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OZET

Oztung, C. (2012). T Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemili Hastalarda
mikroRNA(miRNA) Anlatimmin Tespiti. Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.Istanbul.

Mikro RNAlar (miRNA), 19-23 niikleotid uzunlugunda kiiclik, fonksiyonel
protein kodlamayan, tek iplikli RNA’lardir. Apoptoz, farklilasma ve proliferasyon vb
pek cok hiicresel yolakta gorev alirlar. Yapilan aragtirmalarda miRNAlardaki mutasyon
veya gen anlatimi seviyesi degisimleri kanseri de i¢ine alan bir¢ok hastaligin siireci ile
iligkilendirilmistir. Ayrica bilinen miRNAlarin %50’sinden fazlasinin tiimér olusumuna
onkogen ya da tiimor baskilayici genleri hedefleyerek katkida bulunabildikleri
gosterilmistir. Calismamizda bu veriler dogrultusunda T hiicreli akut lenfoblastik 16semi
(T-ALL) tanis1 almis hastalarda (n=42) Transforme Edici Biiyiime Faktor f (TGFp)
yolag1 tyelerinden SKI/L genini hedefleyen mir-223 anlatimi, Stem Loop Revers
Transkriptaz-Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir reaksiyonu yontemi ile tespit
edildi. Kontrol olarak kullanilan timositlere (n=3) kiyasla artmis mir-223 anlatim tespit
edildi (p=0.004). Ayrica SKIL geni anlatim profili ile mir-223 gen anlatimi arasinda
iliski arastirildi. mir-223 anlattmmin T soyu hiicrelerine 6zgiin olup olmadigini
tartisabilmek icin B hiicreli 16semi (B-ALL) hastalarinda da bu mikroRNA ’nin anlatimi
tespit edildi (n=11). Sonugta kontrol CD19+ periferik kan hiicrelerine kiyasla B-ALL
hastalarinda anlatim azalmis bulundu (p=0.012). Bir baska deyisle mir-223 araciligiyla
gerceklestigi diislinlilen diizenlemenin T- hiicrelerine ve T-ALL hastalarina 6zgii oldugu
goriildii.

T-ALL, 16semiler arasinda agir seyri olan, tedaviye direngli ve hastalifin takip
edilebilecegi 6zgiin belirteclerin heniiz bulunamadig: bir hastalik grubudur. Elde edilen
bulgularin hastaligin patogenizinin aydinlatilmasina yardimci olmasi, tedavisinde ise

hastaliga 6zgiin yeni biyobelirtegler olarak kullanilabilmesini amaglamaktayiz.
Anahtar Kelimeler : MikroRNA, T-ALL, mir-223, stem loop

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 19607
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ABSTRACT

Oztunc, C. (2012). Detection of microRNA (miRNA) Expression in Patients with T Cell
Acute Lymphoblastic Leukemia. Istanbul University, Institue of Health Science,
Department of Genetics. Master Thesis, Istanbul.

MicroRNAs (miRNAs) are small, single stranded, non-coding RNAs of 19-25
nucleotide length. MicroRNAs play a crucial role in fundamental processes such as
apoptosis, differentiation and proliferation. Several publications have showed that
changes in microRNA expression profile or mutations in miRNAs have association with
various cancer types. Also 50% of miRNAs contribute tumorogenesis by targeting
tumor supressor genes or oncogenes. According to all these findings, we analysed the
mir-223 expression levels, targeting SKIL gene which is a member of the transforming
growth factor B signaling pathway (TGFp), by Stem Loop-Reverse Transcriptase-Real
Time Polimerase Chain Reaction (PCR) method in patients with pediatric T cell
leukemia (T-ALL) (n=42). When results were compared with control cells (thymocytes,
(n=3)) we found significant up-regulation (p=0.004) in mir-223 expression levels.
Besides, we analysed the correlation between mir-223 expression profiles and
downregulated SKIL gene expression profiles. On the other hand to be sure about
whether mir-233 over expression is specific to T lineage or not, we alsoanalysed mir-
223 expression levels in B cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) patients (n=11),
down-regulation was also observed in B-ALL patients compared to control CD19+ cells
(p=0.012). Here we provided significant findings that, the rearrangement due to mir-223
is T-ALL or T lineage specific.

T-ALL has a poor prognosis, resistance to treatment protocols and there are not
any specific biomarkers for patient follow up yet. By our results, we aimed to identfy
new, more specific biomarkers for the follow-up and treatment stages of T-ALL
patients. These findings may help to understand the mechanism underlying the leukemia

pathogenesis more clearly.
Key Words: MicroRNA, T-ALL, mir-223, Stem-Loop

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No:19607



1. GIRIS VE AMAC

Losemiler, koken aldiklari hiicre tipine gore lenfoid ve myeliod 16semi olarak iki
gruba ayrilir. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL); cocukluk cag1 kanserleri arasinda en
yaygini olup, yiiksek cesitlilikte epigenetik (metilasyon vb.) ve genetik (mutasyon, gen
anlatim degisiklikleri, translokasyon vb.) bozulmalari igeren, olgunlasmamis T ve B
lenfositlerinin artmis proliferasyonunun goriildiigli bir kanser ¢esididir. (19,20).

T hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL), tek bir T hiicresinden kdkenlenip,
hiicrelerin klonal ¢ogalmas1 ve birikmesi sonucunda normal hematopoezin baskilanmasi
ile karakterize, malin bir hastaliktir. Cocukluk ¢agi ALL vakalarinin %10-15, yetiskin
ALL vakalarin ise %25’ ini olusturmaktadir (21). Pediatrik T-hiicreli akut lenfoblastik
16semi hasta gurubu losemiler i¢inde en kotili seyreden, tedaviye direngli ve patogenezi
ve prognozu ile iligkilendirilmis ¢ok sayida mutasyon (genom, kromozom, gen
mutasyonlar1) tanimlanmis olmasma ragmen hastalarin takip edilebilecegi 6zgiin
molekiiler belirteclerin halen bulunmadigi bir hastalik gurubudur.

Son yillara kadar, yapilan ¢aligmalar, timor olusumu ve gelisiminden birincil
derecede sorumlu bolgelerin genomdaki protein kodlayan genler oldugunu
diisiindiirmekteydi. “Mikro RNA” (miRNA) larin kesfi ile birlikte protein kodlamayan
miRNA anomalilerin de, kanser dahil birgok hastaligin patogenezine katkida
bulunduklar1 gosterilmistir (1,2). Ayrica bu giine kadar haritalanan miRNA lar, 6zellikle

cesitli kanserlerle iligkilendirilen kromozomlarin fragil bolgelerinde bulunmaktadirlar.

Mikro RNAlar (miRNA), 19-23 niikleotid uzunlugunda kiigiik, fonksiyonel
protein kodlamayan, tek iplikli RNA’lardir. Genellikle mesajct RNA (mRNA) gen
anlatim1 {izerinde, yani posttranskripsiyonel asamada, negatif diizenleyici etki
gosterirler. Ozellikle memelilerde, miRNAlarin oldukca fazla gesit ve sayida geni
kontrol ettigi Ongoriilmektedir ve seviyelerindeki herhangi bir degisim hiicre
metabolizmas1 ve homeostazinda dengesizliklere neden olup, hastalik olusumuna
onciiliik edebilmektedir. Sonu¢ olarak miRNA da olusabilecek herhangi tiir mutasyon,
anlatim bozuklugu veya fonksiyon kaybi norodejeneretif hastaliklardan diyabete, kalp
hastaliklarindan kansere kadar ¢ok genis spektrumlu pek ¢ok hastalik tiirlerinden biri ile

sonuclanabilir.



Ayrica miRNA gen anlatimlariin saglikli ve patalojik dokularda farkli olarak
goriintiilenmesi farkli hastaliklarin olusum siire¢leri hakkinda daha ayrintili bilgi elde
edilmesine olanak saglamistir. Dokular arasinda ve hastaligin farkli agsamalarinda farkl
miRNA anlatimlar1 gézlemlenmistir. Bu durum 6zgiin miRNAlar1 6zgiin hastaliklarla

ve hastalik asamalariyla bagdaslastiriimasina yardimci olmustur. (14)

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda T-ALL patogenezinde gen anlatiminin bozulmasi
sonucusunda katkis1 oldugu bilinen timor baskilayic1 6zellikteki SNON/SKIL genini
hedefleyen ayrica hematopoietik hiicre gelisimi sirasinda progenitor hiicrelerin T
lenfositleri ve myeloid seriye yonelmesinde etkili oldugu bilinen mir-223 anlatimi
pediatrik T-ALL hastalarinda (n=42) Stem-Loop Ters Transkriptaz ve takiben Kantitatif

Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile incelendi.

Calisma sonucunda T-ALL gelisminde SNON/SKIL geninin diizenlenmesinde rol
alabilecegi distiniilen mir-223 etkilerinin hastalarin klinik parametreleri (relaps,
cinsiyet, tan1 16kosit sayisi, translokasyon varligi vs.) arasindaki iligkisinin aragtirilmasi
yanisira T-ALL hastaliginin patogenezine katkina bulanan yeni biomolekiillerin

saptanmasi hedeflendi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Normal Hematopoez

Hematopoez, kan hiicrelerinin olusum/olgunlagma siireci olarak tanimlanabilir.
Hematopoetik gelisimin ilk agamas1 bir ¢ok hiicre tipine farklilagsma yetenegine sahip
kok hiicrelerin, myeloid veya lenfoid onciil hiicrelere farklilagmasiyla gergeklesir.
Hematopoetik onciil hiicrelerden olgun kan hiicrelerinin gelisimi, yani hematopoez;
fetal donemin erken evresinde vitelliis kesesinde (4-6 hafta) 6.haftadan sonra ise
karaciger ve dalakta (8.hafta) gergeklesir. Kemik iliginde tiretim 4-5. aydan itibaren
baslar. Dogumdan sonra ise, biitiin hematopoetik fonksiyonlar sadece kemik iliginde

gerceklesir. Karaciger ve dalakta hi¢ bir hematopoetik aktivite kalmaz (1).

Immiin sistem hiicrelerini de iceren kanin biitiin sekilli elemanlari, kemik

iligindeki pluripotent 6zellikteki hematopoetik hiicrelerden kdken alirlar (2).

Pluripotent 6zellikteki bu hematopoetik kok hiicreler kendi kendini yenileme
(“self-renewal”) ve farklilagma yetenegine sahip uzun donem (“long-term HSC”)
hematopoetik kok hiicrelerdir. Erken farklilagma safthasinda uzun dénem hematopoetik
kok hiicreler kendi kendini yenileyebilme o6zelliklerini kaybederek oncelikle kisa-
donem hematopoetik kok hiicrelere (“short-term HSC”) daha sonrada hizlica
multipotent dnciil hiicrelere (MPP) farklilasirlar. Multipotent 6nciil hiicreler ¢ok kisitli
veya hi¢ kendi kendini yenileyebilme 6zelligi olmayan sadece lenfoid veya myeloid seri
hiicrelerine farklilagsma yetenegine sahip olan 6zellikteki hiicrelerdir (3). Farklilasan bu
lenfoid Onciil hiicrelerden (“common lymphoid progenitor” = CLP) B ve T lenfositleri
ile dogal oldiiriicii (“natural killer”=NK) hiicreler olusurken, myeloid 6nciil hiicrelerden
(“common myeloid progenitor’=CMP) eritroid, megakaryositik ve graniilositik/

monositik (GM) hiicreleri olusur (4) (Sekil 2-1).
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Sekil 0-1: Normal Hematopoezde miRNAlarin Rolii (15)

Hematopoietik hiicrelerin  farkli

almaktadir.

gelisim basamaklarinda farkli

miRNAlar yer

LT-HSC: Uzun dénem hematopetik kok hiicre, ; STHSC: Kisa donem hematopoetik kok hiicre ; MP: multipotent onciil; CMP:

Ortak myeloid onciil; CLP: ortak lenfoid onciil; MEP: megakaryosit-eritrosit onciil; GMP: Graniilosit-makrofaj 6nciil; ErP:

eritrosit onciil; MKP: Megakaryosit onciil; NK: Dogal oldiiriici



Kendi kendini yenileyebilme ve farklilagma 6zelligine sahip kok hiicrelerin
olgun hiicrelere farklilasmasi epigenetik diizenlemeler ve yazilim faktorleri (YF) gibi i¢
etkenler ile sitokinler, hormonlar veya adezyon molekiilleri gibi ¢evresel faktorlerin

kontrolii altinda olur. (5)

Ozellikle YF nin hematopoezi diizenlemesi iizerine yapilan calismalarda
miRNA ve YFlerinin birlikte hematopoetik farklilagma esnasinda gen anlatimlarini
diizenledigi bilinmekedir. Hiicre soyu (T lenfositleri, B lenfositleri vs..) 6zgiin YF leri
hematopoietik farklilasmay1 yoneten, pek c¢ok hiicre kaderini belirleyen kararlarda gen
anlatiminin diizenleyen anahtar molekiillerdir ve miRNA larin 6nciil hedefleridirler.
Mir-223, mir-181, mirl50, mir-155 ve mir-142 nin ozellikle hematopoietik dokuda

anlatiminin goriildiigi gézlemlenmistir (6,14).

MiRNA larin erken donem puliripotent 06zellikteki hematopoietik kok
hiicrelerdeki rolii diisiik hiicre sayilarindan elde edilen diisiik konsantrasyonlu miRNA
lar yliziinden heniiz tam anlagilmamasina karsin primitif Lin-CD34+CD38-
CD90+CD45RA-, CD34+CD38—, CD133+ ve murine hematopoietik kok hiicrelerde
analiz edilebilmis ve her bir basamakta fakli miRNAlarin anlatimlar tespit edilmistir
(7,8,9,10,11). Mir-125b Lin-CD34+CD38- CD90+CD45RA- hiicrelerde asir1 aktifken,
mir-29a/b CD34+CD38- hiicrelerde diisiik anlatima sehiptir (9). Dolayisiyla
hematopoietik kok hiicrelerin de farkli gelisim basamaklarinda farkli miRNAlar aktif
olmaktadir. Bagka bir ornek, mir-150 olgun T ve B lenfositlerinde aktif iken,
onciillerinde inaktiftir (12). Ayrica farkli hiicre soylarinda (T-B lenfositleri, miyeloid
seri.. vb) olgunlagmaya baslayan hematopoietik hiicreler de 6zgiin miRNA gen anlatimi
profillerine bakilarak ayirt edilebilir. Ornegin mir-451 eritrosit seride yiiksek anlatim

gosterirken, mir-223 T lenfoid seride yiiksek anlatim gostermektedir (13).

2.1.1. Normal T Hiicresi Gelisimi

T hiicreleri, kemik iligi veya karacigerde puliripotent prekiirsor hiicrelerden
koken alirlar. Puliripotent hiicreler buradan T hiicre farklilagsmasinin gerceklesecegi yer
olan timusa go¢ ederler (16). Timositlerin gelisim basamagi sirastyla; CD4-CD8- (¢ift
negatif-CN), CD4+CD3- (olgunlasmamis tek pozitif-OTP), CD4+CD8+(¢ift pozitif-
CP), CD4+CD3+ veya CD8+CD3+ (tek pozitif-TP) olarak adlandirilmakadir. CD3



pozitifligi fonksiyonel T hiicre reseptdr geninin (THR) hiicre yiizeyinden sunulabilmesi
icin gereklidir (17). (Sekil 2-2)
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Sekil 0-2: Timusta T Hiicre Farklilasmasi (18)

T hiicre gelisim, farklilasmasi ve  hayat dongilisii sitokinler, adhezyon
molekiilleri ve timik stroma tarafindan saglanan sinyaller ile gerceklesir ve bunun tiim
amaci fonksiyonel THR ye sahip olgun T hiicre olusumunun saglanmasidir (19).Olusan
THR fonksiyonel ise hiicreler CP asamasinda MHC proteinleri ile reaksiyona girer
(pozitif seleksiyon) fonksiyonel degil ise negatif seleksiyon gerceklesir. Gelisen
timositlerin %95i bu yolla segilerek apoptoza ugrar. Hayatta kalanlar CD4+ (yardimci

hicre oncilleri



hiicreler) veya CD8+ (sitotoksik hiicreler) olarak olgunlasip periferik kana gecerler
(20,21).

THR kompleksinin olugmasi siirecinde de mikroRNAlarin 6nemli rolleri
bulunmakadir. Mir-181a nin in yiiksek gen anlatimi T hiicrelerinin CP asamasinda
MHC ye kars1 afinitesini arttirdig1i gézlemlenmistir. Bunun yani sira mir-181a anlatimi
baskilandiginda CP hiicrelerin MHC ye kars1 afiniteleri anlamli bir sekilde azalmakta ve
pozitif-negetif seleksiyon engellenmektedir (22). Mir-150 B-T matur hiicrelerde yiiksek
anlatim gosterirken bu hiicrelerin 6nciillerinde anlatimi yoktur. Ayrica mir-150 nin agir
anlatimi  kok hiicre progenitorlerini, olgun B hiicrelerinin dolasimdaki miktarini
azaltmasina yoneltirken, T hiicreleri ve miyeloid seri lizerine ¢ok az etkisi vardir (23).
Mir-146 sadece CD4+ olgun T hiicrelerinin TH1 e déniisiimiinde etkilidir (23). Mir-155
in ise T yardimci hiicre farklilasmasinda sitokin salinimin1 kontrol ederek katkida

bulundugu gozlemlenmistir (24,25) (Sekil 2-3).
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Sekil 0-3: MiRNA larin T Hiicre Farklilasmasindaki Rolii (26)



2.2. Kanser Tanim

Kanser, somatik hiicrelerin genetik bir hastaligidir. Tiimor karyotiplerinin ¢ogu
sayisal ve yapisal bir¢cok genetik bozukluk tasir. Gelismis iilkelerde, ortalama olarak bes
kisiden biri kanser nedeni ile hayatin1 kaybetmektedir. Kanser hiicreleri, ¢ok hiicreli
organizmalarin kurulug ve gelisimi ile ilgili en temel davranig kurallarin1 bozarak
gelisim gosterirler. Asirt boliinme (kontrol dist ¢ogalma) soncu tiimér olusturma
(neoplazm), normalde bagka hiicrelere ait olan bolgelere yayillm (metastaz) ve o
bolgelerde klonlagsma (malin) kanser hiicrelerinin en belirgin 6zelliklerindendir (27).
Kanserler, koken aldiklart doku ya da hiicre tipine gore smiflandirilirlar. Epitel
hiicrelerden kokenlenen tiimdrler karsinoma, bag dokusu ya da kas dokusundan
kokenlenen tiimorler sarkoma olarak adlandirilir. Her iki siniflandirmaya da uymayan

ve hematopoetik hiicrelerden kokenlenen kanserler ise I6semi adini alirlar (27).

Kanserin olusumunda yer alan pek ¢ok c¢esit mutasyon vardir. Genel olarak
sorumlu olan onkogen, timor baskilayici gen ve miRNA lardaki degisimler ile
kromozomal translokasyonlar sonucu olusan kimerik proteinlerdir. Bu degisimlere ek
olarak kanser olusumunu tetikleyen siire¢ler arasinda, hiicre dongiisiinde yer alan
proteinler, mitotik bdliinmeyi kontrol eden diizenleyiciler, programlanmis hiicre
Olimiinde yer alan hiicresel elemanlar ile mutasyonlari tespit edip onaran mekanizmalar
yer almaktadir. Bu degisimler ¢ogunlukla somatik olmasina ragmen esey hiicrelerinde

gerceklesen mutasyonlar ailese/kalitsal 6zellik gosterebilir (27,28).

Tek bir genetik degisiklik nadiren tiimor olusumuyla (kansinogenez) sonuglanir.
Cogunlukla tiimorler degigmis bir hiicrenin, sitogenetik veya molekiiler degisimlerin
eklendigi ikincil veya ti¢tinciil klonlar1 igerir. Mutajen ¢evresel faktorlerin (radyasyon,

kimyasallar vs..) de etkileri ile karsinogenez siireci hizlanmaktadir (27).

2.2.1. Losemi Tanim ve Siniflandirilmasi

Hematopoetik hiicrelerden kokenlenen kanserler ise 16semi adini alirlar (27).
Losemiler, hematopoetik hiicrelerin habis transformasyonu sonucu gelisen, heterojen,
neoplastik hastaliklar grubudur. Morfolojik yonden, hastaliga tutulan hiicre dizisinin
tipine gore (myeloid ya da lenfoid) ve prolifere olan kan hiicresinin gen¢ ya da

olgunlagmis olmasina gore (akut ya da kronik) siiflanirlar (29).



Akut ve Kronik losemiler, olgunlasmamis blast hiicrelerinin kemik iligindeki
normal hematopoetik elemanlarinin yerlerini almalariyla ortaya ¢ikar, myeloid ya da
lenfoid hiicre serilerinden kokenlenirler (29) (tablo2-1). Akut l6semilerde 16semik
hiicrelerin kemik iligini asir1 istilas1 sonucu normal kan hiicrelerinin yapimi engellenir

ve buna bagli olarak anemi,enfeksiyon,kanamalar meydana gelir.

Tablo 2-1: Lésemi Siniflandirmasi (30)

LOSEMI

v v

AKUT KRONIK

MYELOID LENFOID MYELOPROLIFERATIF LENFOID
M1:Akut Myeloblastik L1 Kronik Myeloid Losemi (KML) KLL
(az farklilasmis) L2 Polistemia Vera (PV)

M2: Akut Myeloblastik L3 Esansiyel Trombositemi

(olgun) Idiopatik Myelofibrosiz

M3:Promyelositik Losemi
M4:Myelomonositik Lésemi
MS5:Monositik Losemi
M6:Eritrolosemi
M7:Megakaryositik Losemi

MO:Farklilasmamis myeloblastik
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2.1.2. T Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi

T Hiicreli Akut Lenfoblasik Losemi (T-ALL) olgunlasmamis T hiicrelerinin
malin bir hastaligidir. Pediatrik vakalarin %15 1 , yetiskinlerin ise %25 inde goriiliir.
Yiiksek blast sayisi, mediastinal ve merkezi sinir sistemi tutulumlar1 gozlenir. T-ALL
timustan koken alsada tedavi edilmedigi siirece ¢evresel kan yoluyla dalak ve karaciger

basta olmak iizere diger organlara hizla yayilir ve 6liimle sonuglanir (31).

T hiicrelerinin malin ransformasyonundan hiicre dongiisii, farklilagsma,
proliferasyon genlerinde genetik (translokasyon, gen anlatimi degisimleri, mutasyon
vb.) ve epigenetik (metilasyon vb.) degisimler sorumlu tutulmaktadir. Uzun zamandir
stkga THR tizerine odaklanilan ¢alismalar artik hizla gelismekte ve T-ALL ye neden
oldugu diisiiniilen ve hastalarda en sik rastlanan mekanizmalar 3 ana grup altinda
incelenmektedir; Onkogen yiikksek anlatimlari, gen mutasyonlart ve yeniden
diizenlenmeler (32). T-ALL de en sik gozlenen anomalilik TLX1/ TLX3 , TALL ve
LMOI1 onkogenlerinin asir1 anlatimlaridir (33,34). Ayrica FBXW7 mutasyonlar1 (%8-
16) ile yakindan iligkili olan NOTCHI1 mutasyonlar1 (%50) T-ALL de en sik rastlanan
mutasyonlar arasindadir (35,36). Bunun yam sira JAK1(%3-20), WT1(%8-13) ve
PTEN(%S8) mutasyonlar1 da T-ALL hastalarinda sik goézlenlenmektedir (37,38,39).
NUP214/ABL1, EML/ABL1, CALM/AF10 yeniden diizenlenmeleri ve MYB, CDKN2A
ve RB1 delesyonlar1 da hastalarda dokiimente edilen degisimler arasindadir.
(40,41,42,43,44,45). HOX ailesi mutasyonlarida T-ALL patogenezinde onemli bir yere
sahiptir (43,44).

Onkogenik fakorler disinda miRNA larin da T-ALL olusumuna katkisi1 oldugu
bilinmektedir. Bu kii¢iik molekiiller ya onkogenik, ya da tiimor baskilayict 6zellik
gostererek 16komogeneze katkida bulunurlar (46). Ormegin  t(13;14)(q32;q11)
translokasyonunun hedefi olan mir-17-92 kiimesinin elemant mir-19b T-ALL ile
iliskilendirilmistir (47,48). Yine baska bir ¢calismada T-ALL ile iliskilendirilmis PTEN,
BIM, NF1, FBXW?7, IKZF1 ve PHF6 gibi aktivasyonlari bozulmus tiimor baskilayici
genleri hedefleyen, mir-223 basta olmak iizere miR-19b, miR-20a/93, miR-26a, miR-92
nin T-ALL patogenezine asirt anlatimlari ile katkida bulunduklart tespit edilmistir (49).

Daha Once yapilan ¢alismalarda fareye transplante edilen mir-125b anlatimi
tetiklenmis fetal karaciger hiicreleri T-ALL gelistirmesi ile, farelerde mir-125b nin

onkogenik aktivitesi kanitlanmis ve Iokomogenezde Onemli bir yeri oldugu
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ispatlanmigtir. Onun disinda BCR-ABL translokasyonu pozitif 16semi hiicreleri, mir-
125b asir1 anlatiminda 16semi gelistirildigi gozlemlenmistir. Bu durum BCR-ABL
flizyon geninin onkogenik aktivasyonunu sergilemesine mir-125b  nin olanak

sagladigini gostermektedir (50).

Diger bir oOrnek, fareye Notchl ve mir-19b nin beraber tetiklendigi
hematopoietik hiicreler transfekte edildiginde bu hiicrelerin , sadece Notchl transfekte

edilen fareye gore daha hizli bir sekilde T-ALL gelistirdigi gosterilmistir (51).

Mir-196b ve komsu genlerinden HOXA9 ve HOXA10 ailesinin es zamanl
anlatiminin da T-ALL yi aktifledigi gosterilmistir (52).

2.3. Kiiciik riboniikleik asitler (“small RNA”)

RNAi; “RNA interferans’’ baska bir deyisle “’RNA susturulmasi” mRNA
diizeyinde gen anlatiminin kapatilmasi anlamina gelmektedir. RNA interferans (RNA1i)
yolagimin ilk kesfi Caenorhabditis elegans (C.elegans) da genlerin RNAI tarafindan
susturulmasiyla gergeklesmistir; lin-4 protein kodlamasada, kisa bir RNA transkripti
kodlanmaktadir ve mRNA (lin14) y1 3’ transle edilmemis kismina (3’UTR) baglanarak
inhibe edebilme o6zelligine sahiptir (53). Daha sonra nematodla smirli kalmayip
Drosophila melanogaster , Trypanosoma ve omurgalilarda da RNAi yolag: arastiriimaya
devam edilmistir ve daha da genisleyerek kiiciik RNalarin, genler {izerindeki
diizenleyici mekanizmalarinin kesfi mantar, bitki ve insan gibi daha gelismis canlilarda
genetik calismalarinin odak noktasi haline gelmeye baslamistir (54,55) Onceden kiigiik
RNAlarin (tRNA, rRNA vb) sadece genetik kodun DNA dan proteine ¢gevrilmesinde
aracilik yaptiklart bilinmekteydi (56). Fakat yapilan bu arastirmalar sonucunda kiigiik
RNAlarin; 6zglin dizi baglanmas1 ile mRNA degredasyonunda, translasyon
baskilanmasinda (siRNA, miRNA vb), heterokromatin yapinin formasyonunda ve esey
kokenli genomda transpozon susturulmasinda da (rasiRNa, piRNA vb), DNA
eliminasyonunda (scnRNA) islevlerinin oldugu kesfedilmistir. Bu islevleri ile kiigiik
RNAlar apoptozdan, hiicre boliinmesine, hiicre farklilasmasina, kanserden bir ¢ok
hastaliga kadar pek ¢cok biyolojik ve patofizyolojik basamaklara katkilar1 bulunmaktadir
(57,58,59) (tablo2-2).
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Tablo 0-2: Kiigiik RNA larin Siniflandirilmasi (56,60)

Siif Uzunluk Islev

mikroRNA (miRNA) 19-25 Translasyonel baskilama
“Small interfering” RNA|[19-21 Hedef mRNA yikimi
(Sirna)

“Trans-acting” 21-22 mRNA yikimi

SiRNA(Tasirna)

“Small-scan” RNa (ScnRNA) |~28 DNA eleminasyonu
“Repeat-Associated” RNA | 24-27 Transpozon kontrolu,

(rasiRNA) transkripsiyonel baskilama
“Piwi-interactin” 26-31 Germ hiicrelerinde transpozon
RNA(piRNA) kontrolii

“Tiny-noncoding” ~20 Tam bilinmiyor.

RNA(tncRNA)

“Small modulatory” RNA|~20 Tam bilinmiyor.

(SmMRNA)

Transfer RNA (tRNA) 75-95 3 niikleotitli yapinin amino aside

cevrilmesi / translasyon

“Guide” RNA (2RNA) RNA editing

“Small cajal body” RNA RNA modifikasyonu
(scaRNA)
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Insan genomunun %1-2si protein kodlamasina ragmen, %98 kadari protein
kodlamasa da transkribe olmaktadir ve kiigiik RNAlar bu %98lik kisim igerisindedirler.
Kiiciik RNAlar ya protein kodlayan genlerin intronlarindan yada protein kodlamayan

genlerin intron veya ekzonlarindan transkribe olurlar (61,62).

Bu ortalama 19-31nt uzunlugundaki kiicik RNA lar 2 ana simif altinda
toplanabilirler; miRNalar ve siRNalar. Mirnalar sa¢ tokas1 yapisindaki ¢ift iplikli RNA
dan, siRNalar ise uzun ¢ift iplikli RNA lardan okaryotlarda korunmus faktorler

tarafindan kirpilma islemleri gergeklestirilerek olgun hallerini alirlar (sekil2-4).

Drosha Dicer

Y i
sag tokasi _/—\rA wr 1 : ) > P 22 b¢ miRNA

yapisi
Ago altailesi
Dice Dicer
cift iplikli _' e —— 21-28 b¢ siRNA
RNA &
Ago altailesi

Sekil 0-4: Biogenezine gore kiiglik RNAlarin siiflandirilmasi (63)

RNAz III kiiciik RNA yolagindaki en 6nemli faktorlerden biridir. 2 alt sinifa
ayrilir; Dicer (smif III) ve Drosha (sinif II). Dicer ¢ift iplikli onciil kiigiik RNay1 21-
22ntlik parcalara kirpar. Drosha ise miRNAnin olgunlagsmasi onciiliindeki i¢in sagtokasi
yapisini  serbest birakir. R iki enziminde c¢ift iplikli RNA baglama kisimlari
bulunmaktadir (60). Daha sonra olgunlasmis miRNA veya siRNAlar, RNA-induced

silecing complex (RISC) ile etkilesime girerek onlar1 Argonaute proteinlerinin (AGO
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proteinleri) mRNA yikimi yapacaklar1 bolgeye dogru yonlendirirler. AGO proteinleri

yakin bir zaman 6nce mRNA yikimindan sorumlu protein olarak gosterilmistir ve

Okaryotlar arasinda yiiksek derecede korunmustur. AGO proteinleri PAZ ve PIWI

kisimlarindan olusur, PAZ ile etkilesime giren siRNA veya miRNAlari mRNA

susturmasina veya yikimina yonlendirir (64,65,66,67,68) Eger hedef mRNA ve kiiciik

RNA arasindaki baz eslesmesi birebirse mRNA yikimi ile sonuglarnir fakat eslesme

daha diisilk baz sayisinda olursa mRNA susturulmasi ile sonuglanir. Kiigiik RNA

yolaginda ¢ift iplikli RNA ya baglanan miRNA islenmesini baslatic1 kofaktdrler olarak

tanimlanmis baska proteinlerde bulunmustur; DGCR8. Ayrica RNA helikazlarininda bu

yolakta islev aldigi tahmin edilmektedir (69,70) (sekil2-5).

OLUM HELIKAZLARI

Drosophila Armitage

helikaz

RNAz TiP 3 PROTEINLERI

R I

P zengin RS zengin

R3Da PR3Db ¢iRDB

| l |
Oliim Helikazi DUF282 PAZ R3Da R3Db iRDB
ARGONAUTE PROTEINLERI
insan AGO2 — -_
I
PAZ PIWI
CiFT iPLIKLi RNA BAGLAYICI PROTEINLER
Insan DGCR8 . —~\
Drosophila R2D2 ww GiRDB ¢iRDB
OgiRDBOc;iRDB

Sekil 0-5: RNa susturucularinin domain organizasyonu (60)

1274 aa

1374 aa

1922 aa

859 aa

773 aa

1274 aa
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SiRNAnin alttipleri arasinda; RasiRNA, tasiRNA, scnRNA dan bulunmaktadir
(71). Onun disinda heniiz islevleri tam kesfedilememis tncRNA ve smRNA ayrica
guide gRNA, small cajal body scaRNAda kiigiik RNalar rasindadir (72).

2.3.1. MIRNA

MikroRNA lar ~22nt uzunlugunda, tek zincirli, endojen kaynakli, gen anlatimini
hedef mRNA ile baz eslesmesi yaparak post-transkripsiyonel asamada diizenleyen kisa
RNA dizileridir. Insan genomunun %]1-4ii miRNA kodlamaktadir ve %10-30 protein
kodlayan gen miRNalar tarafindan diizenlendigi ongoriilmektedir (73). MiRna larin
C.elegans ta 1993te ilk kesiflerinden bu yana dkaryotlarda yiizlercesi daha tanimlanmis
ve hiicre farklilasmasi, biiylimesi, gelismesi immiin reaksiyonlar, stres adaptasyonu gibi
fizyolojik; kanser, kalp hastaliklar1 gibi patofizyolojik olaylarla iliskilendirilmislerdir.
Tek bir miRNA nin birden fazla gen hedefi olabildigi gibi bir mRNA y1 hedefleyen
birden fazla miRNA da bulunabilmektedir (74,75,76). MiRNAnin yapisinda 5’ ucunda
bulunan ve hedef mRNA ile eslesmesini saglayan kisimlar bulunmaktadir ve tanima-
eslesme bolgeleri (seed region) olarak adlandirilir (sekil2-6). Post-transkripsiyonel
asamada gen regiilasyonunun diizenleyebilmeleri i¢in miRNAnin seed regionlar ile;
hedef mRNA nin 3’UTR indaki miRNA taniyici kisimlara (MTK), 2-9 bazlik eslesme
yapmas1 gerekmektedir. Bu seed bolgelerinin es oldugu miRNAlarin ise aynt mRNAlar1
hedefledigi bilinmektedir (sekil2-7). Fakat miRNAlar seed bdlgeleri disinda tiim
~22ntlik dizi olarak evrimsel olarak korunduklarindan 6tiirii aslinda tiim dizi halinde

hedef mRNA 6zglinliigline katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (77,78).



Hedef mRNA

3 '||l|||I5'
| U Ju—

Seed bdlgesi

miRNA

Sekil 0-6: MiRNA ve hedef mRNA eslesme bolgesi (79)

Bir miRNA nin birden fazla mRNA hedefi olabilir

—V—E
U _— e p— 1S
—U-e
Birden fazla miRNA ayni mRNA vi hedefleyebilir
v 2 VvV Vv

Sekil 0-7: MiRNAnin Hedef Genlerini Diizenlemesi (79)

16



17

Yapilan genomik lokasyon analizlerine gére miRNAlar intronik yada ekzonik
lokasyonlardan RNA polimeraz |l tarafindan uzun 6nciil ¢ift iplikli transkriptleri (pri-
mirna) olusturulur. Stem-Loop yapisindaki bu oOnciil transkript yaklasik 2kb
uzunlugunda olup matur miRNA dizisini i¢inde tagimaktadir. Daha sonra DROSHA ile
etkilesime giren pri-mirnalar daha kisa bir form olan 70-100 niikleotitlik loop yapili, ¢ift
iplikli prekiirsér mirna lara (pre-mirna) donisiirler (80). Pre-miRNAlar diger
kodlanmayan RNA lar gibi karyoferin ailesinden nuklear transport reseptdr 5
(EXPORTINS) tarafindan nukleustan sitoplazmaya tasinirlar. Sitoplazmada RNAz I11
enzim ailesinden DICER loop yapisini pre-mirna dan keserek uzaklastir1 ve yaklasik
22nt lik olgun ¢ift iplikli miRNA yapis1 olusur. DICER ve DROSHA kirpma islemlerini
gerceklestirirken “’¢ift iplikli RNA ya baglanan proteinler’’den yardim alirlar (81). iki
iplikten “’guide strand’’ olarak adlandirilan iplik, multiprotein yapidaki RNA susturucu
kompleks (RISC) ile hedef mRNA susturulmasi igin etkilesime girer. ‘’Passenger
strand’’ olarak adlandirilan diger iplik uzaklastirilir ve yikima yonlendirilir (82). Hangi
ipligin aktif olacaginin se¢imini etkileyen faktorler arasinda termodinamik stabilitesi ve
stem-loop pozisyonu vardir. Fakat yine de baz1 durumlarda her iki ipligin birden aktif
olup farkli mRNA lar1 hedefledikleri gdzlemlenmistir (83,84,85) (sekil2-8).
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-
miRNA gene Nukleus | Sitoplazma

~
~
~

5 RNA Pol Il /1l l Transkripsiyon /

e pri miRNA

Pre-miRNA

= 3

- pre-miRNA

l miRNA dupleks yikimi

N
o LUTITTEETTEEE™ >31_'1_1_Lu.1_u_1.1.1_u_u_1.1.1.1_|5,
3 miRNA dupleksi 5 l Degredasyon
RISC formu
1 e 1y
5 3 u huto o
(RRRERRRRRRRRRRR 1
Olgun miRNA bl -
hedef mRNA yikimi translasyonel baskilama  mRNA deadenilasyonu

Sekil 0-8: MiRNA Biogenezi (86)

MiRNA olgunlagsmasindan sonra, genellikle miRNAya bagli gen susmasi; hedef
mRNAnin 3” UTRsi ile tam olmayan baz eslesmesi yapan miRNAnin translasyonunun
baskilanmasi ve mRNA degredasyonu ile sonuglanir (87). miRNAlar, hedef mRNAnin
5’UTR bolgesi, agik okuma cergcevesi (ORF) ya da dogrudan DNA dizisi ile de
etkilesme girerek transkripsiyonu diizenlemektedir. Ayrica, miRNAlarin gen anlatimini

baskilayict ozelliklerinin yanisira bazen 6zel durumlarda/sartlarda mir-369-3’iin tumor
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nekrosiz faktér o (TNFa) nin anlatimin arttirict 6zelliginde oldugu gibi onkogenik rolu

de oldugu kesfedilmistir (88).

2.4. miRNA ve Hastalklarla iliskisi

miRNAlar embriyonik gelisimden, hiicre proliferasyonuna ve biiyiimesine , doku
farklilasmasindan, apoptoza kadar pek ¢ok hiicresel yolakta rol oynayan anahtar
molekiillerdir (89). MiRNA da olusabilecek herhangi tiir mutasyon, disregulasyon veya
islev bozuklugu norodejeneretif hastaliklardan diabete, kalp hastaliklarindan kansere
kadar ¢ok genis spektrumlu pek ¢ok hastalik tiirlerinden biri ile sonuglanabilir. Simdiye
kadar miRNA deregiilasyonu ile iligkilendirilmis 100den fazla hastalik tanimlanmistir
(90,91) (tablo2-3).



Tablo 0-3: MiRNA ve iligkili Oldugu Hastaliklar (92,93,94,95,96,97)

Hastalk MiRNA Hedef Gen
Kardiyovaskular
Miyokardiyal infraksiyon mir-1/mir-499-5p HDCA4
Felg mir-221 PTEN
Kanser
Akciger Mir-210 HIF1
Karaciger Mir-224 SMADA4
Meme Mir-195 BCL2
KLL Mir-15a/ mir-16-1 FGFR1/PIC3CA
Prostat Mir-141 ZEB1/ZEB2
Norolojik
Alzheimer Mir-107 BACE1
Hungtington Mir-9 REST
Sepsis Mir-146a NFkB
Aleriji
Romatoid Artirit Mir-146a TRAF6/IRAK1
Diabet Mir-28-3p Bilinmiyor

Bunun yam sira miRNA biyogenezi ve fonksiyonel olarak hedef mRNAy1

etkileme asamasinda gerekli olan komponentlerdeki (enzimler, zincire baglanan

proteinler vs..) degisimler de Fragil-X ve Di-George sendromu ve kanser gibi pek ¢ok

hastalik tiirii ile iliskilendirilmistir (90,91).

miRNA ve hastalik iliskisinin en ¢ok arastirma konusu olan kanserde, ilk

olarak miRNA rolii oldugu B hiicreli kronik 16semide (B-KLL) %50°den fazla hastada

saptanan 13914 delesyonun sonucu mir-15 ve mir-16 deregulasyonu ile kesfedilmisdir

(98). Ilging olarak yumurtalik, meme, melenoma ve 18semi gibi pek ¢ok kanser tipi ile

iliskilendirilmis miRNAlarin ¢ogu kromozomlarin kirilgan, viral entegrasyonun



oldugu, heterozigosite kaybinin oldugu ve kanserle iligkilendirilen bolgelerinde

lokalize olmaktadir (99,100).

MiRNAlar kanser gelisiminden invazyonuna ve metastaza kadar pek cok
kanser olugsma asamasinda rol almaktadirlar. Kanser de miRNA rolii hedefledigi genin
onkogen yada tiimor baskilayici gen olmasina gore degismektedir. Pek c¢ok tiimor
baskilayic1 6zellikte mirRNA tanimlanmustir. Ornegin mir-143 ve mir-145 in pek ¢ok
kanser tipinde anlatimlarinin azaldig1 belirlenmistir, prostat ve kolerektal kanserde bu
miRNA’larin  anlatimlarinin  arttirlmas1  sonucu tiimdr biiylimesinin  azaldig1
gozlemlenmistir (101,102). DNA onarimi, hiicre donglisii ve apoptoz gibi hiicresel
fonksiyonlarda yer alan ve p53 tarafindan transkribsiyonu diizenlenen mir-34a
anlatim1 pankreas kanserinde azalmistir (103). Diger bir yandan ¢ok sayida onkogenik
miRNA da tammlanmstir. Ornegin mir-21 ve mir-155 ¢esitli kanser tiplerinde
anlatimlart artmis olarak tespit edilen miRNAlardir ve onkogenezi tetiklerler

(104,105)(tablo2-4).
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Tablo 0-4: Onkogen veya Tiimor baskilayict miRNAlar ve Muhtemel Hedef Genleri
(106, 107,108,109,110,111, 112)

miRNA Fonksiyonu Muhtemel hedef geni Kanser tipi
Mir-15/16 TS BCL-2 KLL
Mir-17-92 onko PTEN Lenfoma
TCF1 Mide
CTGF Pankreas
Mir 17-5p TS E2F1 B hiicreli Lenfoma
Let-7 TS RAS Kigik hicreli akciger
Oral
Mir-14 TS ERKS5 Meme
Kolon
Mir-124 TS CDK6 Meme
Medullablastoma
Mir-221/mir-222 onko KIT Papiller Tiroid
P27 Glioblastoma
P53 Losemi
Mir-21 onko PTEN Prostat
Kolerektal
Bobrek
Mir-29b TS TCL1 KLL
Mir-155 Onko BIC B Hucreli Lenfoma
Mir-127 TS BCL-6 Kolon
Lenfoma
Pankreas
Meme
Mir-34 TS BCL-2 Meme
Akciger

Kolorektal




Ayrica genlerden RNA polimeraz II tarafindan miRNA transkribe
edilirken pekcok epigenetik mekanizmanin devreye girdigi bilinmektedir. Bunun
sonucu olarak miRNAlardaki genetik degisimlerin yanisira epigenetik degisimlerinde
pek ¢ok hastaliga yol agtign bilinmektedir. Ornegin mesane kanserinde mir-127 gen
anlatimindaki azalma promotor hipermetilasyonundan kaynaklanmaktadir (113). Mir-
193a, mir-342, mir-137 da pek c¢ok insan kanser tipinde hipermetile olarak
bulunmustur (114,115). Ayrica miRNA promotorleri histon modifikasyonlari ile de
gelisim ve patogenez esnasinda regiile edilmektedir. Mir-1 in akciger kanserinde
diisikk anlatim gostermesi histon deasetilaz tarafindan muamele edilince eski haline

donmesi, mir-1 promotoriiniin tiimorli dokuda asetile oldugunu ispatlamaktadir (116).

2.4.1. Losemi ve miRNA

Daha 6nceki 16semi ¢alismalarinda miRNA gen anlatim profillerinin malin
ve normal hiicrelerde farklilik gosterdigi kanitlanmistir. Ayrica miRNA anlatim
profillerinin 16semi alt tipleri arasinda da ayrim yapilmasma yardimci olabilecegi
gosterilmistir (117). Ornegin, 2007 nin sonlarina dogru en sik rastalanan ¢ocukluk cag
kanserlerinden Akut Lenfoblastik Loseminin (ALL), Akut Myeloid Losemiden (AML)
%95’lik  bir oranla miRNA anlatim profillerine bakilarak ayirt edilebilecegi
gosterilmistir (118) (tablo2-5).
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Tablo 0-5:

Losemi Olusumunda Yer

(119,120,121,122,123,123,124,126)

24

Alan MiRNAlar

_Mirna Gen anlatimi durumu Ldsemi Tipi
Mir-10a Anlatim azalmas KML
Mir-15a,/mirle-1 Anlatim azalmas KLL
Mir-17-92 kimesi Anlatim artiz KL
Mir 29,/ mir 181b Anlatim azalmas KLL
Mir-106hb Anlatim artiz KLL
Mir-107 Anlatim artiz APL
Mir-124a Anlatim azalmas AML
Mir-125b-1 Anlatim artmas ALL
Mir-126 Anlatim artmas AML
Mir-128 Anlatim artmas ALL
Mir-148a Anlatim azalmas AML{50 yasindan geng)
Mir-155 Anlatim artmasi AML{FLTS mutasyoniu)
Mir-181a Anlatim azalmas AML (80 yagindan gen)

Mir-191/mir-199

Mlir-204
Mir-221/mir-222
Mir-223

Anlatim artmasi

Anlatim azalmas
Anlatim artmasi
Anlatim azalmas

AML t[11523)

AML
AML
AML t[E;21)

Biitiin bunlarin yanisira hematopoezde hiicrelerin farkli gelisim asamalarinda

farkli miRNAlarin aktif oldugu bilinmekte ve miRNA profillerine bakilarak hiicreler

gelisim basamaklarina gore siiflandirilabilmektedir. Hematopoietik sistem spesifik

miRNAlar 6rnegin; mir-155, mir-223, mir-181, mir-146, mir-150 ve mir-21 dir. Bu

miRNAlar graniilositlerden, T ve B hiicrelerine kadar farkli hematopoietik sistem

hiicrelerinin ~ gelisim

evrelerinde yer almaktadirlar

ve hastalilk patogenezine

anlatimlarmin bozulmasi sonucu hedef genlerinin de diizenlenmelerini bozmalariyla

katkida bulunduklari bilinmektedir (127) (sekil 2-9).
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CD34- CD34+ grantlosit/makrofaj
oncul hicresi grandlosit

ortak myeloid onculu

T hucresi

miR-142
~ miR-181a Pro T Hucresi
s miR-150 A Th1

hematopoietik mMIR-146 miR-155

o miR-223 __ TRRSSAOD
kék hiicre s 4;__,* miR-150
~. Th2

¥ miR-155
ortak lenfosit "CIR-150
onculu mIR;18_1a miR-125a -
B miR-146 Tregler
@ " miR-181a
Pro-B Hucresi a
B hicresi

Sekil 0-9: Hematopoezin Farkli Basamaklarinda Yer Alan miRNAlar (127)

Losemi kemik iliginden heniiz olgunlasmamis hiicrelerin  klonal olarak
cogaldigi, tedaviye direncli ve hastalarin takip edilebilecegi 06zgiin molekiiler
belirteglerin halen bulunmadigi bir hastalik gurubudur. Bu kiiciik molekiillerin,
“miRNA’’ larin gen regiilasyonundaki etkilerinin ve doku spesifik miRNA’larin kesfi
ile yeni biyobelirte¢ olma potansiyelleri yiiksektir. Ayrica terapdtik olarakta onkogenik
miRNAlara anit-mir-oligolar1 ile susturularak veya tiimor siipressor miRNAlar
dogrudan onciil veya malign kok hiicrelere ya da viicuda enjekte edilerek klasik 16semi

tedavileriyle kombine olarak kullanilmasi hedeflenmektedir (128).
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2.5. Mir-223 ve Hedef geni SKIL

Mir-223, hematopoietik sistem spesifik bir miRNA olup l6seminin yanisira
anlatiminin bozulmasi romatoid artirit, sepsis, hepatik iskemi, tip2 diyabet, yumurtalik,
mide ve karaciger kanseri ile de iliskilendirilmistir (129,130,131,132). Mir-223, X
kromozomunun g12 kolunda lokalizedir (sekil2-10).

Chr X
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[ R VR o [N T ] o A Ad A AdAd WM - -l = ] =+ Iy] Wl . [ o]

[ I VR oY [T TR o o d-d d ddd 0 o] LY I VA ] o ] o Gt 0

[ I v R R I v v o 2 990 0 2o Fo o fa [ S o fa fap T oo T o
[ "W & X ENET ' T BN O OTH

Sekil 0-10: Mir-223 {in Kromozomal Lokasyonu (Www.genecards.org)

Mir-223 iin agir1 anlatimi hematopoietik kok hiicrelerin %30-50 oraninda B
hiicreleri yada myeloid seri yoniinde degil, T hiicreleri yoniinde farklilagsmasini
saglamaktadir(127). T-ALL patagenezine katkida bulunan miRNAlar arasinda mir-
223iin en yliksek anlatima sahip oldugu ve onkogenik aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. (49).Mir-223 iin 150den fazla hedef geni bulunmaktadir. Anlatiminin
bozulmas1 16semi patogenezi ile iliskilendirilmis hiicre bdliinmesi, farklilagmasi ve
apoptozda 6nemli rol oynayan TGFp yolag tiyelerinden olan SKIL geni mir-223 hedef
genleri arasindadir (sekil2-11). Mir-223, yedi baz giftlik (bg) bir “seed” uzunlugu ile
SKIL geninin 3’UTR bdlgesi ile baz eslesmesi yapmaktadir (tablo2-6).
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Gene Name |MicroRNA Stemloop ID  |miRanda |miRDB |miRwalk |PICTARE |RNA22 |Targetscan [sum |
SKIL hsa-miR-216a hsa-mir-216a
SKIL hsa-miR-140-3p |hsa-mir-140
SKIL hsa-miR-548¢c-3p [hsa-mir-548c
SKIL hsa-mir-1283-1
SKIL hsa-miR-223 hsa-mir-223
SKIL hsa-mir-1298
SKIL hsa-miR-548| hsa-mir-548|
SKIL hsa-miR-577 hsa-mir-577
SKIL hsa-miR-548d-3p |hsa-mir-548d-1
SKII hsa-miR-32 hsa-mir-32

Sekil 0-11: SKIL Geninin Ongériilen Hedef miRNAlar1 (www.umm.uni-heidelberg.de)

Tablo 0-6: Olgun mir-223 Dizisi ve Hedef mRNAsina Baglanma Bolgesi

Olgun mir-223 dizisi;

5-UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA-3’

H_J

*”Seed” bolgesi (7bg) SKIL 3’UTRina 6zgiin

TGFP yolagi hematopoietik hiicreler i¢in giiclii bir antiproliferatif ve farklilagma
sinyalidir. Normal T hiicre olgunlasma basamaklarinda da yolagin aktif oldugu
bilinmektedir. Yiksek yolak aktivasyonuna maruz kalan T hiicrelerinin 16semik
transformayon gosterebilecegi bildirilmistir (133).

Ski protein ailesinden olan SKIL, onkogenik 6zellikte, TGFJ yolaginin
baskilayicisi gorevinde olan ve regiilasyon bozuklugu yolagin asir1 aktivasyonuyla
sonuglanan TGFP yolaginin anahtar bir genidir. Asir1 aktivasyonu tavuk embriyo

fibroblastlarinda onkogenik transformasyonla sonucglanmistir (134). Ayrica meme ve
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akciger kanseri hiicre hatlarinda SKIL in shRNA ile susturulmasi sonucunda tiimor
biiyiimesi inhibe olmustur (135). SKIL geni bir onkogen olarak bulunmus olsa da genin
tumor baskilayici oldugunu gosteren galismalar da mevcuttur (136,137). SKIL geninin
tamamen kaybinin letal oldugu fakat SKIL +/- farelerde yasamlarinin 4. Ayinda B ve T
hiicreli lenfomalar gelistirdikleri bulunmustur (137).

Bugiin igin literatiirde SKIL geni ile ilgli ¢alismalar ¢ok az sayidadir. Losemi ile
ilsikileri agisindan higbir bilgi yoktur. TGFB yolagi {iiyesi olan SKIL geninin
tiimorogeneze katkisi gen anlattmimi bozan mekanizmalarin tespiti ile daha iyi
anlasilabilir. Gen mutasyonlari, epigenetik mekanizmalar disinda miRNAlarin da gen
anlatimi1 diizenlenmesi lizerideki etkileri bilinmektedir. miRNAlardan kaynakli gen

anlatim1 diizenlenmesi bozulmalar1 16semi dahil pek ¢ok kanser tipi iliskilendirilmistir.

Bu ¢alismada;

i. Oncelikle daha onceki mikrodizilim analizlerimizde pediatrik T-ALL
hastalarinda anlatiminin énemli derecede azalmig oldugu saptanan SNOn/SKIL
genini hedefleyen miRNA larin belrilenmesi amaglanmaistir.

ii.  MIRNA analzileri sonucu, T hiicre gelisiminde erken asamalarinda rol oynadigi
bilinen hsa-mir-223 secilerek, bu miRNA ile ilgili aragtirmalar yapilmistir.

iii. Hastaligi temsil eden hiicre serileri ile T-ALL hastalarina ait primer timor
orneklerinde Mir-223 gen anlatim diizeyleri arastirilmistir.

iv.  Normal T-hiicre gelisimini temsil eden ve timus dokusundan ayristirilmis
timositlerde ve B-hiirelerini temsil eden CD19+ hiicrelerde normal mir -223 gen
anlatimi saptanmaistir.

v.  Hastalik modeli olarak T ve B hiicreli akut 1semi hiicre serilerinde, pediatrik T-
ALL (n=42) ve pediatrik B-ALL (n=11) hastalarinin primer tumor drneklerinde
mir -223 gen anlatimlari belirlenmistir.

vi.  Hastalarin mir-223 anlatimi ile SNOn/SKIL gen anlatimlari karsilastirilarak bu 2
genin iliskisi gosterilmistir

vii.  Hastalarin klinik bulgulart ile mir-223 gen anlatiminin  korelasyonu
irdelenmistir.
viii. Bu tez kapsaminda yapilan arastirmalar ile mir-223 geninin T-ALL

patogenezindeki muhtemel roliiniin aragtirilmistir.
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3.  GEREC VE YONTEM

3.3. GEREC

3.3.1. Hasta Grubu

Bu calismada, Istanbul Universitesi, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
(DETAE), Genetik Anabilim Dali molekiiler hematoloji laboratuvarina genetik tani
amaciyla bagvuran ¢ocukluk ¢agi (1-18 yas arasi) T-hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi
(T-ALL) hastalarindan (n=52), tan1 ve arsivleme sonrasi artan kan/kemik iligi 6rnekleri
kullanilmistir. Calismaya dahil merkezler; 1.U Istanbul Tip Fakiiltesi (n=10), Saglhk
Bakanlign Bakirkdy Hastanesi (n=9), 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi (n=8), Saglik
bakanligi Goztepe Hastanesi (n=6), Sisli Etfal Hastanesi (n=3), Kocaeli Universitesi
Hastanesi (n=1) dir. Hastalar ¢alismaya katilmadan once bilgilendirilmis ve ¢alismanin
kapsamini detaylar ile anlatan goniillii onam formu imzalatilmistir. Calisma Istanbul
Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul tarfindan 23.06.2011 tarihli ve 183 sayili etik kurul
onayi ile desteklenmistir. ilgili merkezlerde akut I6semi tanis1 almis hastalarm takip ve
tedavisinde Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) tedavi protokolii uygulanmigtir. Hastalara
ait detayl klinik bilgi tablo verilmistir ( Tablo 3-2).

Hastalar ileri analizler i¢in immiinofenotipik isaretlere dayali EGIL (European
Group for the Immunological Classification of Leukemias, Avrupa Loésemilerin
Immiinolojik Olarak Siiflandirilmasi Grubu) siniflandirmas kriterleri kullanilarak alt
gruplara bolinmiustiir (138) (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: T-ALL Hastalarinda EGIL Simiflandirma Kriterleri

T hiicreli ALL (sitoplazmik/yiizey CD3+)

Pro-T-ALL(T-I) CD7+
Pre-T-ALL(T-1I) CD2+ ve/veya CD5+ ve/veya CD8+
Kortikal T-ALL(T-I11) CD1la+

Matiir T-ALL(T-1V) Yiizey CD3+, CDla-
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3.3.2. T-ALL Hastalarina Ait Klinik Parametreler

Tablo 3-2: T-ALL Hastalarina Ait Klinik Parametreler

Klinik Parametreler

Hasta Sayisi(n=42)

Cinsiyet
Kadin 13(%31)
Erkek 29(%69)
Yas (yil)
Medyan 9
0-10 arasi(10dahil) 22(%52)
10-18 arasi 18(%43)
Tam Loékosit Sayis1 (mm?)
Medyan 117.780(min1.300-max603.000)
50< 14(%33)
50> 20(%048)
Bilinmeyen 8
EGIL Siniflandirmasi
TI 1(%2)
TII 5(%12)
TII 14(%33)
TIV 15(%28)
Bilinmeyen 7
Remisyon (33.giin)
Var 26(%061)
Yok 5(%12)
Bilinmeyen 11
Son Durum
Ex 11(%26)
Sag 22(%52)
Takip dis1 12
Organ Tutulumu
Lenfadenopati
Var 19(%045)
Yok 14(%33)
Bilinmeyen 9
Splenomegali
Var 24(%57)
Yok 7(%16)
Bilinmeyen 11
Hepatomegali
Var 18(%43)
Yok 13(%31)
Bilinmeyen 10
Merkezi Sinir Sistemi Tutulumu
Var 7(%17)
Yok 25(%60)
Bilinmeyen 10
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3.3.3. Kontrol Grubu ve Hiicre Serileri

Kontrol grubu olarak T hiicrelerinin gelisimlerini tamamladig1 timus dokusu
hiicreleri kullanilmistir. Kontrol hiicreleri, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi,
Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilimdali’nda gerceklestirilen kalp ameliyatlarinda
hastalardan ameliyat artig1 olarak ¢ikartilan timus dokularindan elde edilmistir. Calisma
Istanbul T1p Fakiiltesi Yerel Etik Kurul tarafindan 23.06.2011 tarihli ve 183 sayili etik
kurul karar1 ile onaylanmustir. Hastalar ¢alismaya katilmadan 6nce onam formu ile
calisma hakkinda bilgilendirilmis ve onaylar1 alinmastir..

Calismada ayrica 5 farkli T-ALL hiicre serisi (Cem, Molt4, Rpmi 8402, Jurkat,
Dnd41) ve 2 farkli B-ALL(Reh, Nalm6) hiicre serisi kontrol olarak kullanilmustir.

Bunlarin yaninda 11 B-ALL hastasina ait 6rnekler T-ALL ile karsilagtirma

amaci ilekontrol grubu olarak degerlendirmeye alinmstir.

3.3.4. Kimyasallar

Trizol Invitrogen, Isvigre
Etidyum Bromiir Sigma, Almanya
Etil Alkol Merck, Almanya
Fikol Biochron

Agaroz Invitrogen, Isvigre
Kloroform Merc

PBS Ambresco

FCS Biochron

Dnasel Sigma, Almanya
RPMI1640 Biochron

3.3.5. Kantitatif PZR materyali

LC480 master mix Roche, Almanya
UPL prob Roche, Almanya
UPL primer Roche, Almanya
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96 kuyulu PZR tabaklar1 Roche, Almanya

3.3.6.  Gen Spesifik cDNA Sentez Materyali

Gen spesifik primer MBI Fermentas, Litvanya
Random Primer Invitrogen, Almanya
10mM dNTP miks Invitrogen, Almanya
RNaz inhibitor Invitrogen, Almanya
5X RT buffer MBI Fermentas, Litvanya
0.IMDTT Invitrogen, Almanya
5X single strand Buffer Invitrogen, Almanya

Superscript 2 Revers Transkriptaz (200U/ul)  Invitrogen, Almanya

Revers Transkriptaz MBI Fermentas, Litvanya

3.3.7. Kullanilan Cihazlar

Otomatik pipetler (Glison, Eppendorf)

Ceker ocak (Kermanlar)

Otoklav (Kermanlar)

Distile su cihazi1 (Millipore)

Buzdolab1 ve derin dondurucu (+4°C, -20°C, -80°C) (Argelik, Sanyo, Bosch,
Heraeus Sepatech)

Sogutmali santrifiij (Eppendorf)

Masa {istli mini santrifiij ( Hettich, Eppendorf)

Isik mikroskobu (Olympus CX41)

Jel goriintiileme sistemi (UVP)

Es zamanli1 PZR cihaz1 (LightCycler 480, Roche)
Vorteks (Kermanlar)

Flow kabin (Thermo Scientific)

Spektrofotometre (Nanodrop)

VI-CELL cell viability analyzers (Beckman Coulter)
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PZR cihaz1 (T100, Biorad)
Hassas Terazi (Shimadzu)
Elektroforez aleti (Stratagene)
Gii¢c Kaynagi( Stratagene)
Bioanalizor (Agilent)

3.3.8. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Fosfat Soliisyon Salin- PBS (1X)
Her 100ml ddH0O igine 1 tablet PBS atildi, otoklavlandi ve oda 1sisinda saklandi.
Tris-asetat EDTA-TAE (500 ml, 50X)

121 gr Tris baz, 28,5 ml glasiyal asetik asit, 50 ml EDTA 0,5M ddH0 ile 500 ml’ye

tamamlanarak otoklavlandi ve oda 1sisinda saklandi.
Agaroz jel yiikleme tamponu (50X)
10 ml steril ddH20 iginde %0,25 Bromfenol mavisi, %30 gliserol olacak sekilde

hazirlandi.

Etidyum Bromiir
Steril ddH20 ile 10mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.
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3.4. YONTEMLER
3.4.1. Kontrol ve Hasta Hiicrelerinin Eldesi

3.4.1.1. Timus Dokusundan Timosit Ayristirilmasi

Petri kabinda besiyeri i¢ine alinan timus dokusu bir bistiiri yardimi ile kiigiik
pargalara ayrildi. Her parca metal siizge¢ tizerine alindi, %SFCS’li PBS eklenerek bir
siringa yardimiyla ezildi. Bu iglem tiim hiicreler timus dokusundan disar1 ¢ikana kadar
stirdiiriildii.(Normalde kirmizi olan timus dokusu beyaz bir renk alir.)

Elde edilen %S5FCS’li PBS i¢inde soliisyon haldeki hiicreler filtreden gecirilerek
(tam pargalanmamis doku parcalarini tutmak icin) falkonda biriktirildi. Timositler +4°C
de 1570 rpm’de 5dk. Santrifuj edildi. Ustte kalan soliisyon atildi. Hiicrelerin iistiine
5000U/ml Dnasel eklenip 30-50ml e tamamlandi. Varsa hiicre kiimeleri uzaklastirildi.
Tekrar +4C de 1570 rpm’de 5dk. Santrifuj edildi, tist kisim atildi, 5000U/ml Dnasel
eklendi. 20x108 hiicre RNA izolasyonu igin trizole alindi. Kalan hiicreler tiip basma
2x10° hiicre olacak sekilde gerekli miktarda FCS eklenerek donduruldu.

3.4.1.2.Lokosit izolasyonu

Fikol-histopak yontemi kullanilarak mononiiklear hiicre izolasyonu yapilmistir.
Fikol ile ayristirma yontemi yogunluk gradientine dayanmaktadir. Pthtilasmamis kan
veya kemik iligi Ornegi fosfat tampon ¢ozeltisi ile (PBS) sulandirildiktan sonra
dikkatlice fikolun tiizerine yayilir. 2060 rpm’de 15 dk. santrifiij edilir. Santrifiij
sonrasinda tiipte 3 faz gozlemlenir. Ornekler; en altta sedimentasyona ugrayarak dibe
cOken eritrositler ve yogunluklar1 nedeniyle ayristirma soliisyonu olan fikolu gecgebilen
graniilositler, orta fazda “buffy coat” ad1 verilen ve ayristirma fazinin iistiinde toplanan
mononiikleer hiicreler (lenfosit, monosit, trombositler) en iist fazda ise plazma olacak
sekilde ayrilirlar. Pastor pipeti ile yeni tiibe toplanan mononiikleer hiicreler,
trombositlerden uzaklastirilmak icin 2 defa PBS ile yikanir. Elde edilen 16kosit pelleti

Iml trizol soliisyonu i¢ine alindi, kullanim zamanina kadar -80C de sakland.
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3.4.2. RNA izolasyonu ve Kalite tayini

Trizol icine alinan hasta kan/kemik iligi Ornekleri ile kontrol gruplar
orneklerinin lizerine kloroform eklenerek gradiyent santrifiigasyon ile farkli fazlara
ayrilmast saglandi. Ara faz olan akoéz fazda bulunan RNA toplanarak yeni bir tiipe
aktarildi. Etanol ile RNA presipite edildi ve santrifiij ile ¢oktiiriildii. RNA yeniden
etanol ile yikanarak Rnase free su ile ¢ozdiiriildii. Ornek kalite ve kantite tayini igine
spektrofotometrik Ol¢limiin yani1 sira agaroz jele yiiklendi ve gozlemlenen farkli
cesitlilikteki bantlarin her biri bioanalizore (agilent 2100) yiiklendi. Agaroz jel benzeri
yongalar tasiyan bioanalizore yiiklenen orneklerde 18S(~1800bp) ve 28S(~3800bp)
RNA piklerinin yani sira 40 ile 200bp arasinda kii¢iik RNA larin pik verdigi bolgede
kolaylikla gozlenebilir (sekil3-1).
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Sekil 3-1: Bioanalizorde MiRNA Goriintiilenmesi (139)

Ayrica Ornekler %1°lik agaroz jele yiiklenerek, orneklerin RNA Kkalitelerine

bakildi. Yiiklenen pozitif kontrol ile Orneklerin “kiigiik RNA”
(sekil3-2).

285
18S

5S

Sekil 3-2: Jelde RNA Alt Unitelerinin Gériintiillenmesi

varliklart incelendi
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3.4.3. Hedef MiRNA Secilmesi

Onceki calismalarda T-ALL hastalarinda anlamli bir azalma saptadigimiz SKIL
genine Ozgiin miRNA lardan biri olan hsa-mir-223 iin belirlenmesi i¢in akademik

kullanima agik veri tabanlar1 (mirWalk, Targetscan,mirBase vb...) kullanild1 (sekil3-3).

G
0.
-

miRNA predicted target search

Species Human [~] Select your specie of interest

SKIL 2 “miRNA putative targets can be searched by providing Stem loop or Mature
Sequence Ds or by their names
\dentifiers For eg. MIDD00290 or MIMAT0000231 or miR-30a or hsa-mir-34a

|

Upload a file Gozat.. OR Choose from a File (example lisf]

Gene Region

[Cipromoter ][ 2000 Upstream flanked ][ Upsiream flanking region (assumed promoter) Max 10kb is allowed |
[ D5 utr Clcps Z3uR |[ Restrict your search of miRNA binding sites within specific regions) |
Options
Transcript ) Al @ Longest Select either all or the langest transaript of gene(s)
— :A‘;gﬂ:;;nt;'ugrg e o nuaoides of TIANA soqe1ce trough v hey can maks ano or mar Ineractas il U
pValue 005 A probabilty distribution of random matches of a subssquence in the given sequence
O I T e T T N
SK NM_005414  hsa-miR-579 hsa-mir-5679 9 2910 UUCAUUUGG 2902 3UTR 0.0015
SKIL NM_005414  hsa-miR-23a hsa-mir-23a 7 3051 AUCACAU 3045 3IUTR 0.0232
SKIL NM_005414  hsa-miR-32 hsa-mir-32 7 3045  UAUUGCA 3039 3UTR 0.0232
SKIL NM_005414  hsa-miR-92a hsa-mir-92a-1 T 3045 UAUUGCA 3038 3UTR 0.0232
SKIL NM_005414  hsa-miR-212 hsa-mir-212 T 2735 UAACAGU 2725 3 UTR 0.0232
SKIL NM_005414  hsa-miR-216a hsa-mir-216a 7 2873 UAAUCUC 2867 3IUTR 0.0232
SKIL

NM_005414 hsa-mir-223 7 2762  UGUCAGU 2756 3 UTR 0.0232

Sekil 3-3: Veri Tabanlarindan SKIL Geni Hedef miRNAlarmin Belirlenmesi

(www.umm.uni-heidelberg.de)
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3.4.4. Gen Spesifik cDNA sentezi ve Gercek Zamanh Kantitasyon

3.4.4.1. Stem-loop RT Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hiicrelerde az miktarda bulunan miRNA lar klonlama, northern blot
hibridizasyon ve mikrodizilim analizleri gibi teknolojilerle rutin belirlemelerden
kagabilir. miRNA miktari1  belirlemede yeni bir yontem olan ‘Stem-Loop Ters
Transkriptaz Polimeraz zincir reaksiyonu (“reverse tanscriptase”=RT-PZR); hizli, kesin
ve hassas bir sekilde, miRNA gen anlatimi profilinin tespitine imkan saglar. “Stem-
loop” RT-PZR yontemi, DNA kontaminasyonundan etkilenmez, olgun miRNA’lara
Ozgidiir ve ilgili miRNA’lar arasindaki bir niikleotidlik farki bile ayirt edebilir.

Bu isler iki Basamakta gerceklesir.

1-1lk olarak miRNA ya 6zel stem-loop RT primerler kullanilarak total RNA dan hedef
cDNA sentez edilir.

2-Elde edilen cDNA lardan, miRNA spesifik ileri primer ve evrensel geri primer

kullanilarak ilgili bolgenin ¢ogalmasi saglanir (sekil3-4).



siklus 1

siklus 2

Sekil 3-4: Stem Loop PCR ile cDNA Yapilmasi

3’ s
2.ASAMA = Real Time PCR
primerin cDNA tizerinde uzamasi
%, leri primer
3’ 34
- ikinci cDNA ipliginin uzamasi
s
W e
——-3’ 6’
cDNA nin PZR ile gogalmasi
ileri primer
| @ 5°
5 3
geri primer

1.ASAMA = STEM-LOOP RT

primerin miRNA uzerinde uzamasi

miRNA

=
, Loop RT primer

ilk cDNA ipliginin sentezi

=

miRNA Kantitasyonu (140)

3.4.4.2.Stem-Loop RT-Primer Dizaym

39

ardindan Ger¢ek Zamanli PZR ile

miRNA lar i¢in “stem-loop” RT primerleri; RT verimliligi ve 6zglnligi

acisindan  konvansiyonel primerlerden (linear primerlerden) daha kullanish oldugu

gosterilmistir. “Stem-loop” RT primerlerinin ortak bir ana dizileri olmalidir. Bu ortak

ana dizinin 5> ve 3’ ucundaki komplementer dizilerden dolay1 “stem-loop” yapisini

alabilmektedir. Ayrica Loop bodlgesinde UPL prob #21’in es bdlgesini icermektedir.

Primerin 6zgilinligiinii ise hedef miRNA’nin 3° ucuna baglanan 6 niikleotidlik bir dizi

saglar. Hedef genimiz olan SKIL i hedefleyen miRNA lardan biri olan mir-223 ve 2 adet
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referans miRNA (RNU6 ve SNORD24) bu calismada kullanilmigtir. RT primer dizileri

tabloda gosterilmistir (tablo3-3).

Tablo 3-3: cDNA Sentezi i¢in Kullanilan Gen Spesifik Primer Dizileri

miR-223
Dizisi 5-UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA-3’
RT
Primer
Dizisi 5-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCagagccaACTGGGGT-3°
NUg.L | CTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAAAATTGGAACGATACAGA
i | GAAGATTAGCATGGCCCCTGCGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGA

1ZI1SI

AGCGTTCCATATTTT-3’

RT 5°.GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATCGCACCagagccaACAAAA
Primer TATGGAAC-3’
Dizisi
SNORD24

gl 5 TGCAGATGATGTAAAAGAATATTTGCTATCTGAGAGATGGTGATGA
Dizisi CATTTTAAACCACCAAGATCGCTGATGCA-3’
RT
Primer  |5°GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATCGCACCagagecaACTGCATCAG-

Dizisi

39
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3.4.4.3. “Stem-loop” RT ile Gen Spesifik cDNA Sentezi

Spektrofotometrede konsantrasyonlar1 Olgiilen RNA ornekleri 10ul de lpg
olacak sekilde sulandirildi. 1pul gen spesifik primerler ve 1yl 10mM dNTP mix
eklenerek 65°C de 5dk. inkiibe edildi. Daha sonra reaksiyon karisimi eklenmek iizere
buza alindi (tablo3-4).

Tablo 3-4: Gen Spesifik cDNA Sentezinde Kullanilan Reaksiyon Karigimi

Reaksiyon karigimi Miktar
5X “First strand” tampon 4ul
0.1M DTT 2ul

Bu karisim eklendikten sonra 42°C de 2dk. Ornekler inkiibe edildi. Buz iizerinde
her bir érmege 1.5 pl Superscript RT eklendikten sonra 42°Cde 50dk. Ardindan da
70°Cde 15dk. Inkiibe edildi. Elde edilen cDNA ornekleri, gen spesifik primerler
kullanildig: i¢in sadece hedef miRNA ve referans miRNAlar1 igcermektedir.

3.4.4.4. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Es zamanh kantitatif PZR, amplifikasyon gerceklesirken bilgisayar ekranindan
es zamanli olarak izlenilebilen, floresan isaretleyicilerin kullanildig1 ve alinan floresan
yogunlugunun, amplifikasyon {irlinii ile dogru orantili olarak arttig1 bir yontemdir.
Ozgiin (isaretli problar) ya da &zgiin olmayan fluoresan isaretleyiciler (SYBR green vb)
kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada hidroliz prob c¢alisma prensibine dayanan UPL problar
kullanilmistir. Hidroliz problart DNA’ya komplementer olan ve fluoresan isaretlenmis

tek zincirli bir prob igerir. Floresan isaretli probun 5' ucunda “fluorophore” (6-
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karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6-karboksitetrametil-rodamin=
TAMRA) olarak adlandirilan isaretli eklentiler bulunmaktadir. 3’ ugtaki baskilayici
TAMRA boyasi, 5' ugtaki FAM boyasinin sinyal olusturmasini1 engellemektedir. Prob
hedef DNA’ya baglanma durumunda fluoresan sinyal Ol¢limii diisiiktiir. Cogaltilma
sirasinda ise hedef niikleik asit dizisi lizerinde primerler baglanma bolgeleri arasinda
hidroliz problar baglanirlar. Primerlerin baglanmasiin ardindan yeni zincir olusmaya
baslar. Probun bagli oldugu bolgeye gelindiginde Taq DNA polimeraz enzimi 5'—3
niikleaz aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbest hale gegen FAM sinyal olusturur.
DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongiide iiriin ¢ogalimi oldukga

fluoresan salinimi da bu artisa bagli olarak devam eder (sekil3-5).

Polimerizasyon R = Reporter
@ @ Q = Quencher
5 ileri primer Probe 3
EEE———— @400
> c
5 3
— )
geri primer
Zincirden Ayriima t
5 — 3
3 5
5 3
s’ S'
Yikim ¢ D\
5 — - 3
3 e
5 3
e em— ] 5'
Polimerizasyon bitimi R @
Yy 1 N \ g
5 — -
3 g
g 3
— T S'

Sekil 3-5: UPL probla Kantitatif Es Zamanli PZR Prensibi (www.dkfz.de)
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Bu calismada kantitasyon ig¢in, “stem loop” RT cDNA sentezi sonrasinda
sentezlenen her bir miRNAnin ortak dizi bolgesinde komplementer dizisi yer alan prob

21 kullanilmigir. Kullanilan primer ve prob dizileri tabloda belirtilmistir (tablo3-5).

Tablo 3-5: Kantitatif Ger¢gek Zamanli PZR de kullanilan Primer ve Prob Dizileri

Mir-223

Forward Primer

Dizisi 5>-TCGCGGTGTCAGTTTGTCAAAT-3
Reverse Primer

Dizisi 5-GTGCAGGGTCCGAGGTATTC-3
RNU6-1

Forward Primer

Dizisi 3-TGTGCTCGCTTCGGCA-3
Reverse Primer

Dizisi 5°>-GTGCAGGGTCCGAGGTATTC-3
SNORD24

Forward Primer

Dizisi 5-TGCGGTGCAGATGATGTAAAAGA-3
Reverse Primer
Dizisi 5°-GTGCAGGGTCCGAGGTATTC-3’

UPL Probe 21
Dizisi 5°-TGGCTCTG-3’

Referans genler, farkli dokularda anlatiminin sabit/degismez oldugu bilinen,

genler arasindan segilir. Referans genler ile verilerin normalizasyonu, gergek zamanli



44
PZR yonteminde, mRNA kantifikasyonu i¢in ana basamaklardan biridir. Bu ¢aligma

icin RNU6 ve SNORD24 ALL tipleri arasinda az miktarda bir varyasyon gosterdigi i¢in

referans gen olarak secilmisir.

Tablo 3-6: Es Zamanh Kantitatif PZR de Kullanilan Karisim

ReaksiyonKarigimi Miktar1
Ileri ve geri primerlerden (5uM) I ul
Hidroliz probundan (0.5uM) 0.2 ul
LightCycler480 prob reaksiyon karigimi (5XX) 5ul

Son hacmi 8 ul olacak sekilde dH2O ile tamamlanarak hazirlanan karisim 96
kuyucuklu plakalara dagitildi. Karigim dagitilan her bir kuyucugun iizerine hasta
orneginden 2 ul (1000 ng/ul) cDNA eklenerek gercek zamanli PZR gergeklestirildi
(tablo3-6).

Belirlenen miRNA lar Lightcyler 480 cihazinda ¢alisildi. Pre inkiibasyon 50°C 2
dak., inkiibasyon 95°C de 10 dak., amplifikasyon 95°C de 15 sn. ve 60°C de 1 dak. 40
dongii olarak gergeklesirildi.

3.4.5. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinda insan pre B-ALL hiicre serileri (NALM6, REH) ve
karisik populasyona sahip T-ALL hiicre serileri kullanilmistir. (JURKAT, MOLT4,
CEM, RPMI8402, DND41). Hiicreler (10%/ml) %10 FBS, streptomisin (100mg/mL) ve
penisilin (100U/mL) (50mg/mL; Invitrogen Life Sciences, USA) iceren RPMI 1640
(Invitrogen Life Technologies, USA) besiyerinde; %5 CO2 iceren ortamda 37°C de

inkubasyona birakilmistir.
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3.4.6. Istatistiksel Analiz

Hastalarin ve kontrollerin relatif mRNA diizeylerinin karsilagtirilmasi igin
Mann-Whitney testi kullanilmistir. Mann-Whitney testi niceliksel 6l¢ekli gozlemleri
verilen iki 6rnegin ayni dagilimdan gelip gelmedigini incelemek igin kullanilan bir
parametrik olmayan istatistik testidir. ki bagimsiz grubun ortancalarin1 (medyan)

karsilastirmak i¢in kullanilir.

Sag kalim analizleri Kaplan-Meier Metodu ile belirlendi. Analizler igin
Graphpad Prism 5 programi kullanildi. Sag kalim tizerindeki coklu degisken
analizlerinde Cox Regresyon Testi gergeklestirildi. Analizler igin SPSS 15.0 programi
kullanild1. Her iki analizde de p degerleri p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Cox regresyon testinde regresyon kat sayisi (B) pozitif, p degeri (sig) anlamli ve
risk degeri(Exp(B)) >1 olan degiskenler kotii prognostik belirteg, regresyon kat sayisi
negatif, p degeri anlamli ve risk degeri (EXp(B)) <1 olan degiskenler ise iyi prognostik
belirte¢ olarak degerlendirildi. Genel sag kalim siiresi tan1 anindan 6liim tarihine yada
son kontrol tarihine kadar olan siire olarak belirlendi. Relapssiz sag kalim ise tam
remisyona girdikten sonra son kontrol tarihine kadar veya relaps gozlenen hastalarda

relaps tarithine kadar gecen stire olarak belirlendi.


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%96rneklem
http://tr.wikipedia.org/wiki/Parametrik_olmayan_istatistik
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4. BULGULAR

4.3. T-ALL hastalarinda mir-223 gen anlatim diizeyleri

13 kiz 29 erkek olmak iizere toplam n=52 pediatrik T-ALL hastas1 ve kontrol
grubu olarak saglikli timus dokusundan elde edilen timositlerde (n=3) mir-223 gen
anlatim seviyesi “stem loop PZR” ve qRT-PZR yontemleri ile incelendi. Calismadan
ornek kalitesinin yetersizligi nedeni ile 10 hasta dislandi. Hastalara ait mir-223 anlatimi
kontrollerle (total timosit) kiyaslandiginda pediatrik T-ALL hastalarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis gézlendi. (p=0.0045, Mann Whithney test)(sekil4-1)

10000+ p=0.0045
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Sekil 4-1: mir-223 iin T-ALL Hastalarinda mRNA Anlatimlarimn Es Zamanh Kantitatif
PZR ile Belirlenmesi

Referans gen olarak 2 house keeping genin (RNU6 ve SNORD24) geometrik ortas: alinarak, hedef gen

degerleri normalize edildi. Degerler logaritmik 6lgekte gosterilmektedir.
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4.4. T ve B ALL hiicre serilerinde mir-223 gen anlatinm diizeyleri

T-ALL (CEM, RPMI 8402, JURKAT, MOLT 4, DND 41) ve B-ALL (REH,
NALM 6) hastaligini temsil eden hiicre serilerinde mir-223 gen anlatimi tespit edildi. T
ve B hiicre serileri kendi aralarinda mir-223 anlatimina gore kiyaslandiginda ise T hiicre
serilerinde anlatimin, neredeyse hi¢ anlatim gostermeyen B hiicre serilerine gore yiiksek

oldugu gozlemlendi (sekil4-2).

0.1

0.014

Mir-223 Anlatimi (%)

0.0014

0.0001-+

Sekil 4-2: Hiicre Serilerinde ve Kontrollerde mir-223 Anlatimi

T-ALL(dnd41, Jurkat, Cem, Molt4, Rpmi) ve B-ALL(reh, nalm6) hiicre serilerinde, Timosit
kontrollerinde (total timus dokusu) mir-223 anlatim diizeyleri. Degerler logaritmik 06lgekte

gosterilmektedir.
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Hiicre serileri ve T-ALL hasta sonuglari kontrollerle kiyaslandiginda hiicre
serilerinden elde edilen sonuglar T-ALL hastalarindan elde edilen sonuglara paralel
olarak bulundu. Yiiksek mir-223 anlatim seviyesi T hiicre serilerinde de ayni1 sekilde

gbzlemlendi (sekil 4-3).
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Sekil 4-3: mir-223 iin T-ALL Hastalarinda ve T hiicre Serilerinde Anlatimlarinin Es
Zamanh Kantitatif PZR ile Belirlenmesi

Referans gen olarak 2 house keeping genin (RNU6 ve SNORD24) geometrik ortasi alinarak, hedef gen
degerleri normalize edildi. Degerler logaritmik 6l¢ekte gosterilmektedir.
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Fakat T hiicre serilerinin aksine B hiicre serilerinde mir-223 anlatimi kontrol
grubu olarak kullanilan periferik kan CD19+ hiicrelere gore azalma gostermekteydi

(sekil4-4).

0.14

0.01-

0.001

relative mir-223 miRNA levels (%)
v

Sekil 4-4: mir-223 iin B-ALL Hastalarinda Anlatimlarimin Es Zamanh Kantitatif PZR ile
Belirlenmesi

Referans gen olarak 2 house keeping genin (RNU6 ve SNORD24) geometrik ortasi alinarak, hedef gen
degerleri normalize edildi. Degerler logaritmik 6lgekte gosterilmektedir.
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45. B-ALL Hastalarinda mir-223 miRNA Anlatim

B hiicre serilerinde T hiicre serilerine gore anlamli bir mir-223 anlatim farkliligi
gbzlemlenmesi tizerine mir-223 iin T hiicre soyuna 6zgiinliigiiniin tartisilabilmesi igin
B-ALL (n=11) hastalarinda mir-223 miRNA anlatimlar1 incelendi. Kontrol grubu olarak
kullanilan periferik kan CD19+ hiicrelere kiyasla ayni hiicre serilerindeki gibi,
hastalarda da anlatimda anlamli bir azalma gozlendi (p=0.012, Mann Whitney test)
(sekil4-5).
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Sekil 4-5: mir-223 iin B-ALL Hastalarinda Anlatimlarimin Es Zamanh Kantitatif PZR ile
Belirlenmesi

Referans gen olarak 2 house keeping genin (RNU6 ve SNORD24) geometrik ortasi alinarak, hedef gen
degerleri normalize edildi. Degerler logaritmik 6l¢ekte gosterilmektedir.

4.6. T ve B ALL Hastalarinda mir-223 Anlatim Seviyelerinin Kiyaslanmasi

Mir-223 anlatim seviyleri hiicre serilerinde incelendiginde T hiicre serilerinde B
hiicre serilerine nazaran daha yiiksek mir-223 anlatimi gézlemlenmisti. Bu verilere

paralel olarak T ve B ALL hasta popiilasyonu kiyaslandiginda mir-223iin anlatim
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seviyesi T ALL hastalarinda anlamli bir sekilde daha yiiksekti ( p=0.0001, Mann
Whitney test) (sekil4-6).
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Sekil 4-6: mir-223 iin B ve T ALL Hastalarinda Anlatimlarimin Kiyaslanmasi

Referans gen olarak 2 house keeping genin (RNU6 ve SNORD24) geometrik ortasi alinarak, hedef gen
degerleri normalize edildi. Degerler logaritmik 6l¢ekte gosterilmektedir.

4.7. T-ALL Hastalarinda SKIL ve miR-223 anlatimlarinin kiyaslanmasi

Her bir hastanin SNO/SKIL gen anlatim diizeyleri ile mir-223 diizeyleri
karsilatirildi. Hastalarin tiimii mir-223 anlatimi bakimindan kontrollere kiyasla yiiksek

analtim gosterirken, SKIL anlatimi1 bakimindan ise diisiik anlatim gostermekteydi.
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Hasta Adi
T27
T31
T4
752
753
754
758
759
T62
To4
T71
T74
T76
T82
TE4
TES
TG
33
a7
T98
739
Ti04
Ti1g7
Ti108
Ti09
Tii4
T119
T120
T122
Ti24
Ti30
T131
Ti33
Ti34
Ti42
Ti43
Ti44
Ti45
Ti46
Ti47
Ti4%8
Ti49

Mir-2 23 Anlotim seviyesi SKIL Anlatim Sevivesi

Sekil 4-7: T-ALL Hastalarinda mir-223 ve SnoN/SKIL Genlerinin Anlatimlarinin
Sematize Olarak Kiyaslanmasi
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4.8. Mir-223 Bulgularmin T-ALL hastalariin klinik 6zellikleri ile iliskisi

Mir-223 fenotipteki yansimalarini tespit etmek i¢in, mir-223 mRNA diizeyleri,
T-ALL hastalarmin klinik Ozellikleri arasindaki iliskiler arastirilmistir. Mir-223
anlattminin; cinsiyet (p = 0,40) , yas (p = 0,11) , tan1 zaman1 beyaz kan hiicre sayisi,
immiinfenotip acisindan anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir. Fakat 1-10 yas
grubundaki hastalarin, 11-18 yas grubu hastalarina gére daha diisiik mir-223 anlatimi
gosterdigi gozlemlenmistir. Ayni sekilde tan1 anm1 16kosit sayis1 3 gruba boliindiiglinde
(20bin alti, 20-100bin arasi, 100bin dstii), tan1 an1 10kosit sayisi artikga mir-223
anlatiminda artis s6z konusudur. EGIL smiflandirmasina gore hastalarin %2si grupl,
%12si1 grup2, %331 grup3, %281 grup4 te yer aldigi tespit edilmistir. Grup 3 ve 4te yer
alan hastalar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p=0.02). (sekil4-8).
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Sekil 4-8: Hasta Klinik Bulgulari ve mir-223 Anlatimlarinin Karsilagtirmasi I

Istatistiksel Analizler Graphpad Prism 5 programinda gergeklestirildi, p<0.05 anlamli kabul edildi.
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Hastalarin  tam1 aninda  %45inde  lenfadenopati(lap), %57sinde
splenomegali(sm), %43iinde hepatomegali (hm) tespit edilmistir. Ayrica %17sinde
Merkezi sinir sistemi (MSS) tutulumu vardir. Organ Tutulumlar1 var olan hastalar
tutulumu olmayan hastalara gore mir-223 anlattmi bakimindan incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (lap; p=0.5, sm; p=0.7, hm; p=0.7,
mss; p=0.2). Ancak Lenfadenopatisi olan hastalarda mir-223 anlatimi olmayanlara goére
goreceli artmistir. Bunun aksine merkezi sinir sistemi tutlumu olan hastalarda ise mir-

223 anlatimi olmayanlara gore goreceli azalmigtir (sekil4-9).
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Sekil 4-9: Hasta Klinik Bulgular1 ve mir-223 Anlatimlarimin Karsilastirmasi 11

Istatistiksel Analizler Graphpad Prism 5 programinda gerceklestirildi, p<0.05 anlamli kabul edildi.

Hastalar uygulanan tedavi protokolleri, risk gruplari ve tedaviye yanitlari
bakimindan incelendiginde %61linde 33.giin yanit, %29unda relaps vardir. Hastalarin

%26s1 ise ex olmustur. Hastalarin 1 tanesi GMALL, 2tanesi CCG protokolii ile geri
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kalan timii BFM protokoliinde tedavi edilmistir. Hastalar 33.giin yanit varlig1 yoklugu
ve ayni sekilde relaps varligi yoklugu agisindan mir-223 anlatimlar1 kiyaslandiginda
anlamli bir fark gbzlemlenmemistir. Fakat 33.glin yaniti olan hastalar (p=0.1) veya
relapsi olan hastalarda (p=0.4) olmayanlara nazaran mir-223 anlatimi goreceli diistiktiir.
Sag olan hastalarda ise ex olanlara kiyasla mir-223 anlatmi goreceli yiiksektir (p=0.1).
Risk gruplar1 agisindan mir-223 anlatimi ele alindiginda yiiksek risk grubu(HRG)
undaki hastalarin mir-223 anlatimi orta risk grubu(MRG) ve standart risk gruplarina
(SRG) nazaran goreceli yiiksektir. Fakat istatistiksel olarak bir anlamlilik tespit
edilmemistir (SRG vs HRG p=0.3, MRG vs HRG p=0.3) (sckil4-10).
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Sekil 4-10: Hasta Klinik Bulgular1 ve mir-223 Anlatimlarimin Karsilastirmasi I11

Istatistiksel Analizler Graphpad Prism 5 programinda gergeklestirildi, p<0.05 anlamli kabul edilds.



4.9. Mir-223 Bulgularimin Hasta Sag kalimlar1 Uzerine Etkileri

Genel Sagkalim
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Sekil 4-11: Kaplan Meier Sag Kalim Analizi Genel Sag Kalim
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Mir-223 anlatim diizeylerinin, genel sag kalim iizerine olan etkisi incelenmistir. (p=0.8,

Long-rank test)

Relapssiz Sag Kalim
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Sekil 4-12: Kaplan Meier Sag Kalim Analizi Relapssiz Sag Kalim

Mir-223 anlatim diizeylerinin, relapssiz sag kalim iizerine olan etkisi incelenmistir.

(p=0.4, Long-rank test)
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Sekil 4-13: Cox Regresyon Analizinde Elde Edilen Genel Sag Kalim Egrisi
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A) 33.gilin tedavi yanit1 degiskeni ile elde edilen genel sag kalim beklentisi. Mir-223

anlatimi: O;ortalama alt1, 1;ortalama iistii, SPSS V15.0 programinda analiz edilmistir.

B) mir-223 anlatimi1 ortalama tistii olan hastalarda 33.giin yanit varligi ve yoklugu

durumda genel sag kalim egrisi.

Tablo 4-1: Cox Analizi Degisken Tablosu I

B; regresyon kat sayisi, Exp(B); risk degeri, Sig; anlamlilik degeri

33.Giin Tedavi Yaniti 2.58 13.235 0.004
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B) mir-223 anlatimi ortalamanin CistCi
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Sekil 4-14: Cox Regresyon Analizinde Elde Edilen Relapssiz Sag Kalim Egrisi
A)33.giin tedavi yanit1 degiskeni ile elde edilen relapssiz sag kalim beklentisi. Mir-223

anlatimi: O;ortalama alt1, 1;ortalama tstii, SPSS V15.0 programinda analiz edilmistir.

B) mir-223 anlatim1 ortalama {istii olan hastalarda 33.giin yanit varligi ve yoklugu

durumda relapssiz sag kalim egrisi.

Tablo 4-2: Cox Analizi Degisken Tablosu 11

B; regresyon kat sayisi, Exp(B); risk degeri, Sig; anlamlilik degeri

33.Giin Tedavi Yaniti 2.979 19.670 0.015
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5. TARTISMA

Son yillara kadar, yapilan ¢alismalar, tiimor olusumu ve gelisiminden birincil
derecede sorumlu bolgelerin  genomdaki protein kodlayan genler oldugunu
diistindiirmekteydi. “Mikro RNA” (miRNA) larin kesfi ile birlikte protein kodlamayan
miRNA anomalilerinin de, kanser dahil bir¢ok hastaligin patogenezine katkida

bulunduklar1 gosterilmistir (26).

Losemi calismalarinda miRNA gen anlatim profillerinin malign ve normal
hiicrelerde farklilik gosterdigi kanitlanmistir. Ayrica miRNA anlatim profillerinin
16semi alt tipleri arasinda da ayirim yapilmasina yardimci olabilecegi gosterilmistir
(117). Hematopoezde farkli gelisim asamalarinda farkli miRNAlar aktif oldugu gibi, her

hiicre tipinin olgunlasmasinda da farklt miRNalarin katkida bulundugu bilinmektedir.

miRNAlarda olusabilecek herhangi tiir mutasyon, diizenlenme degisimi veya
islev bozuklugu norodejeneretif hastaliklardan diabete, kalp hastaliklarindan kansere
kadar ¢ok genis spektrumlu hastalik tiirlerinden biri ile sonuclanabilir (90,91).
Arastirmamiz sonucunda 42 peditarik T-ALL hastasinda mir-223 anlatim seviyelerinin
normal timus dokusuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Bu
sonug, Mir-223 yiiksek anlatiminin hasta grubumuz igin 6zellikle T-hiicrelerine 6zgiin
ve onkogenik 6zellikte oldugunu gdstermektedir. ilk defa pediatrik T-ALL’de mir-223
anlatimi bu c¢alisma ile belirlenmistir. Daha Onceki c¢alismalarda yetiskin T-ALL
hastalarinda ve 18 adet T-ALL hiicre hattinda, 430 farkli miRNAnin anlatim diizeyleri
gercek zamanli PZR ile kantite edilmis, mir-223 en yiiksek anlatimli 10 miRNA
arasinda yer almistir (49). Pediatrik ALL hasta gurubunda (hangi hiicre kaynakli
bildirilmemekte) yapilan gergek zamanli PZR ile valide edilmis tim genom dizilimi

calismasinda ise mir-223 anlamli bulunan mirnalar arasindadir (127).

Losemi disinda mir-223{in asirt anlattmi  yumurtalik, mide ve kolorektal
kanserler ile de iliskilendirilmistir (131,132,142,148). Fakat bu durumun aksine
karaciger kanseri, kronik lenfoblastik 16semi (KLL) ve akut myeloid 16semi (AML) de
mir-223’iin disiik anlatimi gézlemlenmis ve timor baskilayict (TB) 6zellikte bir mirna
olabilecegi de tartistlmistir (143,144). Yani mir-223’tin  kanser olusum

mekanizmasindaki rolii iki yonlii (TB veya onkogenik) olarak tartigiimaktadir.
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Calismaya dahil ettigimiz pediatrik T-ALL hastalarinda oldugu gibi, hastaligi
temsil eden T hiicre hatlarinda da mir-223 anlatimmin kontrollere kiyasla yiiksek
olmasi, ayn1 zamanda B hiicre hatlarinda, T hiicre hatlarina kiyasla anlatimimin diisiik
olmasi, mir-223 anlattminin T hiicre soyuna 6zgiin oldugunu diisiindiirmektedir. Bu
caligmada, mir-223 tin T-hiicreli ALL’ye 6zgii oldugunun ispatlanabilmesi i¢in B-ALL
hastalarindaki anlatimlar1 da incelenmistir. T ve B hiicreli ALL hastalarinin mir-223
anlatim seviyeleri kiyaslandiginda, T-ALL hastalarindaki anlatim anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Hematopoetik kok hiicrelerde mir-223 ektopik anlatiminin, kok
hiicrelerin %30-50 oraninda T hiicreleri yoniinde farklilagtigini, buna karsin B-hiicre ya
da myeloid seri yoniinde bir degisiklik yaratmadigi gostermektedir (127). Diger bir
calismada ise mir-223 anlatimi, tetiklenmis hematopoetik Onciillerinin fareye enjekte
edilmesi sonucunda, hiicre sayilarinda B yoniinde artisinin degismedigi, aksine T
yoniinde hiicre sayisinin artmasina neden oldugu bildirilmektedir. Bu iki ¢alisma
mirnalar1, hematopoetik hiicre gelisim ve farklilasma ¢aligsmalarinin odak noktasi haline
getirmistir ve mir-223iin T soyuna Ozginliigiini kanitlamistir (149). Dolayisiyla
sonuglarimiz mir-223 in T hiicre soyuna Ozgiinliigiinii savunan mevcut literatiir

bilgisini de desteklemektedir.

Graniilositlerden, makrofajlara, T ve B hiicrelerine kadar farkli hematopoetik
sistem hiicrelerinin gelisim evrelerinde gorev alan miRNA anlatimlarinin bozulmasi
sonucu, hedef genlerinin diizenlenmelerini bozmak suretiyle hastalik patogenezine
katkida bulunduklar1 bilinmektedir (127). Calismamizin asil ¢ikis noktasi SKIL
genindeki diizenlenme degisiminin nedenini arastirmaktir. Onceki yillarda ekibimiz
tarafindan gerceklestirilen tiim genom analizi ve gercek zamanli PZR ile yapilan
validasyon ¢aligmasinda SKIL geni anlatiminin 31 pediatrik T-ALL hastasinda
kontrollere kiyasla anlamli derecede azalmig oldugu tespit edildi (141). Ski protein
ailesinden olan SKIL, onkogenik 6zellikte, TGFp yolagmin baskilayicisi gérevinde olan
ve regiilasyon bozuklugu, yolagin asir1 aktivasyonuyla sonuglanan anahtar bir genidir
(134). T-ALL patogenezindeki rolii kesin olarak bilinmemekle birlikte T hiicre soyuna
spesifik anlatim1 oldugu bilinmektedir, ancak TGF yolagi normal hematopoezde rolii
olan ve hematolojik hastaliklarda sik sik kontrolsiiz ¢alisan bir sinyal ileti yoludur. SKIL
geni bir onkogen olarak bulunmus olsa da genin tumor baskilayici oldugunu gosteren
calismalar da mevcuttur (136, 137). T-ALL hastalarinda tespit edilen mir-223deki
anlattim artis1 ve SKIL genindeki deki mRNA azaligi, mir-223iin SKIL genini
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diizenledigini disiindiiriicii yondedir. Mir-223iin SKIL genini diizenledigi yoniinde
herhangi bir ¢alisma heniiz mevcut degildir fakat akademik kullanimli veritabanlarinda
(mirbase, mirwalk, targetscan vb.) SKIL geni, mir-223iin 6ngoriilen hedef genleri
arasinda gosterilmektedir. Apoptotik yolak genlerinden; BCL2, CASP3, transkripsiyon
faktorlerinden; TCF3, CEBPA, RUNX1, LMO2, MEF2C, SOX2, hiicre biliinmesinden
sorumlu; AKT1,NFKB1, tirozin kinazlardan BCR,JAK2 ve onkogen olarak bilinen MYC,
SKIL disinda T-ALL patogenezine katkisi oldugu bilinen ve mir-223i{in hedefledigi
valide edilmis genler arasinda yer almaktadir. Mir-223iin hastalardaki asir1 anlatiminin
bu genlerin bir veya birkacinin diizenlenmesini etkileyerek onkogenik/tiimdr baskilayici
ozelligini gosterdigi diisiiniilebilir. Mir-223 asir1 anlatimi tetiklenmis vektorlerle yapilan
fare calismalarinda T-ALL olusumu gbzlemlenmistir. Mir-223 {in anlatiminin antimir
oligolar ile baskilanmas1 sonucunda ise hedefledigi tiimor siipresor nitelikteki genlerin
(PTEN, FWBX7vb.) anlatimlarinin arttigi gorilmiistir. Bu sekilde mir-223 ve
diizenledigi gen arasindaki iliski ortaya ¢ikartilabilmistir (49). Bu bilgiler dogrultusunda
T-ALL de Mir-223iin, SKIL veya patogeneze katkisi bulundugu diisiiniilen genlerden
birinin regulasyonunda goérev alip almadiginin kanitlanmasi icin ileri fonksiyonel

caligmalara ihtiyag vardir.

mir-223 anlattiminin, hastalarin klinik 6zellikleri ve hastaligin prognozu ile
iliskisi incelendiginde, mir-223 anlatim diizeyleri ile yas (0-10 yas / 10-18 yas),
cinsiyetkiz/erkek), tan1 zamani beyaz kan hiicre sayist (50bin iistii/ 50bin alt1), EGIL
risk gruplart (I-1I-11-1IV), organomegali (var/yok) arasinda anlamli bir iligki
saptanmamigtir. mir-223 anlatiminin erken doénem pro-T hiicrelerinde anlatiminin
basladig1 onceki ¢aligmalarda gosterilmistir (127). EGIL siniflandirmasina gore hastalar
dort grup (TLTILTIILTIV) altinda toplandiginda TIV sinifina giren en olgun T grubu
hastalarda mir-223 anlatimi diger erken donem gruplardan daha yiiksek oldugu ve erken
donemde anlatimi baslayan mir-223 anlatiminin olgunlagsma siirecinde en yiiksek
seviyeye en olgun agsamada ulastig1 ilk kez bu c¢aligsma ile tespit edilmistir.

Mide kanserinde yapilan bir caligmada, mir-223 anlatimi1 metastatik karakterdeki
hiicrelerde, metastastik olmayanlara kiyasla yiiksek bulunmustur (145). Bizim
calismamizda, istatistiksel anlamlilik gostermemekle birlikte, mir-223 anlatimi, MSS
metastazi olan hastalarda nispeten diisiik tespit edilmistir. Yeterli materyel ve daha fazla
sayida hasta grubunda incelendiginde sonuglarin degisebilecegini gbz Oniinde

bulundurarak diyebiliriz ki, mide kanserindeki durumun aksine mir-223 anlatiminin
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MSS metastazi olan T-ALL hastalarinda diisiik olmasi, metastazla iligkili genlerin
regiilasyonunu etkileyip siirecin engellenebilecegini diisiindiirmektedir.

Relaps, ALL tedavisinin basarili olmasin1 engelleyen en biiyiik zorluklardan
biridir. Yapilan pek ¢ok calismaya ragmen pediatrik ALL vakalarinda heniiz relaps
olusum mekanizmasi ¢oziilememistir. Tiim genom dizilimi ile pediatrik ALL
vakalarinda relapsla iligkili miRNAlarin a¢iga kavusturulmasini amaglayan bir
calismada, mir-223 anlatiminin belirgin olarak relaps orneklerinde, tam yanit gosteren
orneklere kiyasla diisiik bulunmustur. Bu sonu¢ mir-223iin relaps siireci ile iliskili
olabilecegini diisiindiirmiis, onkogenik veya ilag¢ direnci gelistiren bir faktoriin mir-
223’in anlatimmi etkileyebilecegini ve devaminda hastalik seyrinin relaps ile
sonuclanabilecegi gercegini dogurmustur. Ayn1 zamanda mir-223iin relaps siirecinin
onceden tahmin edilebilmesi i¢in bir biobelirte¢ olarak kullanilabilecegi sonucuna
vartlmistir (147). T-ALL hastalarinin relaps zamanlaria ait materyal olmadigindan,
hastalarin karsilastirmali olarak relaps ve tanmi Orneklerindeki mir-223 diizeylerini
kiyaslama sansimiz olmadi. Buna karsin, tam1 ami pediatrik T-ALL hasta
popiilasyonumuzda, hastalik seyrinde relaps bildirilen hastalarin relaps gozlenmeyen
hastalara kiyasla, mir-223 anlatim seviyelerini diisiik olarak tespit ettik. Dolayisiyla
relaps gozlenen hastalarda tani anindan itibaren mir-223 seviyesinin diisiik oldugu
sonucuna varilabilir.

B hiicreli KLL de mir-223, prognoz ve hasta 6liimii oranlar1 ile anlamli derecede
iligkili bulunmustur. mir-223 anlatimmin yiiksek oldugu hastalarda iyi prognoz siirecini
takiben, o0liim sayilarinin diismesi, genel sag kalim oranlarimi yiikseltmektedir (146).
Hasta grubumuzda mir-223iin yiiksek anlattmi ve Oliim oranlari arasindaki iligki
beklenildigi iizere B hiicreli 16semi ile zit yonde seyretmektedir. mir-223 anlatiminin
sag kalim iizerine etkisini incelemek amaciyla, hasta gen anlatimlar1 ortalamanin alt1 ve
istii olmak tizere iki grupta toplandi ve hastalarin son durumlarina gére Kaplan Meier
yasam analizi uygulandi. mir-223 anlatiminin genel sag kalim ya da relapssiz sag kalimi
etkilemedigi gozlendi. Fakat cox regresyon analizlerinde mir-223iin artmis anlatim1 ve
33.glin yanit1 olmamasi, genel sag kalimi ve relapssiz sag kalimi anlamli bir sekilde
etkilemekteydi. Ayrica, 33.glin yanit1 olmayan hastalarda 33.giin yanit1 olan hastalara
gore mir-223 anlatimlart yiiksek bulunmustur. Dolayisiyla mir-223’iin yiiksek anlatimi
ve 33.glin yanitsizhigt T-ALL hastalarinda, B-KLL hastalarinin aksine kotii prognoz

stireci ile iligkili goriilmektedir. Ayrica Onceki g¢aligmamizda mir-223 sag kalim
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analizlerine paralel olarak, 33.giin yanitsizlig1 degiskeninin, sag kalim iizerindeki etkisi

hesaplandiginda azalmig SKIL gen anlatimi ve 33.gilin yanitsizlig1 kotii prognoz siireci

ile iliskilendirilmisti (141). Bu durum relaps siirecine benzer bir sekilde yorumlanabilir;

tan1 aninda mir-223 anlatiminin yiiksek olmasi kemoterapik bir dirence yol agmis

olabilir ve devaminda 33.giin yanitsizlig1 ile kotli prognozu getirip, hasta sag kalimlarini

diistirebilir. Ayrica yliksek risk grubundaki hastalarin mir-223 anlatimmin yiiksek

olmas1 da 33.giin yanitsizli§1 ve mir-223 prognostik iligkisini desteklemektedir.

Sonug olarak bu ¢aligsma ile;

Pediatrik T-ALL ve saglikli timositlerdeki mir-223 anlatim diizeyleri
belirlenmis ve mir-223 anlatiminin T-ALL hastalarinda kontrollere

kiyasla yliksek oldugu tespit edilmistir.

mir-223in anlattmmin T hicreli 16semi serilerinde, B hiicreli 16semi
serilerine gore yiiksek olmasi ve B hiicre serilerinde kontrollere kiyasla
mir-223 anlatimmin diisiik olmasi, fonksiyonunun T hiicrelerine spesifik

oldugunu gostermektedir.

mir-223 anlatim seviyeleri, 33.giin yanitlar1 olmayan hastalarda, olanlara

kiyasla yiiksektir ve bu sonug kotii prognoz etkisini desteklemektedir.

mir-223iin etki mekanizmasi olarak, T-ALL patogenezinde 6nemli rolii
olan hedef genlerinin diizenlenmelerini bozarak hastaliga katkida

bulundugunu diigiinmekteyiz.

Bu mekanizmanin kanitlanabilmesi i¢in yapilacak ileri ¢alismalardan biri
SKIL geninin miRNA baglanma bdlgesi olan 3’UTR bolgesini lusiferaz
enzimi igeren bir vektdre klonlayarak, T-ALL hiicre serilerinde
aktarilmasini takiben; mir-223 mimik sinyalinin hiicrelere verilmesi
oncesi ve sonrast olugmasi diisliniilen mir anlatim seviyesi farkliligini

incelemektir.
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FORMLAR

GONULLU ONAY FORMU I Tarih:

Arastirmanmin Adi: “T HUCRELI AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILIi HASTALARDA
MIKRORNA (miRNA) GEN ANLATIMININ TESPITi”

Arastirmanin amaci: T hiicreli akut 16semi hastaliginin olusum nedenleri arastirilip,
tedavi ve takipte yardimci olabilecek yeni molekiillere ulagilmasi amaglanmaktadir.
Arastirmanin siiresi: Arastirma kapsaminda yapilacak olan ¢aligmanin siiresi 18 aydir.
Arastirmaya Katilan Goniillii Sayisi: T hiicreli Akut Losemi tanist almig 50 goniillii
katilacaktir.

Arastirmada izlenecek Yontem: Alinan kan/ilik 6rneginden 16kosit hiicreleriniz ve
RNA materyaliniz izole edilerek saklanacaktir. Olusturulan bu bankada kisi isimleri
kullanilmayacak, oOrnekler numarali olarak korunacaktir. Akut losemilerin tan1 ve
tedavisinde kullanilan, spesifik translokasyonlarin rutin tanis1 amaciyla alinan
kan/kemik iligi materyalinden, ¢alisma neticesinde, rapor verildikten sonra geriye kalan

materyaller ¢calisma kapsamimiza alinacaktir.

1.Aragtirma siiresince sizden 1 defaya mahsus kan alinacaktir ve bunun disinda invaziv
bir islem gergeklestirilmeyecektir.

2. Calisma sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde edilemeyebilir.

3. Kisisel ve tibbi bilgileriniz isyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi ii¢lincii
sahislara aktarilmayacaktir.

4. Aragtirma sirasinda genetik test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir
yonden etkileyecegini  diisiinmeniz durumunda, arastirmadan isteginiz iizere
ayrilabilirsiniz.

5. Bu calismada sizden maddi bir beklentimiz olmadig1 gibi size maddi bir katkis1 da
olmayacaktir.

6. Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu talebiniz, gelecekteki takip ve tedaviniz
tizerine olumsuz etkisi olmayacaktir.

7. Gonilli nzasina bakilmaksizin  arastirmaci tarafindan arastirma harici
birakilabilirsiniz.

Karariizdan 6nce size verilen bu bilgileri liitfen okuyunuz.

Géniilliiniin Adi-soyadi, Imzas1, Adresi

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gérevlisinin

Adi-soyadi, Imzas1, Gérevi
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GONULLU ONAY FORMU II
Tarih:
CALISMANIN KAPSAMI

1. Yapilmasi planlanan bu calismada saglikli kontrol grubu olarak T hiicre
olgunlagmasinin gerceklestigi yer olan timus dokusu kullanilacaktir. Timus yasla
birlikte gerileyen bir organdir. Yenidogan ve adolesan oncesi donemlerde biiyiik ve
aktif olup, genclik yillarinin basinda korelip, islevini kaybetmektedir.

Kalp-damar cerrahisi ameliyatlarinda bdlgenin daha iyi goriilebilmesi i¢in timus
dokusunun 3/2’sinin ¢ikarilma zorunlulugu vardir. Bu doku normalde ameliyat sirasinda
atil doku olarak ¢ope atilmaktadir. Cikarilan bu doku sizin sagliginizla ilgili herhangi
baska ileri ¢alismada kullanilmayacagi gibi yoklugu sagliginizi olumsuz yonde
etkilemeyecektir.

2.Calismanin  deneysel kismi LU. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii'nde
gerceklestirilecektir.

3.Cerrahi operasyon sirasinda ¢ikarilan timus Orneginden T hiicre alt gruplart elde
edilecektir ve “T HUCRELI AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILI
HASTALARDA MIKRORNA (miRNA) GEN ANLATIMININ TESPITI” adli
calismada saglikli kontrol grubu olarak kullanilacaktir. Olusturulan bu kontrol grubunda
kisi isimleri kullanilmayacak, 6rnekler numarali olarak korunacaktir. Kisisel ve tibbi
bilgileriniz isyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi {iglincii sahislara
aktarilmayacaktir.

4. Arastirma sirasinda genetik test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir
yonden etkileyecegini dilislinmeniz durumunda, arastirmadan isteginiz {izere
ayrilabilirsiniz.

5. Bu ¢aligmada sizden maddi bir beklentimiz olmadig: gibi size maddi bir katkis1 da
olmayacaktir.

6. Bu calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu talebiniz, gelecekteki takip ve
tedaviniz lizerine olumsuz etkisi olmayacaktir.

7. GoOnilli nzasina bakilmaksizin  arastirmaci tarafindan arastirma  harici
birakilabilirsiniz.

Kararmizdan 6nce size verilen bu bilgileri liitfen okuyunuz.

Goéniilliiniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi

Riza alma islemine bagindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gérevlisinin

Adi-soyadi, Imzasi, Gérevi
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HASTA TAKiP FORMU Tarih:

Projenin  Adi: “T HUCRELI AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILI
HASTALARDA MIKRORNA (miRNA) GEN ANLATIMININ TESPITi”

Hasta Bilgileri

Adi ve Soyadr : Dogum Tarihi:
TC Kimlik No: Tan1 Yast:
Cinsiyeti:

Materyal:

Gonderen Doktor:

Aile Oykiisii:

Tam Kan Sayimi:
WBC

RBC

Plt

HB

HCT

Detayli Immiinfenotip:

Blast Yiizdesi:

Hasta Tedavi Protokoli:




ETIK KURUL KARARI
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OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 Ceren Soyadi Oztung
Dog.Yeri |Altindag Dog.Tar. [08/07/1987
Uyrugu |TC TG Kim 13825293014
No
Email Tel 0536 228 09 72
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis. |I.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik 2012
Lisans I.U.Fen Fakiiltesi,Biyoloji 2009
Lise O.C Bilfen Lisesi 2004

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)

1. -

2. -

3. -

KPDS/UD
Yabanca |Okudugunu (Diger)
o Konusma* | Yazma* S
Dilleri Anlama* Puam
Puam
Ingilizce |Cok iyi Iyi Cok iyi UDS 74

*Cok 1yi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
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Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puani 79 76
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Sinem Firtina , Muge Sayitoglu, Ozden Hatirnaz, Yucel Erbilgin, Ceren Oztunc, Suzan
Cinar, Inci Yildiz , Tiraje Celkan, Sema Anak, Aysegul Unuvar, Omer Devecioglu,
Cetin Timur, Gonul Aydogan, Arzu Akcay, Didem Atay, Emine Turkkan, Serap
Karaman, Betul Orhaner, Nazan Sarper, Gunnur Deniz, Ugur Ozbek, Evaluation of
PAX5 gene in the early stages of leukemic B cells in the childhood B cell acute
lymphoblastic leukemia, Leukemia Research, 2011

Ozel Tlgi Alanlar (Hobileri): Karakalem, Tango, Voleybol, Yiizme



