaliktir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC)’nin belirledigi
verilere gore Diinya genelinde her 5 kisiden 1’1 kansere yakalanmaktadir. Kanserden
6liim orani ise erkeklerde 1/8 iken kadinlarda 1/11°dir (8). GLOBOCAN verilerine gore
ise 2020 yilindaki her yas, 1rk ve cinsiyette goriilen ve tiim kanser tiirlerinin dahil oldugu
vaka sayis1 19.292.789 ve kanserden dlen vaka sayisi ise 9.958.133 olarak belirlenmistir
(9). Tim bu verilere bakildiginda kanserin diinyada sik goriildiigii ve yiiksek oliim
oranlarina sahip hastaliklardan biri oldugu anlagilmaktadir. Kanserli hiicrelerin gelisip
cogaldiklar1 doku ve organlardan viicudun farkli bolgelerine tasinmasi olayina metastaz
denir. Metastaz yapan kanser tiirleri genellikle hizli ¢ogalma ve yayilim o&zelligi
gosterirler. Bu kanser tiirlerine malign (k6tii huylu) timoérler denir. Metastaz egiliminde
olmayip yalnizca bulunduklar1 doku ve organlarda gelisen kanser tiirlerine iyi huylu
(benign) tiimorler adi verilir. Bu tlimorler genellikle yavas ¢ogalma 6zelligine sahiptirler.
Kanserler bulunduklart organ veya dokulara gore isimlendirilmektedirler. Solid tiimorler

ve hematolojik maligniteler olmak iizere kanserin iki ana tiirii bulunmaktadir (10).

Hematolojik maligniteler (kan kanserleri) kemik iligi veya lenfatik sistemde
bulunan hiicrelerin farklilagsmasi ve kontrolsiiz ¢ogalmasiyla gelisen kotii huylu kanser
tiirlerindendir. Hematolojik kanserler, myelomlar, 16semiler ve lenfomalar olmak iizere 3
ana gruba ayrilmaktadirlar (11-13). Myelomlar, kemik iliginde bulunan plazma
hiicrelerinin farklilasmasi sonucu kontroliinii kaybederek asir1 ¢ogalmasi ile karakterize
olan bir kanser tiiriidiir. Genellikle organ yetmezligi, iskelet lezyonlar1 ve anemi ile
birlikte oliime kadar gotiirmektedir (14,15). Losemiler, beyaz kan hiicrelerinin
farklilasmas1 sonucunda anormal beyaz kan hiicrelerinin ¢ok miktarda olusumu ve
cogalmasi ile karakterize bir kanser tliriidiir. Losemiler akut ve kronik 16semi olmak {izere
iki gruba ayrilirlar. Akut 16semiler ¢ogunlukla hizla ilerlemekte ve c¢abuk belirti

vermektedirler. Kronik 16semiler ise daha yavas ilerlemekte ve belirtileri yillar igerisinde



ortaya ¢ikmaktadir (16). Lenfomalar diger bir adiyla lenf kanserleri ise lenfositlerin
farklilagsarak kanserlesmis hiicrelere doniisiip lenf bezlerinde veya diger dokularda
birikimi ile karakterize bir kanser tiiriidiir. Cogunlukla biriktikleri dokularda nodiil ad1
verilen kitle olustururlar. Lenfomalar, Non-Hodgkin Lenfoma (NHL) ve Hodgkin

Lenfoma (HL) olmak {izere 2 ana gruba ayrilmaktadirlar (17-19).

2.1. LOSEMILER

2.1.1. Tanim ve Smiflandirilmasi

Losemi, kemik iligi ve diger hematopoietik organlar olan lenf bezleri, dalak vb.
kan iiretiminde gorevli organlardaki farklilagsma sonucu beyaz kan hiicrelerinin degisim
gegirerek kontrolsiiz bir sekilde asir1 ¢ogalmasindan kaynaklanan bir kan kanseri tiirtidiir
(20,21). Losemi, diinyada en ¢ok goriilen kanser tiirlerinden biridir. GLOBOCAN
verilerine gore 2020 yilinda her yasta ve cinsiyette goriilen kanserler listesinde 16semi 13.
sirada yer alirken, 16semi teshisi konmus kisi sayisi ise 474519’dur (Sekil 1) (9). Temelde
16semiler, ilerleme hizlarina (akut veya kronik) ve etkiledigi hiicre tiplerine (myeloid
veya lenfoid) gore gruplara ayrilirlar. Bunlar, Akut Myeloid Losemi (AML), Akut
Lenfoblastik Losemi (ALL), Kronik Myeloid Losemi (KML) ve Kronik Lenfoblastik
Losemi (KLL)’dir (22). Akut 16semiler, olgunlasmamis kan hiicreleri olan myeloid veya
lenfoid hiicrelerin sinirsiz bir bdliinme yetenegi kazanip hizla cogalmasiyla ortaya ¢ikan
bir 16semi tiirtidiir (23-25). Genellikle ani baglangi¢ gostermektedir ve ¢ocukluk ¢aginda
goriilen tim 16semi tiirlerine oranla en yaygin olanidir (26,27). AML ve ALL bu grupta
yer almaktadir. Kronik l6semiler ise akut lIdsemilerin aksine daha yavas ilerleme gosterir
ve yetiskinlerde goriilme orani ¢ok daha yliksektir. Kronik I6semide anormal kan
hiicreleri olgunlasir ancak zamanla birikerek 16seminin ilerlemesine sebep olurlar (23).
Bu nedenle hastalik belirtileri genellikle uzun stirede gelisirken tan1 asamasinda hastalar

asemptomatik olabilirler (24,28). KML ve KLL ise bu grupta yer alirlar.
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Sekil 1: 2020'de her iki cinsiyet ve yasta goriilen kanser vaka sayilari (9)’dan degistirilerek

alinmustir.

2.1.2. Tarihgesi

Loseminin literatiirde bilinen kesin bir tarihgesi tam anlamiyla belirtilmese de
erken tarihinin 200 y1l 6ncesine kadar dayandigi bildirilmektedir. John Bennett ve Rudolf
Virchow l6semi teshisi konulmasinda ve bu terimin kullanilmasinda 6nciiliikk eden iki
onemli bilim insanmidir. Bennett, kanda gozlemlediklerinin o zamanlar bilinen
iltihaplanma vakalarindan tamamen farkli oldugunu, kanda gerceklesen degisimin
iltihaptan bagimsiz oldugunu ve bu degisikliklerin tiim sistemde gerceklestigi sonucuna

varmistir. Tim kan kiitlesi etkilenmekle beraber mikroskobik incelemeler sonucunda da

cesitli boyutlarda yuvarlak tanecikler goriilmiistir. Bu yuvarlak taneciklerin

cekirdeklerine bakildiginda ise normalde bir biiyiik graniil goriilmesi gerekirken iki veya
ti¢ kiicilik graniilden olustugu gézlemlenmistir. Bu hiicrelerin ¢izimlerini yayinlamistir ve

bu ¢izimler 16semi hastaliginin gdstergesi olan kan drneklerinin ilk ¢izimleri olmustur

(Sekil 2) (29,30).
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Sekil 2: Bennett tarafindan cizilen 16semili bir hastanin kan hiicrelerinin ilk c¢izimleri

(30)’dan degistirilerek alinmistir.

Ikinci gozlem ise Virchow tarafindan rapor edilmistir. 1845 yilinda 4 yillik
hastalik 6ykiisii oldugu bilinen ve karninda olusan sislik ile hastaneye basvuran hastasinin
6limii sonucunda otopsisini incelediginde hastanin damarlarinin her yerinde, tamamiyle
irine benzeyen bir kitle oldugunu ve ayn1 zamanda kanin mikroskobik incelemelerinde
ise cesitli sekillerde hiicre ¢ekirdeklerine rastlandigi bildirilmistir. Bennett tarafindan
daha once de bahsedildigi gibi, renksiz hiicrelerin farkli boyut ve sekillerde oldugunu
aciklamak igin bilinen beyaz kan tanimini degistirmistir (31). Virchow, 1847 de yine
onceki vakaya benzer bir vaka bildirmistir ve ilk kez bu yeni gozlenen hastaligin
adlandirilmasini 16semi (beyaz kan) olarak belirlemistir (32). Beyaz kan aslinda
literatiirde belirtilen ilk tanimlama degildir. Dr. Beal 1729°da ve Dr. Lower 1749°da

beyaz kan tanimini kullanmigtir (33).

Losemi hastaligr ilk olarak bulgular1 1855'e kadar yaymlanmamis olan Donne
tarafindan gézlemlenmis olsa da Bennett'in makalesi, 16semiye klinik agidan taninirlik
saglamistir (34). Alfred Frangois Donne, ilk kez 16seminin anormal hiicrelerle iligkili
oldugunu bulmustur. Henry William Fuller ise Bennett ve Virchow tarafindan rapor
edilmis olan kan hiicrelerinde gerceklesen degisikliklerin mikroskop ile gdsterimini ve

globiillerin anormal yapisin1 tanimlamistir. Bununla birlikte, 16semiyi histolojik testler



kullanarak tanimlamistir ve 16semiye ait tiim semptomlar1 birlestirmistir. 1846°da ilk kez
mikroskop ile incelenmis 10semi tanisina hasta hayattayken ulagmistir. Tim bunlara ek
olarak ilk kez ¢cocukluk ¢ag1 I6semi vakasini bildirmistir. Bu durumun énemli olmasinin
sebebi ise bu zamana kadar c¢ocuklarin sadece enfeksiyon tasiyicisi olarak
diisiiniilmesidir. Bu sebeple 16semi tanisindaki ¢ocuklar hastanelerden bagimsiz 6zel

olarak bagka yerlere kapatilmislardir (32,35).

1847'de Virchow, dalak ve lenfatik olmak lizere iki tiir I6semi tanimlamistir
(32,36). Ernst Christian Neumann 1868’de kemik iliginde ger¢eklesen degisiklikleri ve
kemik iligi ile 16semi hastaligi arasindaki iligkiyi tanimlamistir (33,37). 1877°de Paul
Ehrlich, ilk kez I6seminin en temel sonuglarint bildirmistir ve ayn1 zamanda ¢ekirdek,
sitoplazma ve kan hiicrelerinin net bir tanimin1 yapmistir. Tiim bunlara ek olarak Ehrlich,
16seminin hemapoietik sisteme ait bir hastalik oldugu goriisiinii 6ne siirmiistiir (38).
1927°de Mikhail Arinkinin, kemik iligi aspirasyonunu tanimlamistir ve 1933’te R. P.
Custer, 16semide yeni bir teshis yontemi olarak kemik iligi biyopsisini tanitmistir (33).
Modern 16semi tedavisi 1948’de Sidney Farber tarafindan gelistirilen folik asit
kullaniminin anti kanser tedavisi olarak kullanilabileceginin tanitilmasiyla baglamigtir
(39,40). Farber’in yaymindan sonra ise yeni anti-losemik ilaglar gelistirilmeye
baslanmistir. Bunlar igerisinde en bilinen ilaglar 1953’te Burchenal ve Lois Murphy
tarafindan gelistirilen ve cocuk losemisinde pozitif bir etkisi oldugu one stiriilen piirin
antagonisti 6-merkaptopiirindir. Daha sonra ise 1961°de L-asparaginaz, 1962° de ise
Vinkristin gibi anti-losemik etkisi olan diger ilaglar piyasaya siriilmistir (41).
Giliniimiize kadar pek ¢ok anti-l6semik etkisi olan ilag {iretilmistir. Kemoterapi yani sira
kombine terapi, hedefe yonelik tedavi, immiinoterapi ve kok hiicre nakli gibi 16semi

hastaliginin tedavisine yonelik ¢esitli yontemler gelistirilmistir.

2.2. AKUT MYELOID LOSEMI (AML)

AML, hematopoietik kok hiicrelerde rastgele gerceklesen genetik farklilasmalar
sonucunda etkilenen anormal blast hiicrelerinin sinirsiz asir1 gogalmasi ve birikimi ile
karakterize heterojen malign bir hastaliktir (Sekil 3) (42—46). Anormal blast hiicreleri
kemik iliginde sayica oldukc¢a fazla diizeyde birikebilir ve ardindan periferik kana

gecebilir. Periferik kanda da sayica biriken anormal blast hiicreleri, kan araciligiyla basta



karaciger olmak iizere merkezi sinir sistemi, dalak, lenf diiglimleri ve testis gibi organlara

da sizarak organlarin iglevlerini bozabilir (42,47,48).
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Sekil 3: Hematopoietik farklilasma (49)’dan degistirilerek alinmstir.

AML heterojen bir hastaliktir ve hastaligin gelisiminde rol oynayan birgok faktor
vardir. Bunlar arasinda 6nciil kan hastaliklari, cevresel faktorler ve yasam tarzi, ilaglar ve
genetik gibi gesitli faktorler AML gelisimine zemin hazirlamaktadir (Sekil 4) (45,50,51).
Ozellikle genetik faktdrler AML iizerinde dogrudan rol oynamaktadir. AML tamisinda
hastalik ile dogrudan iligkili olarak bilinen sitogenetik degisiklikler vardir. Bunlar;
t(8;21)(g22;922), inv(16)(p13.1g922), t(16;16)(p13.1;922), t(9;11)(p22;923) ve
t(15;17)(q22;q12)’dir  (47,52-55). Gergeklesen tim bu kromozomal yeniden
diizenlenmeler, hiicre biiylimesi ve farklilasmasinda rol oynayan flizyon proteinlerinin
olusumuna sebep olabilmektedirler. Fiizyon proteinlerinin olusumu ise artmis tirozin
kinaz aktivitesi sebebiyle hiicrelerin smirsiz ¢ogalma 0Ozelligi kazanmasi ile
sonuglanmaktadir. Bu olusumlar AML’nin tamimlanmasinda olduk¢a G&nem
kazanmaktadir. AML gelisiminde sitogenetik degisikliklerin yani sira ¢esitli molekiiler

seviyede genetik degisikliklerin de rol oynadigi bilinmektedir. Hastalik ile iligkili en



yaygin goriilen mutasyonlar FLT3, KRAS, NRAS, JAK2, CEBPA, NPM1, IDHI ve
IDH2, ASXL, DNMT3A ve TET2 mutasyonlaridir. Bazi durumlarda hem sitogenetik
boyutta hem de molekiiler genetik boyutta etkilenme s6z konusuyken, baz1 vakalarin

sitogenetik acidan normal olmasina karsin AML ile iliskili genlerin mutasyona ugramis

oldugu goriilmektedir (42,56—60).
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Sekil 4: AML hastaligi olusumunda etkili faktorler (45)’den yararlamilarak hazirlanmistir.

2.2.1. Tarihgesi

Loseminin klinik olarak resmen tanimlanmasinin ardindan hastalikla ilgili
caligmalar da hiz kazanmistir. 1872°de Franz Ernst C. Neumann, kemik parcalarini
inceleyerek 16seminin aslinda kemik iliginde basladigin1 ve kok hiicre adimi verdigi bir
onciilden kaynaklandigini varsaymistir. Ayni zamanda Neumann, kemik iliginden
kaynaklandigini1 diisiindiigli ve myeloid 16semi olarak adlandirdigi 16seminin bir bagka
tiirii daha oldugunu 6ne stirmiistiir (33,61-63). 1877 de tip 6grencisi olan Paul Ehrlich,
histokimyasal boyama teknigi gelistirerek ilk kez kan hiicrelerindeki farkli tip
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cekirdekleri ve kandaki sitoplazmik bilesenleri incelemistir (35,64,65). 1900’de Otto
Naegeli ilk kez myeloblast ve lenfoblast ayrimini yapmistir. 1913’te 16semi ilk kez
smiflara ayrilmis ve bunlara AML, ALL, KML ve KLL isimleri verilmistir (33,63).
Theodor Boveri 1914°te kanserin kromozomal degisikliklerin sonucunda gelisebilecegini
ve genetik olarak kararsiz tek bir hiicrenin varliginin bile kanser gelisiminde rol
oynayabilecegini 6ne slirmiistiir (62,66,67). Nowell ve Hungerford 1960 yilinda metafaz
kromozomlarinin incelenmesi sayesinde sitogenetik diizeyde Philadelphia kromozomunu
kesfetmislerdir (68). Gelisen kromozom bantlama teknikleri araciligiyla kromozomlar
daha detayli incelenmistir ve 16seminin gelisiminde rol oynayan anormallikler zamanla
detaylandirilmistir. Ve son olarak 2003’te tamamlanan Insan Genom Projesi ile insan
genomunun biitiin genleri incelenerek sitogenetik anormalliklere sebep olan genlerin ve
bu genlerle baglantili diger genlerin tanimlanmasina katki saglanmistir ve bu sayede
icinde AML’nin de bulundugu c¢esitli kanser tiirlerinin tani, prognoz ve tedavilerinin

gelistirilmesinde 6nemli yol alinmistir (62,67,69).

2.2.2. Belirtileri ve Tanis1

AML hastalig1 ¢esitli genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikmakta ve
gelismeye devam etmektedir. Hastalik ilerledikge bazi belirtiler ortaya ¢ikmaktadir.
Anormal blast hiicrelerinin kemik iliginde asir1 birikimi sebebiyle kan hiicreleri
etkilenmekte ve anemi, trombositopeni, ndtropeni gibi durumlar olugmaktadir (70).
Trombositopeni sonucunda dis eti ve burun kanamalar1 gibi gesitli kanamalar, kol ve
bacaklarda morluklar meydana gelmektedir. Sayica cogalan 16semik hiicreler dokulara ve
organlara sizabilir. Dokulara s1zan anormal 16semik hiicreler splenomegali, hepatomegali
ve deri sizintilarina sebep olmaktadir (71). Kemik iliginin yetersizligi sebebiyle kemik
agrilart goriilmektedir ve anemi gelisimi sebebiyle de halsizlik, asirt yorgunluk,
uyusukluk, ates ve nefes darlig1 kemik agrilaria eslik eden diger belirtilerdendir. Ayni

zamanda hastalarda istah kayb1 ve bunun sonucunda da kilo kayb1 goriilmektedir (65).

Periferik kan ve kemik iligi yayma teknikleri ile 16semik hiicreler incelerek AML
tanis1  koyulabilmektedir. Bu yontemde kemik iliginde ve kanda bulunan blast
hiicrelerinin varligina bakilmaktadir. Bunun yani sira kemik iligi aspirasyonu ve biyopsisi

ile losemik hiicrelerin sayilarma ve AML hiicre tipine bakilarak da teshis
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edilebilmektedir. Bunlara ek olarak sitogenetik analizlerle de AML hastaliginin teshisini
koymak miimkiindiir (67). Aynt sekilde AML tipini belirlemek igin de
immiinofenotipleme yapilmaktadir. Boylece AML tipi netlestirilerek buna gore dogru

tedavinin tespiti saglanmaktadir (72).

2.2.3. Epidemiyolojisi ve Insidansi

AML, tim kanser tiirleri ile karsilagtirildiginda yalnizca kanserlerin %1°lik
kismini olustursa da 6zellikle diger 16semi tiirlerine oranla yetigkinlerde en sik goriilen
16semi tirtidiir (48,73-75). Yetiskinlerde goriilme sikligi 13-15/100000 iken daha geng
yaglardaki goriilme sikligi 2-3/100000’dir (76). AML’nin goriilme oranmin yash
yetiskinlerde ve erkeklerde kadinlara gore ¢ok daha yiiksek oldugu yapilan caligmalarla
kanitlanmustir (Sekil 5) (77-80). 2022 yili SEER (Surveillance, Epidemiology, and End
Results) verilerine gore 2014-2018 yillart arasinda yapilan arastirmalarla tiim 1rk, etnik
koken ve cinsiyete gore ayrilan gruplarda erkeklerdeki vaka sayilarinin ve Olim
oranlarinin kadinlara gore ¢cok daha fazla oldugu gosterilmistir (Sekil 5-6) (77). AML’ nin
en sik gorildiigi yas araligi 65-74 yas olarak bildirilirken, AML kaynakli 6liim oraninin
en yliksek olarak bildirildigi yas 75-84’tir (Sekil 7-8).

ERKEK KADIN

4.2

= Tiim wklar Beyaz = Tiim wklar Beyaz
= Siyah = Asya/Pasifik Adali = Siyah = Asya/Pasifik Adal
= Amerikan Yerlisi/Alaska Yerlisi = Ispanyol = Amerikan Yerlisi/Alaska Yerlisi = Ispanyol

Sekil 5: Irk/Etnik koken ve cinsiyete gore 100.000 Kisi basina yeni vaka oranlar1 (77)’den
degistirilerek alinmistir.
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Sekil 6: Irk/Etnik koken ve cinsiyete gore 100.000 Kisi basina 6liim oranlar: (77)’den
degistirilerek alinmistir.

Tiim bunlara ek olarak 2022 yili SEER verilerine gore, yeni vaka sayilarindaki
tan1 yasinin ortalama degeri 68 olarak belirtilirken, 6liim yasinin ortalama degeri ise 73

olarak belirtilmistir (Sekil 7-8) (77).
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Sekil 7: AML’de yas grubuna gore yeni vaka yiizdesi. Tam1 konulan yeni vaka yas1
ortalama degeri 68 olarak belirlenmis olup grafikte ait oldugu yas araligi kirmizi
renk ile gosterilmektedir (77)’den degistirilerek alinmistir.
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Sekil 8: Yas grubuna gore 6liim oranlari. Oliim yas1 ortalama degeri 73 olarak belirlenmis
olup grafikte ait oldugu yas arahg kirmizi renk ile gosterilmektedir (77)’den

degistirilerek alinmistir.

SEER kanser verilerine gore 2022 yilinda tahmini olarak yeni AML vaka sayisinin

20.050 ve tahmini 6liim sayisinin ise 11.540 olacagi diisiiniilmektedir (Tablo 1) (77).
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Tablo 1: 2022 yilina ait tahmini vaka ve 6liim sayilar: (77)’den degistirilerek alinmistir.

Yaygin Kanser Tiirleri Tahmini Yeni vaka sayllari1 ~ Tahmini Oliim Sayilar

Prostat Kanseri 268.490 34.500

Akciger ve Brons 236.740 130.180
Kanseri

Kolorektal Kanser 151.030 52.580
Cilt Melanomu 99.780 7.650
Non-Hodgkin Lenfomasi 80.470 20.250

Bobrek ve Bobrek Pelvis 79.000 13.920
Kanseri

2.2.4. Smiflandirilmasi

Loseminin myeloid ve lenfoid olarak ayrilmasindan sonra gelisen teknikler
sayesinde 16semi patogenezinde rolii olan bir¢ok degisikligin kesfedilmesiyle hastaligin
alt gruplarinin olusmast miimkiin olmustur ancak bu durum bir dizi karmasiklig1 da
beraberinde getirmistir. Bu Karmasanin giderilmesi i¢in bir¢ok simiflandirma g¢esidi
sunulmustur ancak bu siniflandirmalarin biiyiikk ¢ogunlugu her hastaya uymadigindan
reddedilmistir. Daha 6nceleri kemik iligi ve periferik kan yaymalar1 kullanilarak patolojik
incelemeler ile hastaligin teshisi konulmaktaydi. Ancak molekiiler diizeyde birtakim
heterojen farkliliklarin olmasi ve hiicrelerin morfolojik olarak farklilik gostermesi bir
smiflandirma sistemi olusturulmasina temel saglamistir (81). 1976’da 7 hematologun bir
araya gelerek olusturdugu siniflandirma tirti olan French American British (FAB)
siniflandirma  sistemi bu karigikhigin  giderilmesini saglamig ve her hastada
kullanilabilecek giivenilir bir siniflandirma olmustur (81-83). Bu siniflandirma sistemi

myeloid ve lenfoid 16semi olarak iki gruba ayrilmakta ve her bir 16semi tiiri i¢in
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hastaligin prognozuna dair agiklamalar igermektedir. AML i¢in olusturulmus FAB

siiflandirmasi 8 alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar Tablo 2°de gosterilmektedir (65,83,84).

Tablo 2: AML’nin FAB simiflandirmasi (84)’den degistirilerek almmustir.

FAB Siniflandirmasi

MO Farklilasma gostermeyen Akut Myeloblastik Lésemi

M1 Olgunlagmamis veya minimal farklilagsma gosteren Akut Myeloblastik
Losemi

M2 Olgunlasmig veya farklilasmis Akut Myeloblastik Lésemi
M3 Promyelositik Losemi

M4 Akut Myelomonositik Losemi

M5 Akut Monositik Losemi

M6 Akut Eritroid Losemi

M7 Akut Megakaryositik Losemi

1964’te yaymlanan FAB simiflandirmasinin yaygin olarak kullanilmasinin
ardindan 2001 yilinda yeni bir smiflandirma sistemi olan World Health Organization
(WHO) smiflandirma sistemi ortaya c¢ikmigtir. WHO siniflandirma sistemi, FAB
smiflandirma sistemini  kaynak almakla birlikte birtakim eklemeler yapilarak
yaymlanmigtir. Bu eklemeler AML’nin tekrarlayan genetik degisiklikleri, cok soylu
displazileri ve tedaviyle iliskili AML ve Myelodisplastik Sendromlari (MDS)
icermekteydi (85-87). 2008 yilinda WHO simiflandirmasi AML’nin genetik, klinik ve
morfolojik ac¢isindan degisimlerinin de eklenmesiyle yeni bir versiyon olarak
giincellenmistir (65,88). AML nin her agidan detayli olarak siniflandirilmasinin ardindan
yapilan calismalarla birlikte tekrarlayan mutasyonlarin ve yeni varyasyonlarinda
kesfinden sonra 2016 yilinda WHO siniflandirmasi yeniden revize edilmistir. 2016 WHO
siiflandirmast AML nin 6 ayr1 kategoride incelenmesine olanak saglamaktadir. Bunlar
AML ile ilgili neoplazmalar, myelodisplazi’ye bagl degisiklikler (MRC), Terapi ile
Miskili Myeloid Neoplazmalar (t-MN), aksi belirtilmemis (NOS), myeloid sarkoma ve
Down sendromu ile iliskili myeloid proliferasyonlardir (Tablo 3) (53,87,89).



Tablo 3: AML’nin 2016 WHO simiflandirmasi (89)’dan degistirilerek alinmistir.

16

2016 WHO Smmiflandirmasi

Akut Myeloid Losemi (AML) ve ilgili neoplazmalar

= Tekrarlayan genetik anormallikleri olan AML

- 1(8;21)(q22922.1); RUNX1-RUNX1T1

- inv(16)(p13.1g22) veya t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11

- PML-RARA ile APL

- 1(9;11)(p21.3;923.3); KMT2A-MLLT3

- 1(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

- inv(3)(g21.3926.2) veya t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM

- 1(1;22)(p13.3;q13.1); RBM15-MKL1

- 1(1;22)(p13.3;913.1); RBM15-MKL1 (Megakaryoblastik)

- Gegici varlik: BCR-ABL1

- Mutasyona ugramis NPM1

- CEBPA biallelik mutasyonlu AML

- Gegici varlik: mutasyona ugramis RUNX1

= Myelodisplazi ile ilgili degisikliklerle birlikte AML

= Tedaviye bagli Myeloid neoplazmalar

=AML, aksi belirtilmemis (NOS)

- Minimum farklilagmis AML

- Olgunlasmamig AML

- Olgunlagmis AML

- Akut Myelomonositik Lésemi

- Akut Monoblastik ve Monositik Losemi

- Saf Eritroid Losemi

- Akut Megakaryoblastik Losemi

- Akut Bazofilik Losemi

- Myelofibrozlu Akut Panmiyeloz

= Myeloid Sarkom

=  Down sendromu ile iliskili myeloid proliferasyonlar

- Down sendromu ile iligkili gegici anormal Myelopoez (TAM)

- Down sendromu ile iligkili Myeloid Lésemi
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2.2.5. Tedavisi

AML, cevresel faktorlerin yani sira genetik faktorlerin de etkisiyle gelisen malign
bir 16semi tiiriidiir. AML’yi etkileyen birgok faktoriin olmasi, ¢ok heterojen olan bu
hastaligin tedavi siirecini de zorlastirmakta ve etkileri her hastaya gore degismektedir.
Bugiine kadar yaygin olarak kullanilan geleneksel tedavi olan yogun kemoterapiye bagl
(7+3) Sitarabin + Antrasiklin tedavisi veya hipometilasyon ajanlar1 kullanilmaktadir ve
bunun devaminda konsolidasyon (pekistirme) tedavisi onerilmektedir (81,90,91). Ancak
AML hasta grubunun siklikla yash popiilasyondan olusmasi ve ilaglarin yiiksek
toksisiteye neden olmasmin yani sira hastaligin heterojen olmasi tedaviyi oldukga
smirlamistir (92,93). Bu tedavilere ek olarak hematopoietik kok hiicre nakli ve allojenik

kok hiicre nakli de alternatif tedavi olarak 6n plana ¢ikmaktadir (90,94).

Tiim bu tedavi sekillerinin AML agisindan sinirli kalmasiyla birlikte son yillarda
hedefe yonelik tedavilerin yani sira cesitli tedavi stratejileri gelistirilmeye baslanmistir.
Mutasyona 6zgii hedefe yonelik tedaviler FLT3 inhibisyonu (Gilteritinib) (95), IDH1
(ivosidenib) ve IDH2 inhibitérleri (Enasidenib) (91,96), RAS yolu inhibitdrleri
(Selumetinib ve Trametinib) (97,98), KIT yolu inhibitorleri (Midostaurin ve Dasatinib)
(99,100) ve TP53 (APR-246) (101) hedefli tedavilerdir. Tiim bu tedavi tiirlerinde genel
amag kombinasyon terapilerine ek olarak hedefe yonelik diizenlemelerdir. Apoptotik yolu
hedefleme tedavileri (BCL2 (Venetoklaks) ve MCLI inhibitorleri (Venetoklaks +
S64315), MDM2 inhibitorleri (Idasanutlin)), antikor bazli tedaviler, radyasyon tedavisi
ve immiinoterapi diger tedavi gesitlerindendir (102—-105).

2.3. mikroRNA (miRNA)

mikroRNA’lar (MiRNA’lar) yaklasik olarak 18-22 niikleotid uzunlugunda protein
kodlamayan ve endojen tek sarmalli RNA’larin bir alt grubudur. miRNA’lar, hedef
mesajct RNA (MRNA)’larin 3' uctaki translasyon olmayan bolgelerine (UTR) baglanarak
gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak diizenlerler. Tim insan genlerinin
yaklagik olarak %60 kadarini diizenledigi bilinen miRNA’larin her biri birden fazla geni
hedefleyerek ifadelerini regiile edebilmektedir (106,107). miRNA’lar, g¢esitli biyolojik

sireglerde  Oonemli rollere sahip protein kodlayan genlerin ekspresyonlarini
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diizenleyebildiklerinden basta kanser tiirleri olmak tizere birgok hastaligin patogenezinde
de rol oynadiklar1 bilinmektedir (106,108,109). Bazt miRNA tiirlerinin kanserin
ilerleyisinde dogrudan rol aldigi, bazilarinin ise timdr supresor gorevi goriip kanser
gelisiminde indirgeyici bir rol aldigi yapilan ¢alismalarla bildirilmistir (110-112).
miRNA’lardaki bu gorev farkliliklarinin sebebi mMiRNA’larin hedefledikleri mMRNA’larin
timor supresor yada onkogen olarak islev gormesidir. miRBase (Siiriim 22.1) verilerine
gore bugiine kadar insanda tanimlanan yaklasik 2000 civarinda miRNA oldugu, toplam
MIRNA sayisinin ise 38.589 oldugu bildirilmistir. Ancak biiyiik bir kisminin spesifik
fonksiyonlar1 tam anlamiyla bilinememektedir (113). 1990 yilinda bir grup arastirmaci
bitkiler lizerinde yaptiklari deneyde miRNA’larin genleri inhibe ettigini bulmus ancak
mekanizmanin tam olarak anlasilamamasi lizerine rapor edilememistir (114). 1993
yilinda ise Lee, Feinbaum ve Ambros’un, C. elegans iizerinde yaptiklari calisma
sonucunda bilinen ilk miRNA olan lin-4 kesfedilmistir. Bu ¢alismalarinda lin-4’in, lin-
14 geninin 3’UTR bolgesine baglanarak lin-14 geninin asagi regiilasyonunun
saglanmasiyla larva doneminin bitmesinde ve yetiskinlik donemine gegilmesinde rol
oynadigi bildirilmistir. Bu kesif miRNA’larin genleri inhibe edip ekspresyonlarinda
degisim yapabildiklerinin ilk gostergesi olmustur. ikinci miRNA olan let-7’nin de tipki
lin-4 gibi larvanin gelisimsel dénemine ilerleyisinde rol aldigi ve baglandigi genleri
regiile edebildigi belirlenmistir (Sekil 9) (115). 2002 yilinda ise Calin ve arkadaslar
kesfettikleri kromozom 13q14 bolgesindeki miR-15a ve miR-16-1 ifadesinin KLL
hastalarinda %68 oraninda asagi regiile edildigini ve bdylece MiRNA’larin kanser
tizerinde de etkisi oldugunu bildirmislerdir (116). Tiim bu kesiflerden yola ¢ikilarak
yapilan ¢aligmalarla binlerce MIRNA kesfedilmis ve bu mMIRNA’larin hiicresel
farklilasma, apoptoz, kanser gelisimi, konak-patojen etkilesimleri ve proliferasyonda rol
aldiklar1 ortaya ¢ikarilmigtir (117-119).
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Sekil 9: Kesfedilen ilk miRNA’larin C. elegans’in yasam dongiisiine etkisi (120)’den
degistirilerek alinmistir.

2.3.1. miRNA’larin Biyogenezi

Yaklagik 18-22 niikleotid uzunluguna sahip miRNA’lar, 3’UTR bolgelerinden
baglandiklari hedef mRNA’lariin transkripsiyonunu engelleyerek gen ekspresyonunda
regiilator rol oynamaktadirlar. Bir miRNA’nin gen regiilasyonunda rol oynayabilmesi
icin baz1 biyogenez siireglerinden gegmesi gerekmektedir. Bu siiregler ¢ekirdekte
baslayip sitoplazmada sonlanmaktadir. Cekirdekte bulunan miRNA genleri 5° baglik
(cap) ve 3’ poliadenillenmis olarak RNA polimeraz II tarafindan kopyalanmakta ve
bdylece 1-4 kb uzunlugundaki birincil mMiRNA (pri-miRNA)’lar olusmaktadir (121-123).
Uzun zincirli pri-miRNA’lar mikroislemci olarak adlandirilan DROSHA (RNase II1
enzimi) ve onun kofaktorii olan DiGeorge sendromu kritik bolge 8 (DGCRS) tarafindan
yaklasik 60-100 niikleotid uzunlugunda boliinerek kiigiik bir sa¢ tokasina benzeyen onciil
miRNA (pre-miRNA\) iiretilir (124,125). Uretilen pre-miRNA’lar Exportin-5 (XOP5) ve
kendisinin kofaktorii olan RanGTP aracilifiyla c¢ekirdekten sitoplazmaya taginir.
Sitoplazmaya aktarilan pre-miRNA’lar diger bir RNase III enzimi olan DICERI1
tarafindan islenir ve TRBP (transaktivasyona duyarli RNA baglayici protein) ile halkasal
yap1 3’ ve 5’ uglarindan yaklasik olarak 18-22 niikleotid uzunlugunda kesilerek dubleks
olgun bir miIRNA halini alir (126-128). Dubleks halini alan bu yap1 helikaz enzimi
araciligiyla iki pargaya ayrilir. Ardindan olgun tek iplikli mIRNA baglandigi Argonat
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(AGO) proteini ile birlikte RNA aracili susturma kompleksi (RISC, RNA Induced
Silencing Complex)’ni olusturur (129-131). Olusan miRISC kompleksi daha sonra hedef
MRNA’lara yonlendirilerek hedef MRNA’larin post-translasyonel olarak baskilanmasi
yada degrade olmasimi saglar (Sekil 10) (132,133). Boylece hedef mMRNA’ya ait
ekspresyon seviyesi azaltilarak regiile edilmis olur (134,135).

(Pol ID) f (" Gekirdek |\ Sitoplazma %
: i . AGO1-4
N/ N/ i )
IN/N “Q'/»mm“
W /fg, ppp dubleksi
% “-Rllla \
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Translasyonel baskilama
ve mRNA yikilmasi

Sekil 10: miRNA biyogenezi (136)’dan degistirilerek alinnstir.

2.3.2. miRNA’larin Kanserdeki Rolii

Giintimiizde hem solid hem de hematolojik kanser tiirleri icin MiIRNA’larin
kanserin patogenezinde ve progresyonunda etkin rol oynadiklari bilinmektedir. Yapilan
caligmalar sonucunda mMiRNA’larin hiicre proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez,
migrasyon ve invazyon gibi c¢esitli biyolojik siireclerin diizenlenmesine katkida
bulunduklar1 ortaya ¢ikmistir (107,137,138). Kanser siirecinde miRNA’lar, hedefledikleri
genlerin fonksiyonuna gére onkogenik veya tiimor baskilayict (timor supresor) roller
iistlenebilmektedir (139). miRNA’larin kanser ilizerindeki etkisine ilk kanit Calin ve

arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada KLL hastalariin %68’inde miR-15a ve miR-
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16-1’in asagi regiile edildiginin bulunmasiyla ortaya ¢ikmistir. Tiimdr baskilayici 6zellik
gosteren bu MIRNA’larin azalmasi normalde hedefleyerek ifadesini baskiladiklar
onkogenlerin ekspresyonlarinin baskilanamamasina ve buna bagli olarak da kanserli
hiicre artisinin hizlanmasima katki saglamaktadir (116). Ilk olarak KLL’de gosterilen
mMIRNA kanser iliskisi zamanla farkli kanser tiirlerinde de tespit edilmistir. Akciger
kanseri ile ilgili yapilan bir ¢alismada saglikli kontroller ile akciger kanseri hastalari
kiyaslandiginda, kanserli hastalarda let-7’nin ekspresyon seviyesinde ciddi bir azalma
oldugu ve bu asagi regiilasyonunun da kanser gelisimine zemin hazirladigi ortaya
cikarilmigtir (140). Bu ¢alismaya ek olarak baska bir ¢aligmada ise saglikli kontroller ve
akciger hastalarmin akcigerlerinde let-7 ekspresyon seviyesi incelenmistir ve let-7
ekspresyon seviyesinin kanser hastalarinda %350 daha diisiik seviyede oldugu
bulunmustur. Let-7 ekspresyon seviyesinin diismesi ise hedef geni olan RAS proteinin
miktarini artmasina neden olmustur. Sonugta ise onkogenik rol oynayan RAS proteininin
artmasina bagli olarak kanser gelisimi devam etmistir (141). Kolon kanserinde ise
normale kiyasla azaldigi bilinen miR-34a, miR-143 ve miR-145 miRNA’larinin hiicrede
mimik transfeksiyonu yoluyla arttirilmasinin, kanser gelisimini indirgeyici etki gosterdigi
bildirilmistir (142,143). Yumurtalik kanserinde azalmig miR-199, miR-140 seviyeleri ve
artmigs miR-21, miR-200a ve miR-200b seviyeleri tespit edilirken prostat kanserinde ise
miR-627 ve miR-99b’nin asag1 regiile olmasmin kanser patogenezinde etkili oldugu
bildirilmistir (144-147). Literatide meme kanserinde miR-10b ve miR-125b
seviyelerinin azaldig1 ve miR-21 ve miR-155 seviyelerinin ise arttig1 belirtilmigtir (148—
150). Pankreas kanserlerinde ise miR-21, miR-198, miR-33a ve let-7’nin Onemli
miRNA’lar oldugu bildirilmistir (151-153). miRNA’larin solid kanserler iizerindeki
etkilerinin yani sira hematolojik kanserler lizerinde de etkisi bulunmaktadir. NK/T hiicreli
lenfomalarda, miR-155 ve miR-21 ekspresyon seviyelerinin artmasinin lenfomanin
biiyiime ve gelismesine katki sagladigi buna karsin tiimor supresor rol oynayan miR-
150’nin ise lenfoma gelisimini azalttig1 bildirilmistir (154,155). Klasik Hodgkin Lenfoma
tizerine yapilan ¢alismada ise miR-135a’nin azalmasiyla JAK2 geninin ekspresyonunun
arttig1 ve buna bagl olarak da apoptozun azalip hiicre proliferasyonunun tetiklendigi
belirtilmistir (156). Multiple myelom iizerine yapilan bir ¢alismada ise timor supresor
Ozellik gosteren mMIiR-15 ve mMIiR-16’nin miktar1 arttiginda bu mMiRNA’lar hedef
genlerinden olan CABINL1 geninin ifadesinin azalmasina yol agmistir ve boylece multiple

myelom hiicre gelisimi ve ¢ogalmasinin engellenebildigi vurgulanmistir (157). KML ve
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ALL’de normale kiyasla asag1 regiile olan miR-7’nin hiicrede miktarinin arttirilmasiyla
kanser hiicre proliferasyonun inhibe oldugu apoptozun ise tetiklendigi bilinmektedir
(158,159). Sonug¢ olarak MiIRNA’larin tiim kanser tiirlerinde etkili olabilecegi ve
hiicredeki miktarlarinda meydana gelen degisikliklerin bir¢ok hiicresel siireci etkileyerek
timor gelisimini pozitif veya negatif yonde regiile edebilecegi ¢ok sayida bilimsel

calisma ile gosterilmistir.

2.3.3. miRNA ve AML Iliskisi

Ozellikle yetiskinlerde siklikli goriilen ve anormal blast hiicrelerinin asiri
birikimiyle karakterize olan AML gelisiminde etkili genetik ve epigenetik faktorler
anlagilmasiyla hastaligin olusum ve ilerleyisinde oldukca etkili olmaktadir. Genlerin
ekspresyon seviyelerindeki degisimler anormal hiicre popiilasyonunun olugmasinda rol
oynamaktadir. Bu genlerin ekspresyon degisimlerinin bircok sebebi olmakla beraber
ozellikle o genleri hedefleyerek ifadelerini diizenleyen ve genlerin ifadesinin artmasi veya
azalmasini saglayan kiigiik kodlanmayan RNA (miRNA)’lar bulunmaktadir. miRNA’lar
evrimsel olarak korunan ve yaklasik olarak 18-22 niikleotidlik kii¢iik protein kodlamayan
RNA’lardir. Gegmisten giinlimiize kadar agiga cikarilan bircok rolii olmakla beraber
ozellikle kanser gelisimi ve ilerleyisi bakimindan etkin rol oynamaktadirlar. Yapilan
caligmalarla birlikte MIRNA’larin deregiilasyonlarindaki degisimlerin AML ve alt
tiplerinin gelisimi ve ilerleyisi agisindan iligkili oldugu gosterilmistir (160). miRNA’larin
tiimor supresor ve onkogen olarak gorev yapmasi l6seminin gelisim siire¢lerini
etkilemekte ve potansiyel tedavi iretimine de katki saglamaktadir. Onkogenik
mMiRNA’lar olan miR-375, let-7a-3 ve miR-378 AML hastalarinin biiyiik bir kisminda
yukar1 regiilasyon gostermektedir ve kotii prognozla iliskilendirilmistir (161-163). miR-
193b’nin AML’de tiimor supresor olarak gorev aldigmi, diisiik ekspresyon seviyesine
sahip oldugunu ve hiicrenin hayatta kalmasmin ve proliferasyonunun kontroliinii
saglayan MAPK sinyal yolunun diizenlenmesinde gorev aldig1 gosterilmistir. Bu da miR-
193b’nin potansiyel bir tedavi segenegi ve belirte¢ olabilecegini gostermektedir (164).
Son olarak miR-135a AML’de asagi regiilasyon gosterirken yukari regiilasyonu ile
HOXA10 geni hedeflenerek hiicresel proliferasyonun biiyiik bir kisminin inhibe edildigi
ve apoptozu tetikledigi gosterilmistir (165).
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2.3.4. miR-7-5p

miR-7 yiiksek oranda korunmus olup miR-7-1, miR-7-2 ve miR-7-3 miRNA
onciisii tarafindan tiretilir (166,167). miR-7 6zellikle tiimor gelisimi, bitylime ve metastaz
gibi kanser geligim siireglerinde indirgeyici rol oynadigi bildirilmistir (168,169). miR-7-
5p bu miRNA ailesinin en olgun ve en ¢ok ¢aligilan tiyesidir (167,170). miR-7-5p, 9921
kromozom lokasyonunda bulunur ve 23 niikleotid uzunluguna sahiptir (167). Ik kez 2001
yilinda Lagos-Quintana tarafindan bildirilen miR-7-5p, hedefledigi farkli genleri
kullanarak ¢oklu sinyal yollarinin etkin bir sekilde diizenlenmesinde gorev alir (171,172).
Yapilan ¢alismalarda miR-7-5p’nin kolon (173), pankreas (170), melanoma (174),
akciger (175), meme (176), mide (177), karsinoma ve glioblastoma (178,179), lenfoma
(180) ve losemi tiirleri (181,182) olmak iizere ¢ogu kanser tiirlerinde asagi regiile
edildigini ve ¢ogunlukla tiimor supresor olarak gorev aldigr bildirilmistir. Cesitli kanser
tiirlerinde MiR-7-5p’nin ifadesinin artmasi ile hiicre proliferasyonuna, gé¢ ve metastaza
sebep olan onkogenik genlerin hedeflenmesiyle inhibasyonuna sebep olarak hiicresel
apoptozu tesvik etmektedir (183). Ayn1 zamanda epitelyal-mezenkimal gegis (EMT)’de
de 6nemli rol oynamaktadir (183,184). Bu rolleriyle 6zellikle kanser tedavilerinde

potansiyel hedef haline gelmektedir.

2.4, Tezde miR-7-5p ile iliskisi Arastirilacak Genler

2.4.1. BCL2

B hiicreli Lenfoma 2 (B-cell lymphoma 2, BCL2), apoptozu inhibe ederek ve
apoptozda gorev alan bazi faktorleri de diizenleyerek kanserde hiicresel canliligin
devamini saglayan onkogenik, protein kodlayan bir gen ailesidir (185,186). BCL2 ve
PPP1R50 olarak da bilinen BCL2 ilk olarak 1988 yilinda ALL hastaliginda kesfedilmistir
ve bu zamana kadar kesfedilen genlerin aksine bu genin hiicresel programlanmig 6liim
mekanizmasinin diizenli calismasini tesvik etmek yerine hiicrelerin hayatta kalmasini
tesvik ettigi ve apoptozu durdurucu etki yaptig1 ortaya ¢ikarilmistir (187,188). BCL2 gen
ailesi 18g21.33 kromozom lokasyonunda bulunur ve 6 ekzona sahiptir (Sekil 11) (189).
Bu gen ailesinin yaklagik olarak 25 iiyesi mevcuttur ve anti-apoptotik ve pro-apoptotik

olmak tizere ikiye ayrilirlar. Genel olarak mitokondriyal dis zar gegirgenligini diizenlerler
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ve ayni zamanda bazi aile iiyeleri hiicrenin apoptoza girmesini saglarken (pro-apoptotik)
bazilar1 ise hiicrelerin apoptoza girisinin engellemesini (anti-apoptotik) saglarlar
(190,191). BCL2 geninin kodladigi BCL2 proteinleri yapisinda evrimsel olarak
korunmus BCL2 homoloji motifleri (BH) olarak bilinen 1°den 4’¢ kadar
numaralandirilmis motifler igerir. Tiim BCL2 gen ailesi bu motiflerden bir veya daha
fazlasina sahiptir ve gruplandirilirken 3 gruba ayrilirlar. Bunlar anti-apoptotik olarak
bilinenler BCL2, BCL-W, MCL-1, BCL-XL BFL1, CED9 ve Al, pro-apoptotik olarak
bilinenler BAX, BAK, BOK, BOO, BCLG, BCLB ve BCL-RAMBO ve son olarak
yalnizca BH3 motifini igeren pro-apoptotik olarak bilinen BID, BIM, PUMA, NOXA,
BAD, BMF, HR, HRK, BOXA, BCLG ve BIK proteinleridir. Digerlerine oranla sadece
BH3 motifine sahip olan pro-apoptotik aile iiyeleri 6zellikle hiicresel stres sinyallerine
hemen cevap verirler ve apoptozu tetiklerler. Hiicrenin apoptoza tesvikini ise pro-
apoptotik aile iiyelerini aktive ederek veya anti-apoptotik aile tiyelerini inhibe ederek
saglarlar (186,192). BCL2 geni ¢ogu insan kanser tiirlerinde asir1 eksprese edilir. Buna
ek olarak, BCL2 16semi de dahil olmak {izere gesitli kanser tiirlerinde kemoterapiye kars1
diren¢ olusmasina sebep olmaktadir ve genellikle kanserin kotli prognozuyla iliskili
oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir (193,194). Benzer sekilde ¢ogu AML
hastasinda hastaligin ilerleyisi ve hiicrelerin apoptozdan kagmasi da yine BCL2 gen
ailesiyle iligkilendirilmistir. Bu nedenle BCL2 {izerinden apoptoz mekanizmalarinin
hedeflenmesiyle birlikte AML hastalarinda yeni bir tedavi potansiyeli gelistirilebilecegi
literatiirde Onerilmektedir (195). BCL2 genini hedefleyen miRNA’larin ifadelerindeki
deregiilasyon sonucu veya c¢esitli kromozomal degisiklikler yoluyla BCL2 ekpresyon
seviyesinin agir1 artmasi gibi durumlar ¢ok sayida kanserin gelisiminde BCL2 geninin
etkin rol oynamasmin sebepleri arasinda sayilmaktadir (196,197). Akciger kanseri
lizerine yapilan bir caligmada BCL2’nin asirt ekspresyon gdstermesi kanserin
ilerleyisinde biiyiik rol oynarken dogrudan hedefi olan miR-7 tarafindan BCL2’nin
3’'UTR bolgesine baglanarak ekspresyon seviyesinin azaltildigt ve hiicre
proliferasyonunun inhibe edildigi bildirilmistir (198).
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Sekil 11: BCL2 gen lokasyonu (199)’dan degistirilerek alinmstir.
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2.4.2. SKP2

S faz1 kinaz iligkili protein 2 (S-Phase Kinase Associated Protein 2, SKP2), hiicre
dongiisiiniin regiilasyonu, hiicre proliferasyonunun saglanmasi, hiicresel farklilasma ve
apoptozun diizenlenmesinde gorevli olan, yaklagik 40 aminoasitlik F-Box proteinin
substrat taninmasinda sorumlu olan E3 ligaz SKP1-cullin 1-F-box (SCF) protein
kompleksinin 6nemli bir dyesidir (200,201). p45, FBL1, FLB1 ve FBXL1 olarak da
bilinen SKP2, 5p13.2 kromozom lokasyonunda bulunan 11 ekzonlu bir proto-onkogendir
(Sekil 12) (202). SKP2’yi ilk kez kesfeden Demetrick ve arkadaslari floresan in situ
hibridizasyonu (FISH) teknigini kullanarak bu geni 5p13 bolgesinde tanimlamislardir
(203). p57 (204), p27 (205), TOB1 (206), p130 (207), FOXO1 (208) ve p21 (209) olmak
tizere 20’den fazla SKP2 spesifik substratlar1 bulunmaktadir ve SKP2’nin biiyiik
cogunlugu tiimor supresor olan bu substratlarinin degredasyonu sebebiyle onkogenik
faaliyet gostermektedir (200). SKP2 ve substratlari ¢ogu kanser tiirlerinde ters regiilasyon
gostermektedir ve cogunlukla SKP2 asir1 eksprese edilirken substratlar1 ise degredasyon
sebebiyle diisiik ekspresyon seviyelerine sahiptirler. Prostat kanseri iizerine yapilan bir
calismada SKP2 ekspresyon seviyesinin asir1 arttigi ve p27 ekspresyon seviyesinin ise
SKP2’ye oranla disiik seviyede oldugu ve bu asirt ekspresyon seviyesinin ise kotii
prognozla iliskili oldugu bildirilmistir. Ayn1 sekilde meme kanseri (210), akciger kanseri
(211), pankreas kanseri (212), kolon kanseri (213), gastrik kanser (214), multipl myeloma
(215), melanoma (216), lenfoma (217) ve 16semi tiirleri (218) de dahil olmak tizere kotii
prognoz goriilen bir¢ok kanser tiirinde SKP2’nin agir1 ekspresyon Seviyesine sahip
oldugu, bu genin timérogenezde ve ilag direncinde de etkin rol oynadigi yapilan
calismalarla bildirilmistir. Meme kanseri ilizerine yapilan bir ¢alismada SKP2’nin
ekspresyon seviyesindeki artis kanser gelisimine katkida bulunurken SKP2’nin dogrudan
hedefi olan miR-7-5p’nin asir1 ekspresyon gosteren SKP2 aktivitesini tersine gevirerek
meme kanseri gelisiminin indirgendigi ve EMT nin tetiklenebildigi gosterilmistir (219).
Buna ek olarak AML hastalar1 iizerine yapilan bir caligmada SKP2 ekspresyon
seviyesinin hastalarda asir1 ekspresyon gosterdigi ve 6nemli derecede kotii prognozla
iligkili oldugu ortaya ¢ikarilmistir (218). SKP2 nin onkogenik rolii ¢esitli miRNA’larla

hedeflenerek kanser tedavisine katkida bulunulabilecegi diistintilmektedir.
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Sekil 12: SKP2 gen lokasyonu (220)’den degistirilerek alinmistir.

SKP2- Chr 5p132 11 ekzon
R R B B L I T T W & W (R R R o & G
[T N ' I T I T - o = 07 00 N A NN [ar B e I o =+ [T I I | [ar T o T L T e B e I e O S N I R~ (N | o I (g }
=N o o = o L e B B B e B R R O | = = = - e R Y R Y oY I Y T Y R I T A i N L O L SO L N v Y |
o O o 0O 0 o o o o oo O O A . o o O o o o o o o0 o oToTo o o T T
|1 PO | | I W W T

O-bagli  N-asetilglukozamin ~ (GIcNAc)  transferaz  (O-Linked  N-
Acetylglucosamine (GIcNAc) Transferase, OGT) geni Xg13.1 lokasyonunda yer alan, 22
ekzona sahip, X inaktivasyon merkezinin ve X-inaktif spesifik transkript (XIST)
lokusunun yakininda bulunan ve O-GIcNAc transferazi (OGT) proteinini kodlayan bir
gendir (Sekil 13) (221-223). Bakterilerden insana kadar ¢ogu canlida evrimsel olarak
yiiksek oranda korunmustur ve memeli gelisimi i¢in gereklidir (224,225). OGT ’ye ait ilk
calisma 1986 yilinda Holt ve arkadasi tarafindan yapilmistir ve OGT 'nin 6zellikle niikleer
zarf proteinlerinin iizerinde bol miktarda bulundugu ve kromatin acisindan oldukca
zengin oldugu gosterilmistir (226). OGT1, HRNT1, MRX106, XLID106, HINCUT-1 ve
O-GLCNAC sinonim adlariyla da anilan OGT geni, c¢esitli transkripsiyon faktorleri,
kinazlar, metabolik enzimler, fosfatazlar, insiilin sinyalizayonu, gen ekspresyonu ve
reglilasyonu, hiicresel stres yanit yolaklarimin diizenlenmesi ve hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde gorevli olup OGT ifadesinde diizensizlesme olmast durumunda
diyabet, kanser ve kardiyak komplikasyonlarin olugabildigi bildirilmigtir (227-231).
OGT ’nin alternatif kirpilma (splicing) sebebiyle 3 adet protein alt birimi bulunmaktadir.
Bu alt birimler mOGT (mitokondriyal OGT), sOGT (kisa OGT) ve ncOGT
(niikleositoplazmik OGT)’dir. mOGT alt birimi mitokondriyal hedef dizisi igerir ve
mitokondiral matrisi hedef alirken ayni zamanda pro-apoptotiktir (232,233). ncOGT
sitoplazma ve ¢ekirdekte bulunur. I¢lerinde en uzun ve en yiiksek protein 6zgiil agirligina
sahip olan alt birim ncOGT dir (234,235). En kisa alt birim olan SOGT sitoplazma ve
cekirdekte bulunur ve anti-apoptotiktir. SOGT ayn1 zamanda diger alt birimlerin etkisini
inhibe etme yetenegine sahiptir (232,236). Her ii¢ izoform da protein-protein
etkilesimlerinde ve substrat tanimada gorevli N-ucu tamamlanmis tetratrikopeptit
tekrarlar (tetratricopeptide repeats, TPR) igerirler. mOGT 9 (237), ncOGT 13 (234) ve
SOGT ise 2 (237) TPR igerir. Ve her biri hedef peptitin ve UDP-GIcNAc baglanma
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paketinin baglanmasi igin gerekli katalitik bir alan paylasirlar (237). Yapilan bir
calismada OGT ve kodladigi O-bagli-N-asetilglukozaminilasyon (O-GIcNAcylation)
proteininin kanser olusumunda ve metastazinda gorevli oldugu ortaya ¢ikarilmistir (238).
AML {izerine yapilan diger bir ¢alismada ise O-bagli-N-asetilglukozaminilasyon’un
inhibe edilmesiyle birlikte AML hiicrelerinde farklilasma ve apoptoza yonelmenin arttig1
goriilmigtiir. Bu nedenle de AML hastalar1 igin potansiyel bir tedavi gelistirilmesine
yonelik OGT’nin 6nemli bir potansiyel tasiyor olabilecegi diisiiniilmiistiir (239). Akciger
kanseri tizerine yapilan bir galismada OGT ’nin kanser hiicrelerinde asir1 eksprese oldugu
tespit edilmistir. Ayni ¢alismada, miR-7-5p’nin OGT’yi hedeflemesiyle OGT ifadesinin
baskilanmasinin saglanabildigi bu sayede de kanser hiicre gelisiminin ve biiylimesinin

azaltilabildigi onerilmistir (240).
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Sekil 13: OGT gen lokasyonu (241)’den degistirilerek alinmistir.

2.44. KLF4

Kriippel benzeri faktor 4 (Kriippel like factor 4 KLF4), ¢ogalma, farklilasma,
hiicresel go¢, inflamasyon, homeostazin korunmasi, apoptoz ve embriyonik gelisim de
dahil olmak tizere pek ¢ok hiicresel siiregte gérev alan, guanin ve sitozin agisindan zengin
CACCC gibi diziler iceren evrimsel olarak korunmus 3 adet ¢inko parmaga sahip bir
transkripsiyon faktoriidiir (242). Gen ekspresyon seviyesinde goriilen deregiilasyonun
kanser gelisimine katki sagladig: bildirilen KLF4 geni ilk olarak 1996 yilinda Shields ve
arkadaglar tarafindan kesfedilmistir (243). EZF ve GKLF adlariyla da bilinen KLF4,
9g31.2°de lokalize olup 4 ekzona sahip kiigiik bir gendir (Sekil 14) (244). Onkogen ve
timor supresor olarak bildirildigi farkli kanser tiirleri bildirilmistir. Literatiirde bu gen
kolon (245), 6zofagus (246), mide (247), mesane (248), pankreas (249) ve akciger (250)
kanserlerinde tiimor supresor olarak bildirilirken melanoma (251) osteaosarkoma (252)

B non-Hodgkin lenfoma (253) gibi malign tiimor ¢esitlerinde ise onkogen gorevi gordigii
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belirtilmistir. KLF4’tin diger bir gorevi ise indiikklenmis pluripotent kok hiicreler
(iPSC'ler)’in indiiklenmesi icin gerekli 4 temel faktdrden biri olmasidir. IPSC’lerin
yeniden programlanmasi ise kanser tedavilerinin gelistirilmesinde Onemli rol
oynamaktadir (254). mMiRNA’lar, histonlarin metillenmesi ve CpG adalarinin
hipermetilasyonlar1 KLF4’tin kanser ve kok hiicrelerin diizenlenmesinde ve timor
gelisiminde etkili mekanizmalardir. Tiim bu mekanizmalar KLF4’iin ekspresyonlarindaki
degisimleri diizenlemektedir (255-257). Kolon kanseri iizerine yapilan ¢alismada kolon
kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese edilen KLF4 geninin miR-7-5p ile dogrudan
hedeflenmesiyle, KLF4’iin ekspresyon seviyesinin distiigii ve timor biiylimesi ile
gelisiminin indirgendigi bildirilmektedir (5). Yapilan diger bir ¢alisma ise T-ALL
hastalarinda KLF4 ekspresyon seviyesinin diisiik oldugunu ve 16semi gelisiminin devam
ettigini géstermistir ve KLF4’{in asir1 ekspresyonunun tetiklenmesiyle birlikte apoptozun
indiiklenebildigi belirlenmistir (258). Ayni sekilde KML hastalari {izerine yapilan bir
calismada ise KLF4’{in timor supresor gorevi gordiigiinden bahsedilmektedir. KML’de
KLF4 olmasina ek olarak bu genin ifadesinin yukar1 regiilasyonuyla anti-apoptotik olan
BCL2’nin asag1 regiilasyonunun ve bir pro-apoptotik olan BAX’in yukari
reglilasyonunun indiiklenerek apoptozun tesvik edilebildigi gosterilmistir (259).
Hematolojik malignitelerden olan I6semide KLF4’{in kesin roliiniin belirlenememis
olmasi ile birlikte calismalardaki sonuclar da farklilik gostermektedir. AML hastalari
lizerine yapilan bazi ¢alismalarda KLF4 tiimor supresor olarak bildirilmisken (260,261)
bazi ¢aligmalarda ise onkogen olarak (262,263) bildirilmistir. AML ile ilgili yapilan baska
bir ¢calismada AML hiicre hatlarinda KLF4’iin ekspresyonunun AML hiicre gelisimini
destekledigi bildirilmektedir. Ancak KLF4’iin CRISPR - Cas9 yontemiyle silinmesi
sonucunda AML hiicre biiylimesinin ve hayatta kalmasmin 6nemli dlglide azaldigi
gosterilmistir (262). Tim bu ¢eliskili sonuglarin bildirilmis olmasi nedeniyle KLF4’{in
AML iizerindeki gercek roliiniin aydinlatilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag

bulunmaktadir.
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Sekil 14: KLF4 gen lokasyonu (264)’den degistirilerek ahnmstir.
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2.45. EGFR

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (Epidermal Growth Factor Receptor,
EGFR), hiicre yilizeyinde bulunan reseptorlere baglanip aktive edilmesiyle hiicrelerin
biiyiime, gelisme, farklilasma ve ¢ogalma gibi ¢esitli biyolojik siireglerinde etkin rol
oynayan reseptOr tirozin kinaz (RTK) olarak adlandirilan ErbB reseptor ailesinin bir
tiyesidir (265,266). EGF, 1962 yilinda Dr. Stanley Cohen tarafindan yeni dogan fareler
ile yaptig1 deneyde sinir biiytime faktorii (NGF) tizerine ¢alisilirken kesfedilmistir (267).
Bu kesif ile Dr. Stanley Cohen’e Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel 6diilii verilmistir (268).
ERBB, ERRP, HER1, mENA, ERBB1, PIG6 veya NISBD2 adlariyla da bilinen EGFR,
7pl11.2°de lokalizedir ve 31 ekzona sahip bir onkogendir (Sekil 15) (269). EGFR,
transmembran alani (TM), tirozin kinaz aktivitesine sahip olan hiicre i¢i alan (ICD) ve
hiicre dis1 alan (ECD) olmak tizere toplamda 3 adet alana sahiptir (270,271). Hiicre
disindaki bir ligand 6nce EGFR’nin ECD alanindan baglanir ve baglanmanin ardindan
ICD fosforillenir ve fosfatidil-inositol-3 kinaz (PI13K), rapamisinin memeli hedefi
(MTOR), sigan sarkom viriisiit ve hizla hizlandirilmis fibrosarkom (RAF), mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK), hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar (ERK'ler),
Protein Kinase B (AKT) ve JAK/STAT gibi gesitli sinyal yolaklar1 hiicre biiyiimesi,
cogalmasi ve hayatta kalmasi, metastaz ve anjiyogenez gibi hiicresel siireclerin
diizenlenmesi igin aktive edilir (272-274). En yaygin kullanilan sinyal yolaklari
EGFR/RAS/RAF/MEK/ERK vyolaklaridir. EGFR’nin aktive olmasi RAS protein
seviyesinin asir1 artmasina sebep olabilmektedir. Seviyesi artan RAS proteini ise RAF’1
aktive edebilir, aktif RAF daha sonra MEK’i fosforile edebilir. Aktive edilmis MEK ise
son olarak ERKI1/2’nin fosforillenmesini saglayarak c¢ekirdege dogru gecisini
tetikleyebilmektedir. ERK’nin ¢ekirdege gegmesiyle sitoplazmik proteinler fosforillenir
ve boylece hiicre proliferasyonunun, metastazin ve hiicre gogiiniin gergeklesmesi tesvik
edilebilir (275,276). Bu gibi sinyal yollarmin aktif bir sekilde kullanilmasi EGFR’nin
kanser gelisimindeki roliinii agik¢a gostermektedir. EGFR meme (277), akciger (278),
pankreas (279), gastrointestinal sistem (280), glioma (281), bas-boyun (282) ve beyin
(283) gibi ¢ogu kanser tiirlerinde asir1 ekspresyon seviyesine sahiptir ve kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir. Tiim bunlara ek olarak 16semi tiirlerinde de artmis EGFR ekspresyonu
gozlemlenmektedir. AML {izerine yapilan bir ¢alismada kadin ve erkek hastalardan elde
edilen verilerde artmig EGFR ekspresyonu bildirilerek kotii prognozla iliskilendirilmistir
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(284). miRNA’lar hem EGFR sinyal yolaginda gorev yapan iliskili proteinlerin
ekspresyonlarindaki degisimlerden hem de EGFR’nin 3’UTR bolgesine baglanarak
EGFR sinyal yolundaki ekspresyon dilizenlemesinden sorumludurlar. Ekspresyon
seviyeleri degisen proteinler ve iliskili faktorler kanser olusumuna katki saglamaktadirlar
(285,286). Papiller tiroid kanseri iizerine yapilan bir ¢alismada EGFR ekspresyon
seviyesinin yiiksek oldugu ve bu ifade artisinin ise MAPK/ERK sinyal yolu
aktivasyonuna sebep oldugu bildirilmistir. Ayni ¢alismada, azalmis olarak bildirilen miR-
7-5p ifadesinin arttirilmasiyla sinyal yollarinin ifadelerinin  azaldigi ve hiicre

proliferasyonunun inhibe edildigi gosterilmistir (287).
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Sekil 15: EGFR gen lokasyonu (288)’den degistirilerek alinmstir.

2.4.6. VIM

Vimentin (VIM), hiicresel migrasyon, invazyon, adezyon ve gocten yani EMT
slireglerinin diizenlenmesinde rol oynayan ve ayni zamanda hiicresel stres siirecleri ile
apoptozun ilerlemesinde gorevli yliksek oranda korunmus hiicre iskeleti agin1 olusturan
tip 111 ara filament (IF) ailesininin bir tiyesidir (289,290). VIM geni 10p13 kromozomal
lokasyonda bulunur ve 10 ekzona sahiptir (Sekil 16) (291). VIM, lenfosit hiicrelerinde,
epitelyal hiicrelerde ve mezenkimal hiicrelerde siklikla eksprese edilmektedir (292,293).
Vimentin, sitoplazmada ve ¢esitli hiicre tiirlerinin etrafinda bulunan hiicre dis1 boslukta
da yer alir ve hiicre disi boslukta bulunan vimentin yiizey vimentini ve salgilanan
vimentin olarak islev goriir (294). VIM geni tarafindan kodlanan vimentin proteini hiicre
fonksiyonunun diizenlenmesi, hiicre morfolojisinin korunmasi, yara iyilesmesi,
bagisiklik ve iltihap olusumu gibi siireclerde de 6nemli gorevlere sahiptir (295,296).
Cesitli kanser tiirlerinde EMT belirteci olarak kullanilan VIM geninin bazi solid
tiimorlerde artmis ifadesi kotii prognozla iliskilendirilmistir (297). AML {izerine yapilan
bir caligmada da benzer sekilde sitogenetik olarak normal karyotipe yani goriiniirde
dengeli karyotipe sahip yasli AML hastalarinda VIM ekspresyonunda goriilen asir1 artmis
ifade seviyesi kotii prognozla iliskilendirilmistir (298).
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32

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. HL60 ve NB4 hiicre hatlariin temini

Calismada miR-7-5p’nin AML ile iliskisinin arastirilmasina yonelik kullanilan
HL60 AML hiicre hatt1 Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi SAP Enstitiisii’nden temin
edilmistir. Bir diger AML hiicre hatti olan NB4 hiicreleri ise Aziz Sancar Deneysel Tip
Arastirma Enstitiisit (DETAE)’den alinmustir.

3.1.2. Gereg ve Cihazlar

3.1.2.1. Tezde Kullamilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri

Tez calismasi boyunca Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart
Anabilim Dali Tibbi Genetik Bilim Dali biinyesinde bulunan tim laboratuvar
olanaklarindan faydalanilmistir. Calisma boyunca kullanilan tim ekipman ve sarf

malzemeleri Tablo 4’te listelenmistir.

Tablo 4: Tezde kullanilan cihazlar, sarf malzemeleri ve kullanim yerleri

Ad1 Kullanim Yeri
Gergek Zamanli PZR gRT-PZR islemleri
(LightCycler480-Roche)
Spektrofotometre- NanoDrop- RNA safliginin belirlenmesi
Thermo Sci
Invert Mikroskop-Olympus Hiicrelerin goriintiilenmesi
Elektroforez aletleri, gii¢ RNA kalitesinin belirlenmesi
kaynaklar1 / ThermoFisher
Jel goriintiileme sistemi/Vilber PZR iirtinlerinin goriintiilenmesi ve

Lourmat kaydedilmesi



Adi

Sogutmali Mikrosantrifiij-
Hettich Rotina 420R

Is1 dongii cihazi (Thermal
Cycler)-BioRad
CO; Inkiibator- Niive

(-80) Derin dondurucu-
WiseCryo

(-20) Derin dondurucu-Vestel

(+4) Buzdolabi- Vestel
Microplate reader- BioTek

LightCycler plate

Laminar giivenlik kabini-Fagus

T25 ve T75 flask (BD, USA)
96 Well Plate ve 6 Well Plate

Cok Kanall1 Mikropipet-
(ThermoFisher Sci.)

Ependorf tiipleri

Vortex

Soguk blok

Parafilm

Serolojik pipet ve pipetor

Kullanim Yeri

RNA izolasyonu
PZR ve cDNA sentezi

Hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasi ve kiiltiir
islemleri

Hiicrelerin RNA Orneklerinin ve
reaktiflerin uzun siireli saklanmasi

Kit, reaktifler, soliisyonlar ve 6rneklerin
saklanmasi

Besi yeri ve soliisyonlarin saklanmasi
Hiicre proliferasyonu ve apoptoz tayini

Gergek Zamanl PZR islemleri (RealTime-
PCR)

In vitro deney uygulamalar1 ve qRT-PZR
icin gerekli reaksiyonlarin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirti islemleri
Transfeksiyon islemleri

Cok ornekli reaksiyonlarin yapilmasi

Orneklerin saklanmasi ve deneylerde
kullanilmasi

Orneklerin karistiriimasi

Deneyler sirasinda reaktiflerin soguk
ortamda tutularak korunmasi

Tiip ve siselerin kontaminasyondan
korunmasi

Biiyiik hacimli stvilarin aktarilmasi

4 ul,10 pl, 100 pl, 1000 pl
mikropipet

Kiigiik hacimli sivilarin aktarilmasi
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3.1.2.2. Tezde Kullanilan Soliisyonlar

Tezde kullanilan soliisyonlar Tablo 5-7’de listelenmektedir.

Tablo 5: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar

Adi

Antibiyotik

Fetal Bovine Serum (FBS)
Phosphate Buffered Saline (PBS)
DMSO

Tablo 6: Transfeksiyon ve validasyonu igin gerekli soliisyonlar

Adi

miR-7-5p mimik (5nmol, mirVana, ThermoFisher Sci.)
Lipofectamine 2000, 0.75 mL (ThermoFisher Sci.)

Opti-MEM™ Medyum

TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher Sci.)
TagMan Universal Master Mix (ThermoFisher Sci.)

TagMan miR-7-5p ve RNU43 primer ve problar1 (ThermoFisher Sci.)

Tablo 7: RNA izolasyonunda kullanilan soliisyonlar

Ad1

TRIZOL REAGENT 100ML
Izopropanol

Chloroform 100 ML

Ethanol (%70°1ik)

Niikleazsiz su
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3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre Hatlarim Cogaltma, Pasajlama ve Dondurma Islemleri

HL60 ve NB4 hiicre hatlar1 insan olgunlagsmig akut myeloblastik 16semi
hiicrelerinden tiiretilmis hiicre hatlar1 olarak bilinmektedir ve AML ¢alismalarinda sikc¢a
kullanilmaktadir. HL60 ve NB4 hiicreleri uygun kosullar altinda (37°C, %5 CO.) ve %1
antibiyotik ile %10 Fetal Bovine Serum (FBS) eklenerek hazirlanan RPMI-1640 besi
yerinde cogaltilmigtir. Cogalan hiicrelere ait 10x objektifte elde edilen mikroskop
goriintiileri Sekil 17-18de goriilmektedir.

25 cm? hiicre kiiltiir flaski igerine ekilerek cogaltilan hiicreler %70-80 yogunluga
(konfluensiye) ulasinca 75 cm?’lik daha genis hiicre kiiltiir flaskina alinarak pasajlama
islemleri yapilmistir. Pasajlama sirasinda artan diger hiicreler daha sonraki ¢aligmalarda
kullanilmak tizere dondurma (freezing) medyum (%10 DMSO igeren RPMI-1640 besi
yeri) igerisine alinarak cryo tiiplere konulmustur. Ardindan -196°C’deki azot tankinda

saklanmistir.

Sekil 17: HL60 hiicresi mikroskop goriintiisii (10x)



36

Sekil 18: NB4 hiicresi mikroskop goriintiisii (10x)

3.2.2. Hiicre Hatlarima miRNA Mimik Transfeksiyonu

HL60 ve NB4 hiicre hatlarina miR-7-5p mimigi transfekte edilmistir. Herhangi
bir geni hedeflemedigi bilinen non-targeting miRNA oligoniiklotid dizisi ticari olarak
satin almarak c¢aligmada kontrol grubu hiicrelerin (nt kontrol) hazirlanmasinda
kullanilmistir.  Transfeksiyon islemleri Lipofectamine-2000 protokoliine  gore

uygulanmistir. Transfeksiyon icin gerekli bilesenler Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8: Transfeksiyon isleminde kullanilan bilesenler

Hiicre

Opti-MEM™ Medyum
Lipofectamine® 2000 Reagent
MiRNA mimik
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e Thoma lami araciliiyla hiicre saymmi gerceklestirildikten sonra 6 kuyucuklu
plate’lere her bir kuyucuga 4x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilmustir.

e Hiicre ekiminden yaklasik 24 saat sonra hiicre yogunlugu mikroskopta incelenmis
ve %70-80 konfluensiye ulasan hiicreler igin transfeksiyon islemlerine
baslanmugtir.

e Lipofectamine™ 2000 reaktifi ve mMIRNA mimik/nt mimik Opti-MEM™
medyum igerisine total 30pmol olacak sekilde tiretici firmanin protokoliine uygun
olarak iki ayr tiipte iyice karistirtlarak hazirlanmistir.

e 5 dakikanin ardindan mimik ve Lipofectamine tiipleri karistirilarak oda
sicakliginda 15-20 dakika inkiibasyonun ardindan RNA-lipid kompleksi elde
edilmistir ve %70-80 yogunluga ulasmais hiicrelere transfekte edilmistir.

e Hiicreler ekspresyon deneyleri i¢in 37°C %5 CO2’li etlivde 24 saat kadar inkiibe
edilmistir.

e Toplanan hiicreler Trizol igerisine alinarak saklanmistir ve daha sonra RNA izole

edilmek iizere -80°C dolaba kaldirilmistir.

3.2.3. RNA lzolasyonu

Uygun besi yerinde 37°C ve %5 CO2’li etiivde ¢ogaltilan 24 saat dncesinde miR-
7-5p ve nt mimik transfeksiyonu yapilmis olan HL60 ve NB4 hiicreleri 1500 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek pelletler Trizol soliisyonu (Ambion) igerisinde c¢oziilerek {iretici

firmanin protokoliine uygun bigimde RNA izolasyonu yapilmistir.

e 15 mL’lik falkon tiiplere toplanilan hiicreler 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
yapilmistir.

e Siipernatant kisim atildiktan sonra 1000 puL Trizol eklenerek ¢oziilen pellet 1,5
mL’lik ependorf tliplere alinmistir ve lizerine soguk 100 ul kloroform eklenerek
ardindan vorteks araciligiyla hizlica karismasi saglanmustir.

e +4°C sogutmali santrifiijde 13000 rpm hizda 15 dK santrifiij yapilarak faz ayrim
elde edilmistir.

e RNA’nin bulundugu en iist faz olan seffaf kisim temiz ependorf tiipe alindiktan

sonra 500 pL soguk isopropanol eklenmistir.
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e Buzda 5-10 dk inkiibe edilen tiipler +4°C sogutmali santrifiijde 13000 rpm’de 10
dk satrifiij edilmistir.

e Elde edilen pellet {izerine 500 pl soguk %70 Ethanol (EtOH) eklenmistir.

e 4°C 12000 rpm’de 5 dKk santrifiij yapildiktan sonra pelletin kurumasi ig¢in 10-15
dk oda sicakliginda inkiibasyon saglanmustir.

e 50 pl niikleaz icermeyen su (dH20) eklenerek pellet ¢oziilmiistiir.

e RNA konsantrasyon ve safliklart NanoDrop 2000 spektrofotometre cihazinda

(ThermoFisher Sci.) 6lgtilmiuistiir.

3.2.4. Transfeksiyon Validasyonu i¢in cDNA sentezi ve gRT-PZR islemleri

e Transfeksiyon isleminin gerceklesip gerceklesmediginin kontrol edilmesi ve
HL60 ve NB4 hiicre hatlarina transfekte edilmis miR-7-5p’nin hiicrelerdeki ifade
diizeyinin kontrolii amaciyla TagMan primer ve problari’nin da kullanimiyla 6nce
cDNA sentezi ardindan gRT-PZR islemleri yapilmustir.

e Transfeksiyon validasyon isleminde c¢alisgma ve kontrol grubunun her biri igin
total olarak 30 ng RNA kullanilarak oncelikle TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit (ThermoFisher Sci.), miR-7-5p RT primeri (ThermoFisher Sci.)
ve RNU43 RT primeri (ThermoFisher Sci.) ile iiretici firmanin protokoliine uygun
bicimde cDNA sentezi gerceklestirilmistir. CONA i¢in gerekli bilesenler Tablo
9’da verilmistir.

e Sonrasinda TagMan Universal Master Mix II (ThermoFisher Sci.), miR-7-5p RT
probu (ThermoFisher Sci.) ve RNU43 RT probu (ThermoFisher Sci.) kullanilarak
dretici  firmanin  protokoline uygun bi¢imde QRT-PZR islemleri
gerceklestirilmigtir. Deneyler duplike olacak sekilde ¢alisilmistir ve elde edilen
veriler 2-22% metodu ile analiz edilmistir. Bu asama igin gerekli olan bilesenler

ve kullanilan miktarlar Tablo 10’da verilmistir.
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Tablo 9: cDNA sentezi icin gerekli bilesenler ve miktarlari

MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 50 U/uL 1ul
10X Reverse Transcription Buffer 1,5l
100mM dNTPs (with dTTP) 0,15 ul
RNase Inhibitor, 20U/uL 0,19 nul
Nuclease-free water 4,16 pl
Template RNA (15 ng/ pul) 5ul
TagMan® MicroRNA Primer 3ul

Tablo 10: gRT-PZR icin gereken bilesenler ve miktarlari

BILESEN MIKTAR
TagMan® Universal Master Mix Il 10 ul
dH20 7ul
TagMan® MicroRNA Prob 1ul
cDNA 2 ul

3.2.5. Hiicresel Siireclere miR-7-5p Etkisinin Arastirilmasi

3.2.5.1. Proliferasyona Etkisi

96 kuyulu plate’lere 3 tekrarli ve her bir kuyucuga 3x10° hiicre olacak sekilde
ekilen hiicreler 37°C, %5 CO- li ortamda inkiibe edilmistir.

24 saat sonra Lipofectamine 2000 protokoliine gore hiicrelere miR-7-5p ve nt
mimik transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Transfeksiyon yapilan hiicrelerin
proliferasyonunun belirlenmesi amaciyla 48. ve 72. saatlerde hiicre canliligi
degerlendirilmistir. MULTISKAN FC micro plate (ThermoFisher Sci.) okuyucu
cihaz kullanilarak hiicrelerin proliferasyonu Cell Viability Detection Kit (CVDK)
(Eco-tech Biotechnology NutriCulture) ile iiretici firmanin protokoliine gore

isleme alinarak 450 nm absorbansta ol¢lilmiistiir.
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3.2.5.2. Apoptoza Etkisi

NB4 hiicreleri uygun kosullar altinda (37°C, %5 CO;) ¢ogaltildiktan sonra 2x10°
hiicre 6 kuyucuklu plate’e ekilmistir. Lipofectamine 2000 Reagent kullanilarak {iretici
firmanin protokoliine gore transfeksiyon islemine tabi tutulmustur. Transfeksiyondan 24
saat sonra miR-7-5p’nin hiicreler {izerinde apoptoza olan etkisini incelemek tizere miR-
7-5p ve nt mimik transfekte edilen hiicreler falkon tiiplerde toplanarak santrifiij edilmistir.
PBS ile yikanan hiicre pelleti tekrar santrifiij edilmis ve supernatant kismi atilmistir.
Ardindan Human Caspase 3 Instant ELISA Kit (Invitrogen, ThermoFisher Sci.)
protokoliinde 6nerildigi gibi 1 mL lysis buffer ile ¢oziilen pellet 2 mL’lik ependorf tiiplere
alinarak 60 dakika boyunca hafif diizeyde bir ¢alkalayici (EcoTech, BioTechnology)
araciligiyla oda sicakliginda tutulmustur. Ardindan 1000xg hizda 15 dakika santrifiij
edilmis ve elde edilen hiicre lizat1 temiz tiiplere aligotlanarak deney yapilincaya kadar -
80°C sogutucuda saklanmistir. Kit protokoliinde 6nerildigi sekilde deney i¢in hazirlanmis
strip kuyularindaki soliisyon erimeden hem standart kontrol kuyularina hem de 6rneklere
ait 3 tekrarli olarak belirlenen kuyulara 140 pL distile su ilave edilmistir. Orneklere ait
kuyulara onceden hazirlanan ve -80°C sogutucuda saklanan lizatlar eritilerek ilgili
kuyuya 10 pL olacak sekilde eklenmistir. Plate cover ile kuyularin tizeri sikica kapatilarak
3 saat oda sicakliginda calkalayici iizerinde tutulmustur. Inkiibasyon siiresi dolduktan
sonra kit protokoliine uygun sekilde dnceden hazirlanan ve +4°C’de tutulan Wash buffer
(1x) kullanilarak yikama islemleri tamamlanmistir. Kuyucuklarin igindeki sivinin
tamamen kurumasi saglandiktan sonra 100 uL. Tetramethyl-benzidine (TMB) Substrat
Soliisyonu eklenerek 15-20 dakika karanlik ortamda tutulmus ve MULTISKAN FC micro
plate okuyucu (ThermoFisher Sci.) araciligiyla 620 nm absorbansta Standart 1
kuyusundaki OD okumasinin 0.9—0.95’e ulasip ulasmadig1 kontrol edilmistir. Bu degere
ulasildig1 goriildiigiinde reaksiyonu durdurucu soliisyondan 100 uL her bir kuyuya ilave
edilerek bu kez 450 nm absorbansta okuma alinarak veriler kaydedilmistir.

Apoptoz testi i¢in kullanilan soliisyonlar ve miktarlar1 Tablo 11°de listelenmistir.
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Tablo 11: Apoptoz testi icin kullanilan soliisyonlar ve miktarlar:

BILESEN MIiKTAR ‘

Wash Buffer (1x) Total 400 puL
TMB Substrat Soltisyonu 100 pL
Durdurma soliisyonu 100 pL
Lysis Buffer 1mL

dH20 140 pL

3.2.6. miR-7-5p’nin Olas1 Hedef Genlerinin In Silico Olarak Tespiti

miR-7-5p olas1 hedef genlerinin belirlenmesi siirecinde oncelikle MiRDB,
miRTarBase, Targetscan, miRWalk gibi in silico programlar araciligiyla olas1 hedef
genlerin listeleri ¢ikarilmistir. Ardindan en yiiksek hedef skoruna sahip genlerden
baslanarak her bir gen i¢in literatiir taramasi yapilmistir. Bu literatiir taramasinda segilen
genlerin AML’de yiiksek ifade diizeyine sahip olmalarina dikkat edilmistir. AML’de
yiiksek ifade diizeyine sahip olan ve in silico programda miR-7-5p’nin olast hedef geni
olarak belirlenen BCL2, SKP2, OGT, KLF4, EGFR genleri bu sekilde se¢ilmistir. Daha
sonra qRT-PZR’da miR-7-5p transfekte edilmis hiicre hatlarindaki ifade diizeylerinin
incelenmesi amactyla literatiirde yapilan ¢alismalarda kullanilan hedef genlere ait primer
dizileri arastirilmistir. Arastirma sonucunda seg¢ilen genlere ait forward ve reverse primer
dizilerinde mismatch ve SNP olup olmadigina SNPCheck programi ile bakilmig olup
ardindan UCSC In-Silico PCR programi araciligiyla primer baglanma sicakliklarina
bakilmistir. Genlere ait forward ve reverse primer dizilerinde herhangi bir mismatch ve
SNP bulunmayan ve primer baglanma sicaklikliklar1 birbiriyle ayni veya birbirine ¢ok
yakin derecede olan diziler bu ¢alisma i¢in segilmistir. Son olarak ¢alismada kullanilacak
forward ve reverse primer dizilerinin insana ait genomda non-spesifik olarak herhangi bir
baglanma yapip yapmadigin1 kontrol amaciyla BLAST programi kullanilmustir.
Eslestirme sonucunda hedef genlere spesifik iiriin eldesi saglandigi BLAST ile de
dogrulanan primer dizileri ilgili genlerin ifade diizeylerinin arastirilmasi amaciyla qRT-

PZR i¢in kullanilmustir.
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3.2.7. Gen Ifadelerinin Belirlenebilmesi i¢cin cCDNA sentezi

miR-7-5p ve nt mimic transfekte edilen HL60 ile NB4 hiicrelerine ait RNA
orneklerinden total olarak 1000 ng RNA kullanilarak RevertAid First Strand cDNA
sentez kiti (ThermoFisher Sci.) ile cDNA sentezi gerceklestirilmistir.

e Her bir ependorf tiipe Tablo 12°de listelenmis olan bilesenler sirastyla ve istenilen

miktarlara gore eklenmistir.

Tablo 12: cDNA sentezinde miks 1 tiipiiniin hazirlanmasi i¢in gerekli bilesenler ve

miktarlar
RNase-free water Miktar1 degisken
RNA template Miktar1 degisken
Primer Oligo (-dT) 1ul
Primer Random hexamer 1ul

Tiim bilesenler eklendikten sonra karisimlarin bulundugu ependorf tiipler 65°C’de

inkiibe edildikten sonra 5 dk siireyle buza alinmistir.

e Tablo 13’de listelenmis olan bilesenler farkli bir ependorf tiipte Kit protokoliinde
belirtilen miktarlarda hazirlanmustir.

Tablo 13: Reaksiyon iiriinlerinin (miks 2 tiipii) hazirlanmasi icin gerekli bilesenler ve

miktarlari
5x Reaksiyon buffer 4 ul
10 mM dNTP Mix 2 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL) 1ul
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1ul

e Ependorflara tiim bilesenler eklendikten sonra yavasga pipetaj yapilarak karisimin

homojen olarak dagitilmasi saglanmaistir.



43

e Hazirlanmis olan miks 1 iizerine miks 2 dagitilarak pipetaj yapilmistir. Tiim bu
islemler buz tizerinde gerceklestirilmistir. Termal 1sitict cihazda 60 dk 42°C/5 dk
25°C/5 dk 70°C kosullarinda cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

3.2.8. Gen Ifadelerinin Belirlenebilmesi icin QRT-PZR islemlerinin Yapilmasi

Tezde miR-7-5p ile iliskisi incelecek olan 6 adet genin ekspresyon seviyelerini
belirlemek amaciyla qRT-PZR teknigi kullanilmigtir. qRT-PZR islemi 5X HOT FIREPol
EvaGreen gPCR Supermix (Solis BioDyne) protokoliine gére yapilmistir. QRT-PZR,
Tablo 14°de yer alan bilesenler kullanilarak uygulanmistir ve deneyler 2 tekrarli olarak

calisilmgtir.

Tablo 14: gRT-PZR islemi i¢in gereken bilesenler ve miktarlari

BiLESEN MIiKTAR

5X HOT FIREPol EvaGreen gPCR Supermix (Solis 4 ul

BioDyne)

Forward Primer (10pmol/puL) 0,4 ul
Reverse Primer (10pmol/uL) 0,4 ul
Niikleazsiz su 13,2 ul
cDNA 2 ul
Total 20 ul

miR-7-5p transfekte edilmig HL60 ve NB4 hiicrelerindeki in silico yontemler olan
miRTarbase, miRDB ve TargetScan gibi programlar ile belirlenmis potansiyel hedef
genler olan BCL2, SKP2, OGT, KLF4, EGFR genlerinin ile EMT siirecinde 6nemli bir
gen olan VIM geninin ifade diizeylerine rolatif kantitasyon yontemiyle bakilmistir. -
aktin geni normalizasyon i¢in kullanilmistir. Hedef genlere ait primer giftlerinin dizileri
ve baz uzunluklari1 Tablo 15°de verilmistir. Deneyler iki tekrarli olarak yapilmis olup elde

edilen veriler 2-22t metodu kullanilarak analiz edilmistir.
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Tablo 15: Tezde ifade seviyeleri incelenen genlere ait primer dizileri

Genler Dizi Baz

BCL2-F 5-GATGTGATGCCTCTGCGAAG-3' 20 (300)
BCL2-R 5-CATGCTGATGTCTCTGGAATCT-3' 22 (300)
SKP2-F 5'-ATGCCCCAATCTTGTCCATCT-3' 21 (301)
SKP2-R 5'-CACCGACTGAGTGATAGGTGT-3' 21 (301)
OGT-F 5'-TGTCACCCTTGACCCAAACTT-3' 21 (302)
OGT-R 5'-GGCACGAAGATAAGCTGCCA-3’ 20 (302)
KLF4-F 5'-CCCAATTACCCATCCTTCCTG-3’ 21 (303)
KLF4-R 5'-GTCTTCCCCTCTTTGGCTTG-3’ 20 (303)
EGFR-F 5'-ATGGTCAAGTGCTGGATG-3’ 18 (304)
EGFR-R 5'-GAGGAAGGTGTCGTCTATG-3' 19 (304)
VIM-F 5-GAGAACTTTGCCGTTGAAGC-3' 20 (305)
VIM-R 5-GCTTCCTGTAGGTGGCAATC-3' 20 (305)
BACTIN-F 5’-GCCTCGCCTTTGCCGATC-3’ 18 (303)
BACTIN-R 5’-CCCACGATGGAGGGGAAG-3’ 18 (303)

3.2.9. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS 28 yazilimi
kullanilmistir. Calisma grubu ile kontrol grubunun karsilastirilmasinda Student’s t test
uygulanmis ve analiz sonucuna ait veriler ortalama + standart sapma seklinde
belirtilmistir. qQRT-PZR sonuglarmin rolatif kantitasyon analizinde 2-“*C* metodu
kullanilmistir. Istatistiki olarak p<0,05 olan veriler anlamli kabul edilmistir. Grafik
cizimlerinde ve figiirlerin diizenlenmesinde GraphPad Prism 9.3 yazilimi, Microsoft

Excel ve Paint programlarindan yararlanilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. RNA izolasyonu

MIRNA mimik transfekte edilen hiicrelerde transfeksiyonun dogrulanarak
sonrasinda incelenecek genlerin ifadelerinin tespit edilebilmesi i¢in gergeklestirilen RNA
izolasyonu sonucunda elde edilen konsantrasyon ve saflik degerleri Tablo 16°da

belirtilmistir.

Tablo 16: Hiicrelere ait RNA konsantrasyon ve saflik degerleri

RNA Ornegi Konsantrasyonu (ng/pL)

HL60-miR-7-5p 269,1
HL60-nt kontrol 776,3

NB4-miR-7-5p 285,6

NB4-nt kontrol 997,2

4.2. miRNA Mimik Transfeksiyonunun Validasyonu

HL60 ve NB4 hiicrelerine Lipofectamine aracili yontemler transfekte edilmis olan
miR-7-5p ve nt kontrol mimik miktarinin hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli seviyede

arttig1 ve transfeksiyonun basariyla gergeklestigi tespit edilmistir (Sekil 19).
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Rolatif Elsspresyon Seviyesi Rélatif Ekspresyon Sevivesi
50 4 50 -
40 - a0 -
HL60 HUCRE HATTI NB4 HUCRE HATTI
30 - 30 -
20 - 20 -
10 1 10 -
0 - 0 —T—L .

nt kontrol

miR-7-5p nt kontrol

Sekil 19: miRNA mimik transfekte edilmis HL60 ve NB4 hiicrelerine ait transfeksiyon
validasyonu

4.3. Hiicre Proliferasyonuna miR-7-5p EtkKisi

Hiicrelerin ~ proliferasyonuna miR-7-5p’nin  etkisini  belirlemek amaciyla
gerceklestirilen hiicre proliferasyonu deneyi sonucunda HL60 ve NB4 hiicrelerinde miR-
7-5p transfekte edilen grupta nt kontrol gruba kiyasla hem 48. saatte (p=0,04; p=0,01,
sirasiyla) hem de ve 72. saatte (p=0,028; p=0,002, sirasiyla) hiicre ¢ogalmasinda anlamli
diizeyde azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 20).
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Sekil 20: HL60 ve NB4 hiicrelerindeki 48. ve 72. saatteki proliferasyon degisimleri

4.4. Apoptoza miR-7-5p Etkisi

miR-7-5p’nin apoptoz siirecine etkisini belirlemek amaciyla gergeklestirilen Kaspaz-
3 seviyesinin degerlendirildigi Kaspaz-3 deneyi sonucunda NB4 hiicresinde miR-7-5p
transfekte edilen grupta nt kontrol gruba kiyasla hiicre 6limiiniin istatistiksel olarak
anlaml diizeyde arttig1 anlagilmigtir (p=0,003) (Sekil 21).
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Sekil 21: NB4 hiicrelerinde miR-7-5p’nin apoptoza etkisi (** p<0,01)

4.5. OGT, SKP2, BCL2, KLF4, EGFR ve VIM Genlerinin Ekspresyon Seviyelerine
miR-7-5p Etkisi

miR-7-5p’nin olas1 hedefi olarak belirlenen OGT, SKP2, BCL2, KLF4 ile EGFR
genleri ve EMT belirteci olarak bilinen VIM geninin ekspresyon diizeylerine bakilmasi
amaciyla gerceklestirilen gRT-PZR sonucunda elde edilen ekspresyon verileri rolatif
kantitasyon yontemi ile degerlendirilirken normalizasyon i¢in B-aktin geni kullanilarak
Student’s t testi ile analiz edilmistir. Analizlerde elde edilen p degerleri 0,05’ten kiigiik
olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilirken 0,05’ten biiyiik olanlar istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmemistir.

Sonug olarak, HL6 ve NB4 hiicre hatlarinda OGT (p=0,012; p=0,017), SKP2
(p=0,019; p=0,036) ve KLF4 (p=0,003; p=0,027) genlerinin rolatif ifade diizeylerinin
miR-7-5p transfekte edilen grupta nt kontrol gruba kiyasla anlamli seviyede azaldigi
tespit edilmistir. Buna karsin her iki hiicre hattinda da BCL2 (p=0,652; p=0,174), EGFR
(p=0,201; p=0,698) ve VIM (p=0,179; p=0,472) genlerinin rolatif ekspresyonlarinda

istatistiksel seviyede anlamli bir degisimin olmadigi belirlenmistir (Sekil 22-23).
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Sekil 22: HL60 hiicre hattinda OGT, SKP2, KLF4, BCL2, EGFR ve VIM genlerinin

ekspresyon diizeyleri (* p<0,05, ** p<0,01)

NB4 Hiicre Hatti

nt kontrol
= miR-7-5p

e e o e e e e e e e e e e e e e e e
sLllbblbblbblbb bbbl LLLLLLLL
Lbhbbbbblbb bbb L L L LLLLLLLLLL
L

e e e e e e e e e e o e e e e e e e e

bbbl bl LLLLLLLLLLLLL

o e e e e e o e o e o e e e e e
ebbbblblblbbbbblbbbLLLLLLLLL
LLLLLLLLLLLLELLLLLLLLLLL
[

b b e b e e e e e e e e e e e e
SLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
LLbblLlbLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
[ Sy S

OGT SKP2 BCL2 KLF4 EGFR VIM

1S9A1AS uoAsaxdsyy Jnejoy

Sekil 23: NB4 hiicre hattinda OGT, SKP2, KLF4, BCL2, EGFR ve VIM genlerinin

ekspresyon diizeyleri (* p<0,05)
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5. TARTISMA

Losemi, kan tretiminde etkin rol oynayan kemik iligi ve hematopoietik
organlardaki hiicrelerin farklilasmasindan kaynaklanan bir kan kanseri tiiriidiir (306,307).
Losemiler gelisim hizlarina ve koken aldigi hiicrelere gore iki ana gruba ayrilir. Hizli bir
yayillim gosteren losemiler akut olarak adlandirilirken belirli bir siirede daha yavas
yayilim gosteren 16semi tiirleri ise kronik olarak adlandirilmaktadir.

AML, olgunlasmamis myeloblast hiicrelerinin kan ve kemik iliginde asiri
birikimi ile karakterize ve ¢cogunlukla yetigskinlerde goriilen hetererojen malign bir 16semi
tiridiir. SEER kanser verilerine gore AML goriilme sikligi her yil her iki cinsiyet i¢in de
100.000 kiside 4.3’tiir ve en sik teshis edilen yas aralig1 65-74 yastir (72,77).

Losemiler de dahil olmak iizere cesitli kanserlerin olusum siire¢lerinde etkin rol
oynayan faktorlerden biri de mMiIRNA’lardir. miRNA’lar yaklasik 18-22 niikleotid
uzunlugunda ve hedefledikleri mMRNA’larin tamamen baskilanmasinda veya
susturulmasinda rol oynayan kiiglik kodlanmayan RNA’lardir (308). miRNA’lar
kanserler de dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarin olusum siireclerinde hem onkogenik
hemde tiimor supresor olarak islev gormektedirler. Onkogenik MiRNAlar ¢esitli kanser
tirlerinde asir1 ekspresyon gosterirken, tiimor supresor miRNA’lar diisiik ekspresyon
seviyesine sahiptir. miRNA’larin  hedef genlerindeki ifade diizeylerinin yeniden
diizenlenmesi ¢esitli hastaliklar i¢in potansiyel tedavi alternatifleri sunmaktadir. Ozellikle
kanser tiirlerinde MiRNA’larmn ifadelerinin yeniden diizenlenmesi ile birlikte giiniimiizde
kullanilan tedavilere ek olarak yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine de biiyiik katki
saglayacagi disiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda mMiRNA ifadelerinin yeniden
diizenlenmesi ile birlikte onkogenik genler susturulmakta veya ifadesi azaltilmis tiimor
supresOr genlerin yeniden eksprese edilmesi saglanarak kanser gelisim silirecinde
durdurucu bir etki yapmasi amaclanmaktadir. Literatiirde bu amag ile calisilan bir¢ok
miRNA bulunmakla birlikte miR-7-5p de bunlardan biridir. miR-7-5p yiiksek oranda
korunmus olan miR-7 ailesinin en bilinen {iyesidir (167). Bu miRNA’nin bir¢cok kanser
tiirtinde timor supresor gorevi gordiigii ve kanser patogenezinde indirgeyici rol aldigi
bilinmektedir. Tiroid (309), pankreas (179), kolon (173), akciger (310), glioblastoma
(311), melanoma (312) ve meme (176) kanserlerinde diisiik ekspresyon seviyesine sahip
olan miR-7-5p’nin ifadesinin tam tersi duruma gevirilmesi ile birlikte kanserli hiicrelerin

proliferasyonu, migrasyonu ve metastazinda inhibe edici rollere sahip oldugu ve apoptozu
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tesvik ettigi bildirilmistir. Bu kanser tiirlerinin yan1 sira AML ile iliskilendirilmis yalnizca
bir ¢aligma bulunmakta ve bu ¢alismada yine miR-7-5p’nin timor supresor rol Gistlenerek
hedef genlerinden biri olan OSBPL11 geninin hedeflenmesiyle AML gelisiminde inhibe
edici gorev aldig1 ve apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir (182). Literatiirde AML ve miR-
7-5p’nin iligkilendirildigi baska bir ¢alismanin bulunmamasi bizleri bu iligskinin daha da
aragtirtlmasi gerekliligine yonlendirmistir.

Literatiire bakildiginda miR-7-5p’nin ¢esitli hiicresel stire¢ler olan hiicre
proliferasyonunun, hiicre biiytimesinin, migrasyonun ve metastazin inhibe edilmesinde,
apoptozun tesvik edilmesinde ve hiicre dongiisiiniin kontoliiniin saglanmasinda rol
oynadig1 akciger kanseri (313) ve karsinoma (314) calismalarinda gosterilmistir. Bu tez
calismasinda miR-7-5p mimik transfekte edilen HL60 ve NB4 hiicre hatlarinda kontrol
grubuna kiyasla hiicre proliferasyonunda anlaml: seviyede diisiis gézlenmistir. Benzer
sekilde gergeklestirilen apoptoz deneyi sonucunda da miR-7-5p’nin kaspaz-3 miktarini
arttirarak hiicreleri apoptoza stirtikledigi belirlenmistir. Buradan yola ¢ikilarak AML’de
kanser proliferasyon ve apoptoz siireglerinde rol oynayabilecek miR-7-5p’nin bazi olas1
hedef genlerinin (BCL2, SKP2, OGT, KLF4, EGFR) ve EMT siirecinde etkili oldugu
bilinen VIM geninin ifade seviyeleri HL60 ve NB4 hiicre hatlarinda incelenmistir.

Potansiyel hedef genlerin belirlenmesi siirecinde (MiIRDB, miRTarBase,
Targetscan, miRWalk) in silico programlarindan yararlanilmistir. Belirlenen bu genler
literatiirde oldukga sik arastirilan ve cogu kanser ¢esidinde yiiksek ifade seviyesine sahip
olan ve kanser patogenezinde rol oynadig: bilinen 6nemli onkogenik genlerdir. miR-7-
5p’nin olas1 hedef genlerinden olan SKP2, OGT ve KLF4 genlerinin ifade diizeylerinde
kontrol grubuna kiyasla miR-7-5p mimik transfekte edilen grupta nt kontrol mimik
transfekte edilen gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyede azalma oldugu
belirlenirken BCL2 ve EGFR genlerinin ifade diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli
degisim olmadig1 gozlenmistir. Ayrica EMT belirteci olarak ifade degisikligi incelenen
VIM geninde de istatistiksel olarak anlamli ekspresyon degisimi tespit edilmemistir.

BCL2 gen ailesi pro-apoptotik ve anti-apoptotik olmak iizere iki ana gruba
ayrilirlar ve pro-apoptotik aile liyeleri apoptozu tesvik ederken aralarinda BCL2’ nin de
bulundugu anti-apoptotik aile tiyeleri apoptozu inhibe ederler (188,315). Literatiirde
BCL2 ve miR-7-5p iliskisinin arastirildigi yumurtalik (316), rahim agz1 (6) ve meme
(317) kanserlerinde BCL2 geninin miR-7-5p’nin dogrudan hedefi oldugu, BCL2’yi

baskilayarak enerji tiiketiminin azaltilmasiyla otofajinin tesvik edildigi ve kemoterapi
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direncini tersine ¢evirebildigi gosterilmistir. EGFR, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi
ve biliylimesinde aktif bir sekilde rol oynayan ve ¢esitli dokularda eksprese olan reseptor
tirozin kinaz ailesinin bir tiyesidir (318). Cesitli hiicresel siire¢lerde aktif rol almasi
sebebiyle asir1 ekspresyon seviyesi tiimorogenez ile iliskilendirilmistir (319). Literatiirde
EGFR ve miR-7-5p iliskisi akciger (320), yumurtalik (321) ve kolon (322) kanserlerinde
incelenmistir. Bu ¢alismalarla miR-7-5p’nin EGFR’yi dogrudan hedefleyerek
proliferasyon ile invazyonu inhibe ettigi ve aymi zamada apoptozu tesvik ettigi
gosterilmistir.

Literatiire bakildiginda BCL2 geninin AML’de yiiksek ifade diizeyine sahip
oldugu ve genellikle kotii prognoz ile iliskili oldugu bildirilmistir (323,324). Ayni sekilde
EGFR ve AML iliskisi incelendiginde tipki BCL2’de oldugu gibi EGFR de yiiksek
ekspresyon seviyesine sahiptir ve AML’de asir1 ifade edilen EGFR hiicre
proliferasyonunu tetikleyerek hiicrelerin asir1 ¢ogalmast ve bunun sonucunda koti
prognozla iliskilendirilmistir (284,325). Literatiirde ¢esitli kanser tiirlerinde miR-7-
5p’nin BCL2 ve EGFR genlerinin hedeflenmesiyle kanser siirecinde etkili rol oynadigi
bildirilmis olmasina ragmen bu tez g¢alismasinda kontrol grubuna kiyasla miR-7-5p
transfekte edilen AML hiicrelerinde BCL2 ve EGFR genlerinin ifade seviyelerinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde degismedigi gozlenmistir. Bu durumun gesitli
nedenleri olabilir; 6rnegin kanser tiirlerindeki heterojen yapiin degiskenligi, hiicredeki
genomik instabilite farklilig1 ve diger birgok genetik ve epigenetik degisiklik gibi. Bu
nedenle calisma sonuglarimiza gére AML hiicrelerinde BCL2 ve EGFR genlerinin
ekspresyonlarinin  diizenlenmesinde miR-7-5p disinda farkli miRNA ve diger
kodlamayan RNA’larin rol oynuyor olabilecegi diisiiniilmiistir.

Tez galigmasinda anlamli ifade degisikligi tespit edilen SKP2, F-box proteinini
kodlayan ve 6zellikle hiicre dongiisiiniiniin ilerlemesi ve diizenlenmesinde gorevli olan
ayn1 zamanda asir1 eksprese edildigi bilinen gesitli kanser tiirlerinde tiimor patogenezinde
proto-onkogen olarak gorev alan bir gen ailesidir (326). SKP2, prostat (327), B hiicreli
lenfoma (217), meme (328), kolon (329) ve akciger (330) kanserlerinde oldugu gibi
AML’de (218) de asir1 ekspresyon seviyesine sahiptir ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesine
bagli olarak timor gelisimi, hiicre proliferasyonu, metastaz ve kotii prognozla
iliskilendirilmistir. Yapilan ¢aligsmalarda yiiksek ekspresyon seviyesine sahip SKP2
geninin miRNA’lar tarafindan hedeflenmesiyle ekspresyon seviyesinde diizenleme

saglanarak potansiyel tedavi stratejileri gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan
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calismalarda SKP2 ve miR-7 iligskisi dogrulanmistir ve genellikle ters korelasyon
gosterdigi bildirilmistir (331,332). Meme kanseri iizerine yapilan bir ¢alismada SKP2
geninin kanserli hiicrelerde asir1 ekspresyon seviyesine sahip oldugu ve miR-7-5p
seviyesinin ise diisiik ifade diizeyine sahip oldugu bildirilmistir. Yiiksek ekspresyon
seviyesine sahip olan SKP2 geninin ifadesinin miR-7-5p tarafindan dogrudan
hedeflenerek ilaca direngli kanser hiicrelerinde SKP2 ifadesi disiiriilmiis olup bu
hiicrelerdeki EMT’nin de belli bir diizeyde tersine g¢evirilebilecegi, hiicre
proliferasyonunun inhibe edilip apoptozun tesvik edilebilecegi bildirilmistir (333). Ayni
sekilde farelerin yumurtalik hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada miR-7-5p’nin SKP2
genini hedefleyerek hiicre dongiisiiniin durdurulmasini indiikledigi ve bu yolla hiicrelerin
proliferasyonunu azalttigi bildirilmistir (332). Bu ¢aligmalara ek olarak insan hepatoma
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada Schistosoma japonicum parazitine ait miR-7-5p’nin
insan hepatoma hiicrelerinde asir1 eksprese edilen SKP2 genini dogrudan baskilayarak
hepatoma hiicrelerinde biiyiimeyi indirgedigi ve migrasyonu baskiladigi gosterilmistir
(334). Bu tez ¢alismasinda da literatiirle uyumlu olarak diger kanser tiirlerinde oldugu
gibi miR-7-5p ve SKP2’nin AML hiicrelerinde de ters korelasyon gostererek kanser hiicre
gelisiminde indirgeyici rol oynadigi belirlenmistir.

Tez ¢aligmasindaki bulgulara gore, ifade seviyesi istatistiksel olarak anlamli
degisim gosteren bir diger gen olan OGT geni 6zellikle timor olusumunda gorevli gesitli
proteinlerin diizenlemesinde ve kanser progresyonunda rol oynayan, birgok tiirde yiiksek
oranda korunmus olan bir gendir (335,336). Bu genin cesitli kanser tiirlerinde asiri
ekspresyon gostererek kanser gelisim ve ilerlemesine katki sagladigi bildirilmistir.
Ornegin; karaciger kanserinde miR-424-5p tarafindan hedeflenen OGT’nin
baskilanmasiyla tiimor gelisimi ve metastazinin inhibe edildigi bildirilmistir (337). Baska
bir ¢alismada ise kolon kanserinde yiiksek ifade diizeyine sahip olan OGT’nin kanser
gelisimine ve ilerleyisine katkida bulundugu belirtilmistir. OGT’nin ifade diizeyinin
baskilanmasinin ise hiicre proliferasyonu, invazyonu ve metastazinda gorevli f-katenin
ve E-kadherin ekspresyon seviyerini diizenleyerek tiimor gelisimini ve metastazini
yavaslattigi gosterilmistir (338). Insan glioblastomu iizerine yapilan bir calismada
glioblastoma hiicrelerinde OGT ekspresyonunun yiiksek oldugu ve bunun da anjiyogenez
ve tiimor olusumunda etkili oldugu bildirilmistir. OGT ’nin ifade diizeyi miR-7 tarafindan
hedeflendiginde ise tiimor biiylimesinin ve anjiyogenezin tersine c¢evirilerek inhibe

edildigi gosterilmistir. Boylece OGT nin miR-7’nin dogrudan hedefi oldugu, miR-7’nin
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OGT’nin ifadesini 3’UTR boélgesine baglanarak diizenledigi ve kanser patogenezinde
timor supresor rol oynadigi belirlenmistir (311). Akciger kanseri lizerine yapilan diger
bir ¢alismada da yine kanserli hiicrelerde OGT’nin yiiksek ekspresyon seviyesine
sahipken miR-7-5p diisiik ekspresyon seviyesine sahip oldugu gosterilmis olup OGT ve
miR-7-5p ekspresyon seviyeleri tersine ¢evirildiginde ise kanserli hiicrelerin
biiyiimesinin inhibe edildigi ve kanser progresyonunda azalma oldugu tespit edilmistir
(240). Bu calismalara ek olarak AML fizerinde yapilan bir ¢alismada OGT ifade
diizeyinin AML hiicrelerinde yiiksek seviyede oldugu ve OGT’nin inhibe edilmesi ile
birlikte hiicre proliferasyonunun azaldigi, apoptozun arttigi gosterilmistir (339). Bizim
calismamizda da OGT ve miR-7-5p iliskisi AML hiicreleri tizerinde incelenmis olup
literatiirdeki sonugclar ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Calismamizda ifade seviyesi istatistiksel anlamli degisim gosteren diger gen ise
cogu kanser tiiriinde onkogenik rol oynayan KLF4 genidir. Bu gen evrimsel olarak ¢ogu
tiirler arasinda korunmus yapiya sahip, hiicre dongiisiiniin kontrol, farklilasma ve gelisim
stireglerinde gorevlidir. KLF4 ¢esitli kanser tiirlerinde onkogen veya timor supresor
olarak gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir (340-342). KLF4’iin bir¢ok kanser
tirtinde farkli gorev almasi o kanser tiirline 0Ozgli farkli tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine yol agmistir. Kolon kanseri lizerine yapilan bir ¢calismada KLF4’{in timor
supresor olarak rol oynadigi ve ifade diizeyinin artmasiyla birlikte bir tiimor baskilayici
olan NDRG2 ekspresyon seviyesinin artmasini tetikleyerek kanserli hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (343). Kolon kanseri iizerine yapilan ve
KLF4’iin onkogenik bir rol oynadig bildirilen diger bir calismada ise miR-7-5p ile KLF4
iliskisi dogrulanarak bu miRNA’nin kanserli hiicrelerin migrasyonunu ve invazyonunu
kismi olarak azalttigi gosterilmistir (5). KLF4’{in gastrointestinal kanserlerde diisiik
ekspresyon seviyesine sahip oldugu ve timor supresor olarak rol oynadig: bildirilmistir.
KLF4’tin artan ifadesi ile hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve bdylece kanser
progresyonunu negatif olarak diizenledigi aymi ¢alismada gosterilmistir (344). Bunun
yani sira meme kanseri lizerine yapilan bir ¢alismada ise KLF4’iin onkogenik bir rol
oynadig bildirilmistir. Meme kanseri hiicrelerinde yiliksek KLF4 ekspresyonu gozlenmis
olup tiimor gelisimine katkida bulundugu ve bunun sonucunda meme kanseri i¢in
prognostik bir belirte¢ olabilecegi belirtilmistir (345). Aymi sekilde cilt kanseri tizerine
yapilan diger bir ¢aligmada KLF4’{in tiimdrlii hiicrelerde artmis ekspresyona sahip oldugu

bildirilmistir ve bu da hem erken hem de ge¢ evredeki cilt kanserinde kotii prognoz ve
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metastaz ile iliskilendirilmistir (346). KLF4’{in bu degisken ifade diizeyleri miIRNA’larin
da i¢inde bulundugu ¢esitli faktorlerle yeniden diizenlenebilmektedir. Literatiirde AML
izerine yapilan bir calismada KLF4’iin yiiksek ifade diizeyine sahip oldugu ve monositik
farklilagsmay1 tesvik ettigi gosterilmistir (347). Bu sonuglara bakildiginda, KLF4’iin
degisken ifadesi ayni kanser tiirlerinde bile farklilik gosterebilmektedir ve bu degisime
sebep olan mekanizmalar hala tam anlamiyla aydinlatilamamistir. Bu durumun altinda
yatan mekanizmalarin agiga ¢ikmasi i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ vardir.

Sonug olarak miR-7-5p ve AML iliskisinin HL60 ve NB4 hiicrelerinde hiicre
proliferasyonu, gen ekspresyonu ve apoptoz deneyleri ile incelendigi ¢alismamizda
SKP2, KLF4 ve OGT genlerinin ekspresyonlarinin miR-7-5p tarafindan diizenlendigi
MRNA seviyesinde tespit edilmistir. Literatiir verileri de incelendiginde AML igin erken
tani, prognoz takibi ve yeni tedavilerin gelistirilmesi gibi siire¢lerde 6nemli potansiyele
sahip olabilecek miR-7-5p’nin hedef genlerinin tespit edilerek dogrulama ¢alismalarinin
yapilmasi olduk¢a 6nem tasimaktadir. Bu nedenle mRNA seviyesinde tespit ettigimiz bu
bulgularin hem protein diizeyinde hem de hasta-kontrol 6rneklerinde dogrulanmasi ve
miR-7-5p ile bu genlerin etkilesimlerinin de lusiferaz aktivite deneyleriyle gosterilmesi
onemli oldugu i¢in, MiR-7-5p AML iliskisinin tam anlamiyla aydinlatilabilmesine

yonelik ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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