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KISA OZET
HOTAIR epigenetik diizenleme, apoptoz ve hiicre dongiisii dahil ¢esitli biyolojik

siireclerde rol oynayan uzun kodlamayan ribo niikleik asittir. Son yillarda yapilan
caligmalarda HOTAIR‘in kanser olmayan komsu dokularla karsilastirildiginda insanda
goriilen cesitli kanserlerde yiiksek oranda eksprese edildigi rapor edilmistir. Literatiirde
hematolojik hastaliklarda HOTAIR 1n ifade profili ve prognostik 6nemi hakkinda yeterli
bilgi bulunmamaktadir.

Bu calismada, HOTAIR ve HOXD genlerinin AML ve KML gibi l16semilerle olan
iligkisi ve bu genlerin prognostik dnemini arastirmak amaglanmaigtir.

Calismamizda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe Hastanesi Tibbi
Genetik Laboratuvarma gelen 30 AML ve 30 KML hastas1 ve kontrol grubu olarak da
20 saglikli bireyin periferik kan 6rnekleri kullanilarak total RNA izole edildi ve ¢cDNA
elde edildi. Real Time PCR yontemi ile HOTAIR ve HOXD genlerinden HOXDS,
HOXD9 ve HOXD11 genlerinin ifade seviyeleri belirlendi.

AML hasta grubunda HOTAIR geninin ifade diizeyi kontrol grubu ile
kargilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05). KML hasta
grubunda; HOTAIR geninin ifade diizeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel yonden
anlamli bir artis oldugu goriildii (p<0.05). AML ve KML hasta gruplarinda HOXD9 ve
HOXDI11 genlerinin ifade diizeylerinde kontrol grubuna gore istatistiksel yonden
anlamli bir azalma oldugu goriildii (p<0.05).

Sonug olarak; HOTAIR geninin, KML hastalarinda HOXD9 ve HOXDI1 genlerinin
ifadesini baskilayarak onkojenik faaliyet gosterdigi, HOTAIR m ifade profillerinin
KML hastalarinin prognostik olarak smiflandirilmasinda ve ila¢ direncinin 6ngoriilmesi
ve izlenmesinde potansiyel bir biyomarkir olabilecegi, daha fazla hasta sayisi iceren
protein diizeyindeki ¢calismalarla da desteklenerek sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: HOTAIR, Inc RNA, AML, KML, Prognoz
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ABSTRACT

HOTAIR is a long non-coding ribonucleic acid that plays a role in various biological
processes including epigenetic regulation, apoptosis and cell cycle. In recent years
studies have reported that HOTAIR is highly expressed in various human cancers when
compared to non-cancer adjacent tissues. There is not enough information about
HOTAIR's expression profile and prognostic value in hematologic diseases in the
literature.

In this study, we aimed to investigate the relationship of HOTAIR and HOXD genes
with leukemia such as AML and CML and the prognostic significance of these genes.

In our study, total RNA was isolated from peripheral blood samples of 30 patients with
AML and 30 patients with CML who came to the Medical Genetics Laboratory of
Erciyes University Medical Faculty and 20 healthy individuals as a control group and
cDNA was obtained. Expression levels of the HOXDS8, HOXD9 and HOXDI11 genes
from the HOTAIR and HOXD genes were determined by the Real Time PCR method.
When the expression level of the HOTAIR gene in the AML patient group was
compared with the control group, there was no statistically significant difference
(p> 0.05). In the CML patient group; there was a statistically significant increase in the
expression level of the HOTAIR gene compared to the control group (p<0.05). The
expression levels of HOXD9 and HOXDI1 genes in AML and CML patient groups
were found to be statistically significantly lower than control group (p<0.05).

As a result; It can be said that the HOTAIR gene is supported by also protein level
studies that include oncogenic activity by suppressing the expression of HOXD9 and
HOXDI1 genes in CML patients, the classification of HOTAIR expression profiles as
prognostic for CML patients, and the possibility of a potential biomarker in anticipating
and monitoring drug resistance.

Keywords: HOTAIR, IncRNA, AML, CML, Prognosis
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KISALTMALAR

uL : Mikrolitre

ABL : Abelson onkogeni

ALL : Akut Lenfoblastik Losemi

AML : Akut Myeloid Losemi

BCR : Breakpoint cluster region geni
BP : Blast fazi

cDNA : Komplementer DNA

CN : Sitogenetik olarak normal

Cp : Crossing Points, (ge¢is noktalarr)
Cp : Kronik Faz

CR : Tam remisyon

Ct : Esik dongii degeri (threshold cycle)
DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

EMT : Epitelyal-mezenkimal gecis
FAB : French, American, British

HCC : Hepatoseliiler karsinom hiicreleri

HOTAIR : Homeobox Transkript Antisense Intergenik RNA

M : Imatinib mesilat

JAK : Janus kinazi

Ki : Kemik iligi

KLL : Kronik Lenfositik Losemi

KML : Kronik Myeloid Losemi

IncRNA : long non-coding RNA (uzun kodlamayan RNA)
LSD1 : Lizine spesifik demetilaz 1

MAPK : Mitojen-aktiflestirilmis protein kinaz
MEG3 : Maternally expressed gene 3
miRNA : mikroRNA

MM : Multiple Myeloma

MPO : Myeloperoksidaz

mRNA : messenger RNA

MRP2 : Multidrug resistance protein 2
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: non coding RNA (kodlamayan RNA)

: Nanogram

: Philadelphia kromozomu

: P-element induced wimpy testis proteini ile etkilesimi olan RNA
: Polycomb baskilayict kompleks-1

: Polycomb baskilayict kompleks-2

: Primer transkript mikro RNA

: Fosfataz ve tensin

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Kantitatif polimeraz zincir reaksiyon

: Gercek Zamanli kantitatif reverse transkripsiyon Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

: Gercek Zamanh

: RNA-induced silencing complex (RNA ile tetiklenmis susturma
kompleksi)

: Ribo Niikleik Asit

: RNA interferans

: Ribozomal RNA

: Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Standart Error Mean

: Sudan Black

: small interfering RNA

: small niikleer RNA

: Small nucleolar RNA host gene 5

: Statistical Package for Social Science (Sosyal Bilimler i¢cin
Istatistik Paketi)

: Sinyal transdiiseri ve transkripsiyon aktivatorii

: Tastyic1 RNA

: Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)
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1. GIRIS VE AMAC

Memeli genomunun yaklasik %1.5’luk kismu messenger RNA’lar1 (mRNA) ifade
etmektedir. Protein kodlayan mRNA’larin disinda kalan %98.5’luk bir kismi protein
kodlamayan uzun ve kisa RNA’lardan olusmaktadir (1,2). Genomun farklilig1 ve
karmagik yapisi bu bolgelerden kaynaklanmaktadir (2). Niikleotid sayis1 200’den daha
fazla olan RNA’lar uzun kodlamayan RNA’lar olarak tanimlanmaktadir (3). Homeobox
Transkript Antisense Intergenik RNA (HOTAIR) uzun kodlamayan RNA’lar
arasindadir. 2158 niikleotid iceren 12.kromozomda lokalize olmus IncRNA’dir (4).
Yapilan son ¢alismalarda; kanser olmayan komsu dokularla karsilastirildiginda, insanda
goriilen cesitli kanserlerde HOTAIR‘in daha fazla eksprese edildigi rapor edilmistir.
Yapilan kapsamli analizlerde ise; HOTAIR’larin kanser metastazinda, tiimor
boyutlarinda, yasam siiresinin kisalmasinda ve ileri derece patolojik asamalarda
bagimsiz prognostik faktor oldugu gosterilmistir (5). HOTAIR’m ifadesinin
baskilanmasiyla hem in vitro hem de in vivo kosullarda timor olusumu ve ¢ogalmasi
inhibe olmaktadir (6). Bu nedenle kanser arastirmalarinda HOTAIR yeni bir ¢aligma
alan1 olmaya baslamaktadir. Literatiirde, hematolojik hastaliklarda HOTAIR’m ifadesi
ve prognostik 6nemi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Akut ve kronik l6semiler baslica hematolojik hastaliklardandir. Kan kanseri olarak da
adlandirilan 16semi; kemik iliginde blast adi verilen anormal hiicrelerin birikmesiyle
meydana gelen, bu hiicrelerin periferik kana ve tiim dokulara yayilmasi sonucu olusan
malign bir hastaliktir. Genel olarak akut 16semiler erken yaslarda ortaya ¢ikmaktadir.
Kronik l6semiler ise yetiskinlerde goriilmektedir. Kronik Myeloid Losemi (KML)
25-60 yas araliginda gozlenir ve yetigkinlerde goriilen losemilerin %20-30'unu
olusturmaktadir. Akut Myeloid Losemi (AML) her yil tan1 konan yeni losemilerin

yaklasik %20’sini olusturur. Kronik losemilerde sagkalim siiresi yillarla ol¢iilebilirken



akut losemiler, hastada genelde kotii seyirlidir ve tedavi edilmedigi takdirde sagkalim
stiresi haftalar veya birkag¢ ayla sinirli olan hastaliklardir (7).

Hastanin genetik profiline gore en uygun tedavi se¢ilmelidir. Bu amaca yonelik son
zamanlarda uzun kodlamayan RNA’larin kanser tamisinda biyomarkir olarak
kullanilmast i¢in ¢caligmalar yapilmaktadir (8).

Bu calismada, HOTAIR ve HOXD genlerinin AML ve KML gibi 16semilerle olan

iligkisi ve bu genlerin prognostik dnemini arastirmak amaglanmaigtir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. KODLAMAYAN RNA'LAR

Ribo Niikleik Asit (RNA), bir niikleotid birimi, bir azotlu organik baz, bir seker ve bir
fosfat molekiiliinden olusan bir polimerdir. Her niikleik asit bir digeriyle birlesir ve tek
yapili bir zincir olusur. Genetik bilgileri iizerinde tasiyan Deoksiribo Niikleik Asit
(DNA)’den farkli olarak RNA, tek zincirli bir yapiya sahiptir. Timin yerine urasil bazi
ve riboz sekeri icermektedir. Bir RNA molekiiliiniin sentezi DNA yOnetimi altinda
gerceklesmektedir. DNA replikasyonu sirasinda kalip zincir gorevi goren tamamlayici
zincir, bir RNA niikleotid dizisinin olugmasi i¢in de kalip gorevi goriir. Boylece iiretilen
RNA her canlinin kendine 6zgii genlerinin giivenilir bir kopyasini icermektdir. Bu tip
bir RNA molekiilii protein sentezi i¢cin gerekli olan genetik bilgiyi DNA’dan protein
sentezi yeri olan ribozomlara tasidigr icin mRNA olarak adlandirilir (9). Genetik
bilginin proteine translasyonu siireclerinde mRNA disinda farklh tipte RNA’lar da bu
sirece katilmaktadir. mRNA, DNA’daki bilgiyi protein sentez yeri olan ribozomlara
tasir. Ribozomal RNA (rRNA), ribozomun en onemli kisimlarimi olusturur. Tasiyici
RNA (tRNA) ise protein sentezinde kullanilmak {izere aminoasitlerin taginmasinda
gereklidir (10). Ancak insan genomunun yaklasik %1.5'u protein kodlayan gen
dizilerinden olusurken, protein kodlayan mRNA’larin disinda kalan %98.5'lik bir kismi,
protein kodlamayan uzun ve kisa RNA’lardan olugsmaktadir (1,2). Proteine translasyonu
gerceklesmeyen bu islevsel RNA molekiilleri, non coding (nc) RNA’lar olarak
adlandirilir (11). Genomun farkliligi ve karmasik yapismin cogu bu bolgelerden
kaynaklanmaktadir (2).

Onceleri sadece bilgiyi depolayan ve DNA ile protein arasinda basit bir bilgi tasiyicisi
olarak goriilen RNA’nin, organizmalarin gelisiminde 6nemli bir rol oynadig: ve kilit bir
molekiil oldugu artik bilinmektedir (12). Ornegin, yasamsal kodlamayan RNA’lar
olarak bilinen tRNA, rRNA ve small niikleer (sn) RNA’lar protein sentezi basta olmak



tizere hiicresel bircok islemlerin kritik bilesenleridir (13). Bu ncRNA’lar hiicresel cevap,
biyolojik olaylarin katalizlenmesi gibi pek ¢ok goreve sahiptir. Transkripsiyon ve
trankripsiyon sonrasi gen susturulmasmnda gorev alirlar (14). Ayrica kromozomlarin
yeniden modellenmesi gibi gorevleri de istlenirler (15).

RNA interferans (RNAi), canli hiicreler icinde yer alan ve hangi genlerin proteine
translasyon olacagini belirleyen ve kontrol eden transkripsiyon sonrasi gen susturma
mekanizmasidir. Bu mekanizma dogal bir islem olup, canli organizmadaki biyolojik
fonksiyonu, hem viriis kalitim materyali ve transpozonlar gibi hareketli genetik
elementlere kars1 genomu korumak hem de Okaryotik organizmalarin gelisimsel
programlarinin fonksiyonu i¢in dnemli olan transkripsiyon sonrasi gen susturma ile gen
regiilasyonunda Onemli rol oynamaktir (16). Mayalardan memelilere kadar tiim
Okaryotlarda bulunan RNA1 mekanizmasinda mikroRNA (miRNA) ve small interfering
RNA (siRNA) rol almaktadir (17). Bu ncRNA dizilerinin belirlenmesi ve
fonksiyonlarmin aydimnlatilmasi; RNA1, post-transkripsiyonel diizenleme, gen
susturulmasi gibi kavramlarin ortaya ¢ikmasimi saglamistir (18).

Sayilar1 her gecen giin artan ncRNA’lar genellikle uzunluklarina gore smiflandirilirlar
(19). Kisa diizenleyici RNA’larm uzunluklar1 15-40 baz c¢ifti arasinda degismektedir.
Bunlara Ornek olarak siRNA, miRNA ve P-element induced wimpy testis (PIWI)
proteini ile etkilesimi olan piRNA verilebilir (14).

miRNA, 20-23 niikleotid uzunlugunda olup sayis1 insanlarda 1000'i gegmektedir (20).
Primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz II enzimi tarafindan genomik
DNA'dan sentezlenir. pri-miRNA 500-3000 baz uzunlugunda, "cap” ve "poli A"
kuyruguna sahip sap-ilmik yapisindadir. pri-miRNA’lar, RNaz tip III enzimi olan
Drosha-Pasha (insan DGCRS8) protein kompleksi tarafindan kesilerek pre-miRNA
olustururlar (21). pre-miRNA niiklear transport reseptor ile niikleustan sitoplazmaya
gecer. miRNA'lar sitoplazmada RNAaz tip III enzim ailesinden Dicer adl1 endoniikleaz
ile kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA dubleksine cevrilir. Bu
dubleksin bir ipligi olgun miRNA olarak gorev yaparken, digeri niikleazlar tarafindan
parcalanir. Dicer, aym1 zamanda RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-
induced silencing complex; RISC) olusumunu baslatir. RISC kompleksinin icinde yer
alan bir RNAz olan argonaute'un etkisiyle bu iki iplikten 5' ucu daha kararli olani
secilip komplekse dahil edilir. Bu iplik kilavuz iplik (guide strand) olarak adlandirilir.
Diger iplik, anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirilir, RISC kompleksinin



substrat1 olarak sindirilir. miRNA'lar, aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra,
ya argonaute proteinleri yardimiyla miRNA'nin yikimina ya da protein translasyonunun
baskilanmasina neden olurlar (22).

miRNA’lar mRNA molekiillerinin proteine cevrilmesini engelleyerek ya da onlarin
yikimina yol acarak gen ifadesini negatif olarak diizenlerler (23). Ayrica, miRNA'larin
her birinin birden fazla mRNA'nin ifadesini diizenleyebildigi ve mRNA'larin her birinin
de birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi goriilmektedir (24). Protein
kodlayan genlerin en az {icte birinin miRNA’lar tarafindan diizenlendigi
diisiiniilmektedir.  Dolayisiyla miRNA’lar, hiicre gelisimi, farklilasma, gen
diizenlenmesi, kromatin diizenlenmesi ve apoptoz gibi farkli yolaklar1 diizenleyerek
hiicrede ve dolayisiyla kanser gelisiminde son derece kritik rol oynarlar (13).

Calin ve ark. 2001 yilinda Kronik Lenfositik Losemi (KLL) hastalarinda yaptiklar1
molekiiler calismada, miRNA’larin kanser gelisim siireci ile iliskisini ilk defa ortaya
koymustur. miR-15 ve miR-16’da meydana gelen bozukluklarmn, 13q14 kromozom
delesyonuna neden olarak KLL’ye yol agmasi ile miRNA’larin kanser gelisim siireci ile
iligkisi gosterilmistir (25).

Ozellikle insanlarda goriilen karmasik hastaliklarda, tiim degiskenlerin %95’i protein
kodlayan diizenleyici RNA dizilerinde aranirken son yillarda bircok ncRNA dizisinin
belirlenmesi ve fonksiyonlarmin agiklanmasiyla basta kanser olmak {iizere pek cok
hastalikta ncRNA’larm ifade diizeylerinin degistigi gosterilmistir (26). Bu ncRNA’larin
kanserli dokudaki ifade diizeylerinin 6l¢iilmesi yoluyla, 6zellikle hastaligin prognozu ile
ilgili bilgi edinilmekte ve boylece ncRNA’lar biyomarkir olarak kullanilabilmektedir
(27). ncRNA’larin sadece kanser olusumu ve gelisiminde yer almadigi; kardiyolojik,
norolojik, inflamatuvar hastaliklardan, isitme kayb1 ve kromozom anomalilerine kadar

genis bir hastalik grubunda etkili olduklar: belirlenmistir (28).

2.1.1. Uzun Kodlamayan RNA'lar

Uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA) da niikleotid sayis1 200 den fazladir ve bu
RNA’lar ayn1 zamanda makro RNA ve uzun intergenik kodlamayan RNA olarak da
adlandirilir. IncRNA’lar genellikle genomda genler icinde, intron iginde, genler arasi
bolgede veya protein kodlayan genlerin karsi zincirlerinde yerlesik olabilmektedirler.

Protein kodlayan genler ile birlikte, konumuna gore bir IncRNA, sense, antisense,



bidirectional (iki yonlii), intronik ve intergenik olarak bes kategoriden bir veya daha
fazlasina siiflandirilabilir (29).

IncRNA’larin yer aldigi gen bolgelerinin histon modifikasyonlarmin RNA polimeraz II
iliskili olmasi, bu bolgelerde RNA polimeraz II varliginin gosterilmesi, molekiillerin 5’
sapka ve poli-A kuyruguna sahip olmalari, yazilimin RNA polimeraz II tarafindan
gerceklestirildigini gosteren biyokimyasal kamtlardir (30). Insan genomunun ayrintili
aciklanmsiyla elde edilen bulgular binlerce IncRNA'nin var oldugunu gostermektedir.
Bugiine kadar yapilan en kapsamli arastirmalarla; toplamda tahminen 140.000
ncRNA’nin var oldugunu ve 58.648’inin (%79'u daha once agiklanmamis) IncRNA
olup bu molekiillerin genis bir sinif1 olusturdugu tahmin edilmektedir (31,32).

Maternal allelden eksprese edilen ve embriyogenezde ve insan karsinogenezisinde rol
alan H19 geni, 1990 yilinda tanimlanan ilk IncRNA’dir (33). H19'un kesfinden kisa bir
siire sonra, gen susturma X inaktif spesifik transkripti (XIST) kesfedilmistir (34).
Bununla birlikte, ilk miRNA olan lin-14'iin kesfi ve daha sonraki miRNA alanindaki
atilimlar, ncRNA arastirmasina odaklanmasini IncRNA'lardan miRNA'lara ¢ekmistir.
Ik defa C.elegans’m gelisimini cahisan Lee ve ark. tarafindan 1993 yilinda tanimlanan
lin-4 olarak adlandirdiklar1 genin hicbir protein kodlamamasma karsin 22 niikleotid
uzunlugunda kiiciik bir RNA transkribe ettigi rapor edilmis ve miRNA terimi 2001
yilindan itibaren kullanilmaya baslanmistir (35,36). IncRNA ile ilgili aragtirmalar, biitiin
transkriptom dizilendirme teknikleriyle geliserek Onemli derecede biiyiimiistiir.
IncRNA'nin birka¢g yeni fonksiyonel aciklamasiyla birlestirilmis yeni teknolojiler,
IncRNA kesfini ve islevsel aragtirmalarini biiyiik 6l¢tide hizlandirmstir (37).
IncRNA’larin islevi tam olarak bilinmemekle birlikte, IncRNA'nin artan sayilar1 ve
bircok biyolojik siirece katilimi i¢in biriken kanitlar, normal ve malign hiicrede 6nemli
fonksiyonlara sahip olduklarmi gostermistir (38). IncRNA dizisi, DNA ya da RNA
0zgiil dizilerine baglanarak veya proteinlere baglanarak islev goriirler. Bu diziler gen
ifadesinin yani sira protein sentezini de diizenler. Bazi IncRNA’lar, kromatin
diizenlemesi ve yapisinin yaninda dogrudan yazilimi diizenleme islevleri ile de deneysel
olarak tanimlanmustir (39).

Son zamanlarda yapilan arastirmalar ile bu molekiillerin etki mekanizmalar1 yeni yeni
ortaya ¢ikmakta ve olasi mekanizmalari; RNA polimeraz II aktivitesini inhibe ederek
genlerin transkripsiyonuna miidahale edebilmesi, kromatinin yeniden modellenmesi ve

histon modifikasyonlar1 indiikleyerek gen ifadesinin azalmasima neden olabilmesi, bir



antisens IncRNA’nin tamamlayic1 transkripti hibridize ederek alternatif splice
modellerini degistirebilmesi, IncRNA ve mRNA'nin hibridizasyonu Dicer'in endojen
siRNA'lar1 liretmesine izin vermesi, IncRNA'larin protein ortaklarina baglanabilmesi,
protein aktivitesini diizenleyebilmeleri, yapisal bilesenler olarak gorev alabilmesi veya
protein lokalizasyonunu degistirebilmesi ve IncRNA'larin belirli siireclerden gecerek
kiigiitk RNA onciileri iiretebilmesi olarak aciklanmustir (8).

IncRNA’larin  bircogunun farkli kanser tiirlerinde ifade diizeylerinin degistigi
bildirilirken, kanser gelisimindeki rolleri tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle bu
molekiillerin mekanizmalarinin aydinlatilmas: giincel arastirma konularindan birini
olusturmaktadir. Yapilan calismalar, IncRNA’larin bircok hiicresel yolakta gorev

aldigin1 ve kanserde diizenlenmelerinin bozuldugunu ortaya koymaktadir (40).

2.2. HOTAIR

Insanda HOTAIR (Homeobox Transkript Antisense Intergenik RNA) 12. kromozomun
HOXC lokusunda HOXC11 ve HOXCI2 arasindaki intergenik bolgede lokalize, ¢esitli
kanserlerde ifadesi artan 2158 niikleotidli 6 ekzondan olusan IncRNA’dir (4). HOTAIR
ilk olarak 2007 yilinda Rinn ve ark. tarafindan 2. kromozom iizerinde HOXD geninin
ifadesini baskilayan bir IncRNA olarak kesfedilmistir (8). HOTAIR 12ql3
kromozomunda bulunan HOXC geninin antisense zincirinden transkribe olur. HOTAIR,;

HOXCI12 ve HOXCI11 tarafindan ¢evrelenmistir (Sekil 2.1.) (41).
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Sekil 2.1. HOTAIR' in genomik lokalizasyonu (41)



Ik olarak Drosophila melanogaster’de tanimlanan PcG genleri, memelilerde son derece
korunmus, histon modifikasyonu yoluyla gen susturulmasini uyaran ve sonucta
kromatin yapismm etkileyen, polycomb baskilayict kompleks-1 (PRC1) ve polycomb
baskilayic1 kompleks-2 (PRC2) olmak iizere iki biiyiik PcG protein smnifini olusturur
(42). PRCI, histon 2A lizin 119 monoubikinitasyonu (H2AK119ubl) ile erken
embriyogenez i¢cin cok onemlidir (43). PRC2 ise bir histon H3 lizin 27 (H3K27)
metilazdir ve embriyonel gelisim ve kanser olusumu siirecinde gen susturulmasinda
gorev almaktadir (44).

HOTAIR da dahil olmak tizere IncRNA'lar ve polycomb proteinleri arasindaki iligki
epigenetik diizenlenmedeki gen susturulma olayinda ortak bir mekanizma olarak kabul
edilir. PRC2 tek basina genomik bolgeleri hedefleyemez ve susturamaz. Bunun yerine,
PRC2'yi genomun spesifik bolgelerine yonlendirmek i¢in HOTAIR baglanmasi
gereklidir. Boylece PRC2 gen ifadesini iliskilendirir ve epigenetik olarak susturur.
HOTAIR baglanmasi, PRC2'nin genom c¢apmda yeniden hedeflenmesine neden olur.
HOTAIR, swasiyla PRC2 ve lizine spesifik demetilaz 1 (LSD1) komplekslerine
baglanan 5 've 3' alanlarindan olusan bagimsiz iki alan icerir. HOTAIR-PRC2-LSD1
kompleksi daha sonra 2. kromozom iizerindeki HOXD lokusunu hedef alir ve

metastazin bastirilmasinda rol oynayan genleri susturur (Sekil 2.2.) (45).
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Chromosome 2
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Sekil 2.2. HOTAIR 1n gen susturma mekanizmasindaki rolii (45)

HOTAIR, dogrudan c-MYC ya da dolayli olarak SETDBI1/STAT3 sinyal yolag:
tarafindan indiiklenebilmektedir (46). HOTAIR'm, metastazi tesvik etmek i¢in kromatini



yeniden programladigi agik olup tiimOr olusumunda, metastazda ve ila¢ direncinde
molekiiler mekanizmalar1 arastirilmaktadir (47).

2.2.1. Kanserde HOTAIR

Cogu insan kanserinde, kanserli olmayan bitisik dokularla karsilastirildiginda, yiiksek
diizeyde HOTAIR eksprese oldugu tespit edilmistir (47). HOTAIR kanser hiicrelerinde
fazla eksprese edildigi zaman tiimor baskilayici miRNA’lar1 (miR-34a, miR-141)
antagonize etmektedir (6,48). Mide kanseri hiicrelerinde HOTAIR’ 1 rekabet¢i bir
endojen RNA olarak gorev yaptig1 ve bu sekilde miR-331-3p inhibisyonu ile onkogen
insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2) nin ifadesini arttirdig1 ve epitelyal-
mezenkimal gecisleri (EMT) kolaylastirdig1 gosterilmistir (6).

Ma ve ark. safra kesesi kanseri dokularinda c-MYC ve HOTAIR’ 1n mRNA seviyeleri
arasinda pozitif bir korelasyon gozlenirken miR-130a'nin negatif korelasyon
gosterdigini bildirmislerdir (48). Akciger kanser hiicrelerinde HOTAIR 1n, genleri ve
sinyal yolaklarin1 diizenledigi; fazla ifadesinin metastaz ve kotii prognoz ile iligkili
oldugu bildirilmistir (49). Zhuang ve ark. akciger kanserinde HOTAIR 1n tip 1 kollajen
tarafindan indiiklenerek tiimor mikrocevresinde anormal sekilde eksprese edildigini
gostermislerdir (50). Bhan ve ark. yaptigi bir ¢calismada gogiis kanseri dokusuna gore
gogiis kanseri hiicrelerinde HOTAIR’ m daha az eksprese edildigini belirtmislerdir. Bu
durumda hiicre Kkiiltiirlerinde metastaz tesvik sinyallerinin HOTAIR ifadesini
etkileyebilecegini ifade etmislerdir (51). HOTAIR1n gogiis kanseri hiicrelerinde
estradiol, bisfenol-A ve dietilstilbestrol tarafindan transkripsiyonel olarak indiiklendigi
rapor edilmistir (52).

HOTAIR 1n insanlarda kolon, kolorektal, gastrik adenokarsinoma dokular, nazofarenks
karsinomu, birincil hepatoseliiler karsinom, bodbrek karsinomu hiicreleri gibi cesitli
kanser tiirlerinde fazla eksprese edildigi bildirilmistir (4, 53-57).

Prostat kanseri, pankreatik karsinom, sarkom ve diger tiimor tipleri arasinda HOTAIR
ifadesi yoniinden bir iligki oldugu bildirilmistir (58).

Li ve ark. yaptig1 bir calismada HOTAIR 1n fosfataz ve tensin (PTEN) homolog
metilasyonunu tesvik ettigini belirtmislerdir. Bu nedenle insan larinks skuom6z kanser
hiicrelerinde onkojenik bir rol oynadigi rapor edilmistir. PTEN’in metilasyonu
sonucunda mRNA ve protein diizeylerinde PTEN’in ifadesi azalmaktadir. Bu olay
sonucunda P13-AKT-mTOR sinyal yolaklar1 aktive olmakta ve p53 aracili apoptozis
baskilanmaktadir (59).
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HOTAIR ile Wnt inhibitor faktor 1 (WIF-1) arasinda ters korelasyon vardir. HOTAIR'1n
WIF-1 ifadesini inhibe ettigi ve Wnt yolagmi aktive ettigi bildirilmis ve bu durum
0zofagus skuamoz karsinom hiicreleri ve dokularinda gosterilmistir (60).

WIF-1, Wnt / beta-katenin sinyalizasyon yolunda O6nemli bir rol oynar. HOTAIR,
promotor bolgesinde histon H3K27 metilasyonunu tesvik ederek WIF-1 ifadesini
dogrudan baskilar ve daha sonra Wnt / beta-katenin sinyal yolagini aktive eder. Wnt /
beta-katenin sinyal yolunun aktivasyonu, miR-200a seviyesini azaltarak EMT’yi
destekledigi gosterilmistir (61).

Temel olarak, HOTAIR 1n ifadesinin baskilanmasiyla hem in vitro hem de in vivo
kosullarda tiimor olusumu ve ¢cogalmasi inhibe olmaktadir (56,62).

Neticede HOTAIR 1n; insanda cesitli kanserlerde proliferasyonu, metastazi, EMT’ yi
sagladig ve ilag direnci iizerinde onemli bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte, kanserde diizensizlige yol acan mekanizmasi aydinlatilmaya devam etmektedir

(47).

2.3. HOX GENLERI

HOX genleri, bir¢cok gelisimsel siirecte islev goren 6nemli transkripsiyon faktorlerini
kodlayan diizenleyici genler olarak islev goriir. Tiim homeotik genler HOX denilen 180
niikleotidlik ortak bolge icermektedir. Bu bolgeler bugiine kadar belirlenen tim HOX
genlerinde bulunan temel DNA baglanma alanini olusturmaktadir (63). HOX genleri ilk
olarak 1978 yilinda Drosophila'da kesfedilmistir. Son 30 yil icinde hidradan insana
kadar genis bir dizi hayvan grubunda analiz edilen HOX genleri, anterior-posterior
eksen gelisiminin Onemli diizenleyicileri olarak tamimlanmistir. HOX genleri, her
lokusta ardisik olarak diizenlenir, boylece 3 'ile 5' pozisyonlarinin dagilimi paralel olur
ve embriyoda 3 'faktor anterior olarak, 5' faktor posterior olarak ifade edilir (64).
Memelilerde HOXA, HOXB, HOXC ve HOXD olmak iizere 4 gruba ayrilan 39 cesit
HOX geni farkli kromozomlarda lokalize olmaktadir. HOXA 7. kromozom (7p15.3),
HOXB 17. kromozom (17p21.3), HOXC 12. kromozom (12q13.3) ve HOXD geni 2.
kromozom (2q31) iizerinde yer alan homolog bir sekans organizasyonunda diizenlenmis
9-11 arasinda gen igermektedirler (65). HOX genleri, embriyonik gelisim sirasinda
anterior-posterior viicut ekseni modellemesinde onemli bir rol oynayan transkripsiyon
faktorleri olmalariin yani sira son yillarda, postnatal gelisme sirasinda da fonksiyonel

rolleri tespit edilmistir (66). Ayrica, embriyonik gelisim sonrasit bazi organlarda da
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eksprese oldugu ve dokuya 6zgii yapinin devaminin saglanmasinda rolleri oldugu ileri
stiriilmiistiir (67).

HOX genlerinin ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde oynadigi rollerle ilgili onemli
Olciide bilgiler elde edilmistir (64). HOX genleri bir¢ok hiicresel siirecte kritik
diizenleyici rol oynamasi nedeni ile bu genlerin ifadesindeki degisimler mutasyonlarda
cogalma, biiylime ve farklilagma gibi ¢cogu mekanizmayi etkileyerek kanser gelisiminde
onemli bir rol oynamaktadir (68). Yapilan calismalarda akciger karsinomasi,
noroblastom, glioma, yumurtalik kanseri ve losemi gibi tiimorlerde HOX genlerinin
ifadelerindeki degisimler bildirilmistir (63). Cillo ve ark. tarafindan yapilan bir
caligmada, insanda goriilen bobrek, kolon ve akciger kanserlerinde, bazi HOX
genlerinin ifadelerinde normale gore degisimler oldugu (artma veya azalma)
belirtilmistir (67). Belirli HOX genlerinin degisen ifadelerinin, kanser gelisimi,
invazyon ve metastaz gibi maligniteler ile iligkili oldugu gosterilmistir (69). Bazi
spesifik HOX genlerinin ifadesindeki degisimlerin muhtemelen sadece tiimor
gelisiminde degil, ayn1 zamanda maligniteler ile iliskili olabilecek onkogenez veya
progresyona neden olan doku tipi ve tiimor yerlesimine gore farkli egilimler gosterdigi
bildirilmistir. (70).

HOX genlerinin ifadelerinde meydana gelen degisimler, AML ve ALL dahil bir¢cok
maligniteyle iligkilendirilmistir. HOX genlerinin artan ifadeleri, kotii prognoz ile
seyreden FLT3 mutasyon vakalar1 ile azalan ifadeleri ise AML'nin kismen 1yi seyirli
sitogenetik alt grubuyla iliskilendirilerek AML'de onemli bir prognostik faktor haline
gelmistir (71).

Andreeff ve ark. tarafindan yapilan caligmada, primer AML orneklerinde HOX gen
ifadesindeki belirgin degisimin yan1 sira AML'de HOX gen ifadesi varlig1 veya yoklugu
ile iligkili mutasyonlar ve klinik sonug¢lar tanimlamustir (72). Ancak HOX genlerinin
ifade degisimi, diizenleyici mekanizmalarla acik bir sekilde anlasilamamistir. HOX gen
bolgelerindeki transkripsiyonel profillerin, saglikl hiicreler ve AML ile uyumlu 16semik
hiicreler arasinda benzer oldugu gosterilmistir. AML ile uyumlu losemik hiicrelerin
cogunda, HOX ifadesinin, belirli diizenleyici elementler ile epigenetik mekanizmalar
tarafindan kontrol edilen normal bir kok hiicre programi ile regiile edildigi

Ongoriilmiistiir (73).
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2.3.1 HOXDS Geni

HOXDS geni 2. kromozomda (2q31.1) yer alan, 2 ekzondan olusan HOX gen ailesine
ait bir gendir. HOXD gen grubunun tamaminda veya bu genin 5 'ucunda meydana gelen
delesyonlar, ciddi ekstremite ve genital anormalliklerle iliskilendirilmistir. Embriyoda,
RNA polimeraz II promotorundan transkripsiyonun negatif ve pozitif regiilasyonu,
iskelet gelisim siireclerinde rol oynar. Embriyogenez sirasindaki diizenleyici etkilerine
ek olarak, bu 6zel genin yetigkin iirogenital sistem fonksiyonunda rol oynayabilecegi
bildirilmistir (74).

Kanai ve ark. kolorektal ve hepatoselliiler karsinom dokularmmdaki HOX genlerinin ifade
diizeylerinin, saglikli dokulardakinden farkli oldugunu gostermislerdir. Karaciger
metastazt bulunan kolorektal karsinom dokularindaki HOXDS8 diizeyinin, saglikli
karaciger dokusuna gore daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. Kolorektal kanserlerde
primer dokular ve hepatik metastatik dokularda gen ekspreyonunun farkli oldugu tek
HOX geninin HOXDS8 oldugu goriilmiis ve HOXDS&'in bir metastaz baskilayici olarak
islev gordiigii disiiniilmistiir. Edinilen sonucglar ile, HOX genlerinin ifadesindeki
farklhiliklarin kolorektal ve hepatoselliller karsinomlarin karsinogenezi ve malign
progresyonunda dnemi belirtilmistir (75).

Diger HOXD genlerinden HOXD9 ve HOXDIOun da HOXDS ile birlikte gogiis
kanserlerinde normal gogiis dokularina kiyasla Onemli Olciide ifadesinin azaldg:
belirtilmistir (76). Fare embriyonik kok hiicre kaynakli endotel hiicreleri ile yapilan bir
calismada HOXDS&’in lenfatik damarlarin olgunlagmasi ve yapisinin korunmasinda
Oonemli bir rol oynayan ProxI tarafindan belirgin sekilde indiiklendigi gosterilmistir. Bu
durum insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde ve dermal lenfatik endotel hiicrelerinde
gozlenmistir. Prox! ve HOXDS'In transkripsiyonel aglarinin, lenfatik damarlarin

olgunlagsmasi ve bakiminda 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (77).

2.3.2. HOXD?9 Geni

HOXD9 geni, 2q31-2q37 kromozom bdlgelerinde bulunan gelisimsel diizenleyici
sistemin parcgasi olan HOXD genlerinden biridir (78). HOXD?9, gelisme siireci boyunca
embriyonik segmentasyon ve ekstremite gelismesi i¢cin onemlidir. Bu gen 6n ayak ve
eksenel iskeletin gelisimine ve modellemesine katilir (79).

Otuz dokuz HOX geninin tiroid kanseri hiicre hattindaki ifade diizeylerinin normal

tiroid dokularindaki ifade diizeyleri ile karsilastirilmasinin yapildigi bir c¢aliymada;
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HOXD9un normal tiroid bezinde eksprese edildigi, ancak herhangi bir kanser hiicre
hattinda eksprese olmadig1 gosterilmistir (80).

HOXD9'un, E-cadherin’in transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol oynadig:
bilinmektedir. Naito ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, kullanilan tiim tiroid
kanseri hiicre hatlarinda E-cadherin ifadesinin olmadigi gosterilmistir. Ayrica tiroid
bezini de igeren klinik kanser numunelerinde E-cadherin’in kayb: veya azalmis ifadesi
bildirilmistir (81). Boylece, HOXD9un E-cadherin’in ifadesini siirdiirerek bir tiimor
baskilayic1 gen olarak islev gorebilecegi diisiiniilmiistiir (80,81). Meme kanseri
hiicrelerinin gelisimi, invazivitesi ve migrasyonunun HOX genlerinin ifadelerindeki
degisimlerle iliskili olup olmadigm arastirmak icin yapilan bir calismada; HOXD9
geninin de i¢inde yer aldig1 on bir HOX (HOXAI, HOXA2, HOXA3, HOXAS5, HOXA9,
HOXCI11, HOXD3, HOXD4, HOXDS, HOXD9 ve HOXD10) geninin normal dokulara
kiyasla meme kanseri hiicrelerinde ifadesinin azaldig1 gosterilmistir (82).

Ayrica, hasta Orneklerinden elde edilen insan glioma kanseri kok hiicrelerinde, normal
astrosit hiicreleri; sinir kokii/progenitdr hiicreler ile karsilastirildiginda HOXD9
ifadesinde artig gozlendigi bildirilmistir (79).

HOXD9 gen promotorunun DNA metilasyonu, transkript ve proteini etkiledigi ve ayni
zamanda melanom beyin metastazinin erken evrelerinde daha yiiksek HOXD?9 diizeyleri
oldugu gosterilmistir (80,83).

HOXD?9, cesitli kanser hiicrelerinde onkojen olarak da islev goriir. Xiupeng ve ark.
yaptig1 calismada; HOXD9 un artan ifadesinin, hepatoseliiler karsinom hiicrelerinin
(HCC) migrasyonu, invazyonu ve metastazini Onemli Olgiide arttirabildigini
gostermislerdir. HOXD9’un aym1 zamanda HCC hiicrelerinde EMT’yi destekledigi
gorilmiistir. HOXD9 upregiilasyonunun HCC gelisimiyle korelasyon gosterebildigi
belirtilmistir (84).

EMT, embriyonik gelisim sirasinda epitel hiicrelerinde spesifik, morfolojik ve fenotipik
degisiklikler anlamina gelir ve tiimor progresyonu ve kemoterapiye direngle yakindan
iligkilidir. Cao ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, EMT'nin kolorektal kanser
hiicrelerinin invaziv kabiliyetini arttirdigi, boylece uzak mesafeli metastazi indiikledigi

gosterilmistir (85).
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2.3.3. HOXD11 Geni

HOXDI11 geni, hiicre gelisimi ve sekillenmesi, proliferasyon, migrasyon, apoptoz gibi
pek cok hiicresel siirecin gelisimini ve kontroliinii diizenleyen HOX gen ailesine ait
genlerden biridir. 2. kromozomda lokalize (2q31.1) 338 amino asitten olugan proteini
kodlayan 2 ekzondan olusan bir homeodomaindir (86). HOXDI1 geninin farelerde 6n
sirt morfolojisinde rol oynadig: bildirilmistir (87).

HOX genleri AML'de kromozomal yeniden diizenlemelerin regiilasyonu ile dolayli
olarak da yer alabilir. AML’de goriilen t(2;11) (q31;p15) kromozomal anormalliklerinin
sadece NUP98-HOXDI3 degil aym1 zamanda NUP98-HOXDI1 fiizyon geninde de
olusmasma neden oldugu gosterilmistir. Losemik hiicre dizilerinde HOXDI1 ve
HOXD13 genlerinin ifadelerinin farkli olmasima ragmen NUP98-HOXD fiizyon genleri
benzer flizyon proteinlerini kodlamakta ve NUP98-HOXDII'in yani sira NUP9§-
HOXDI3 fiizyon proteininin benzer bir mekanizma yoluyla 16semi gelisiminde rol
oynadigm disiindiirmektedir. HOXDI1 geninin ifadesi, BCRABL-pozitif hiicrelerde
BCR-ABL-negatif 16semik hiicre dizilerinden anlaml olarak daha yiiksek bulunmustur.
BCR-ABL-pozitif 16semi hiicrelerinde HOXDI1 geninin fazla ifadesinin nedeni
belirsizdir. HOXDI11 ve HOXDI3 de dahil olmak iizere bir veya daha fazla HOX
geninin ifadesinin 16seminin gelisimi veya cogalmas1 ile iliskili oldugu ©ne
siiriilmektedir (86). Bununla birlikte, HOXDI11 geninin ifadesi, normal mesane ve
mesane kanserinde karsilastirilmis ve iki doku arasinda ifade farki oldugu belirtilmistir
(70). HOXDI1 ile birlikte HOXA11 ve HOXCI1 genlerindeki ekspreyon kayiplarinin
metanefrik bobrek indiiksiyonunun tamamen kaybina yol agmasia ragmen renal hiicreli

karsinomalarda bu genlerin ifadesinin fazla oldugu bulunmustur (88).

2.4. HEMATOLOJiK HASTALIKLAR

Hematopoez, ¢cok basamakli ve ¢ok faktorlii bir siirectir. Bu siire¢ son derece detayl ve
dikkatli bir siirecle kontrol edilmektedir. Bu siireglerin herhangi bir evresinde, erken
donem ya da olgunlasmis hiicrelerde ve onlarin kaderini belirleyen genlerde meydana
gelen genetik degisimler hematolojik hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur (89).
Hematolojik hastaliklar; kanin sekilli elemanlarmin azalmasi, ¢ogalmasi veya sekil
degisikligi ile karakterize yapisal ya da fonksiyonel bir dizi bozuklugu icermektedir
(90).
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Her yas ve cinsiyeti etkileyen bu hastaligin etiyolojisi halen tam olarak
bilinmemektedir. Bazi bilinen kalitsal faktorlere ek olarak, cevresel ve kimyasal
maruziyetler ile ortaya ¢ikan ve hastaligin ilerleyisini ya da tedavi cevabim etkileyen
genetik faktorler tanimlanmugtir. Ozellikle son 10 yilda teknolojideki yiiksek ivmeli
ilerleme hematoloji alanmna da yansimig ve tani, tedavi ve hatta siniflandirmada
kullanilabilecek yeni biyomarkirlar hizla belirlenmeye baslanmistir (89).

Losemi, blast ad1 verilen 16semi hiicresinin kontrolsiiz cogalmasi sonucu basta kemik
iligi olmak tizere cesitli organ ve dokular: tutan malign bir hastaliktir. Tedavi edilmedigi
zaman Oliimle sonuclanir (7). Losemiler; hastaligin gidisine gore akut ve kronik,
kokenine gore lenfoid ve myeloid, tutulum yerine gore de kan, kemik iligi ve doku
seklinde siiflandirilir (90).

Losemilerde genel olarak tani; kemik iligi aspirasyonu ve tam kan sayimu ile konulur.
Tedavi ise; kemoterapi, ilik nakli veya kok hiicre transplantasyonudur. Losemi ¢esitleri;
Kronik Myeloid Losemi (KML), Akut Lenfoblastik Losemi (ALL), Kronik Lenfositik
Losemi (KLL), Akut Myeloid Loésemi (AML), Multiple Myeloma (MM) olarak
siniflandirilabilir (91).

KML, eriskin hastaligidir ve en ¢ok 25-60 yaslar1 arasinda goriiliir. Biitiin kemik iligi
elemanlar1 olgunlasmadan kontrolsiizce cogalir. Kanser tiirleri arasinda en belirtisiz
baslayanidir. Kronik evrede; hastalarin ¢ogu, 3-4 yil siiren bu fazda tespit edilir.
Hizlanmis evrede; hastalarda kan ve kemik iligindeki blast sayisinda artig
gozlenmektedir. Bu evre genellikle kisa siirer. Bu fazda bircok hasta yasamini yitirir.
Blastik evrede; kan ve kemik iligindeki blastik hiicre sayis1 %30’un iizerindedir.
Hastalarm ¢ogu AML’ye doner ve 3 ay i¢ginde kaybedilir (89).

ALL, lenfoblastlara benzeyen olgunlasmamis beyaz kan hiicrelerinin sayisindaki artisla
karakterize malign bir hastaliktir. Cocukluk donemi l6semilerinin %80’ini olusturur.
Eriskinlerde de goriilebilir. ALL’de hastanin kemik iligi ¢cok sayida blast iiretir. Blastlar
lenfositlere donlismez ve l6kosit, eritrosit, trombosit {iretilmez. Bu dénemdeki
sikayetler nezle veya diger sik gozlenen hastalik sikayetlerine benzer niteliktedir.
Halsizlik, dispne, solgun goriiniim, sik sik enfeksiyona yakalanma, dis ciiriikleri,
kesiklerin gii¢ iyilesmesi semptomlar arasindadir (90).

KLL, olgun goriiniise sahip lenfositlerin kemik iliginde asir1 tiretimi ile kendini gosterir.

Fakat bu anormal hiicreler tam olarak olgunlagmis normal lenfositler gibi goriinseler de,
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viicudu enfeksiyonlara kars1 koruyamazlar. Lenf diigiimlerinde biiyiime, splenomegali,
kan tablosunda bozulma ve enfeksiyonla karakterizedir (89).

AML, kemik iliginde olgunlagsmamis hiicrelerde bir sorun meydana geldigi zaman
olusur. Ornegin viicut yeterli sayida saglikli kan hiicresi iiretememektedir. Belirti ve
bulgulari ise eritrosit, 16kosit, trombosit eksikligi ile iligkilidir (7).

MM, kemik iliginin kanseridir. Nedeni, immiin sistemde gorevli olan plazma
hiicrelerinin ¢ogalmasidir. MM’da plazma hiicreleri kontrolsiiz sekilde ¢ogalarak, asir:
ve tek tip immiinglobiilin iiretirler. Kanser hiicreleri kemiklerde ve kemik iliklerinde
toplanarak, kemik dokusunu harap eden tiimorler meydana getirirler. Bu durum
kemiklerin zayiflamasina ve kiriklara neden olabilir (90).

Lenfomalar; lenfoid doku kokenli hiicrelerin yani lenfositler, makrofajlar ve bunlardan
tiremis olan malign neoplazmalardir. Bu kanserler viicudumuzdaki bagisiklik sistemi
elemanlarmin anormal ¢ogalmasi sonucu gelisir. Hodgkin ve Non-Hodgkin olmak iizere
iki tiir lenfoma vardir (90).

Hodgkin lenfoma, lenf bezlerinden kaynaklanan, tedavi edilebilen bir kanser tiiriidiir.
Lenf dokusunda en sik goriilen kanserdir. Viicudu enfeksiyonlara karsi koruyan
sistemde yani lenf sisteminde olusan kanser tiiriidiir. Lenfositlerden olusan lenf
dokusunu etkiler. Lenf hiicreleri cogalir ve lenf bezleri biiyiir (91).

Non-Hodgkin lenfomada lenf sistemi i¢indeki hiicreler anormal 6zellikler kazanir. Cok
hizl1 boliiniir, diizensiz ve denetimsiz olarak biiyiirler. Bu tip kanser; bir lenften, bir

sonraki lenf kiimesine dogru yayilim gosterir (91).

2.4.1. Akut Myeloid Losemi

AML, normal farklilagsma yetenegini kaybeden hematopoetik kok hiicrelerin heterojen
bir klonal bozuklugudur. Hastalik, farkli prognozlara ve gen ifade profillerine sahip
cesitli sitogenetik ve molekiiler anormalliklerle karakterizedir (92). Kemik iliginde
myeloid seriyi olusturan blast ad1 verilen immatiir hiicreler olgunlasamaz ve kemik iligi
ile periferik kanda birikmeye baslar. Losemik hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla
normal hematopoez siireci baskilanir. Notrofil, monosit gibi olgun hiicreler meydana
gelemediginden mikroplara karsi viicut savunmasiz kalir. Myeloblastlarin anormal
cogalmasi sonucu kemik iliginde eritrosit ve trombosit yapimi bozulur (7).

AML eriskinlerde en sik rastlanan 16semi tiiriidiir ve tiim l6semiler igerisinde en diisiik

sag kalim oranina sahiptir. Her ne kadar gen¢ yas grubunda goriilme orani belirgin
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sekilde artmig olsa da, yash hastalarda prognoz daha kotii seyirlidir. AML’nin her
100000 kiside 3.8 olan prevelanst 65 yas ve iistii olan her 100000 yetigkin i¢cin 17.9'a
yiikselmektedir. 2010 -2014 yillar1 aras1 yeni AML vakalarmin sayisi, her 100000 erkek
ve kadimn icin 4.2, dliimlerin sayis1 2.8 olarak belirtilmistir. AML, bat1 diinyasindaki
yetiskinlerde tiim l6semilerin yaklasik %?25'ini olusturur ve bu nedenle en sik rastlanan
16semi tiiriidiir (93). Diinya genelinde AML goriilme sikligt ABD, Avustralya ve bati
Avrupa'da en yiiksektir. AML, 15 yas grubu vakalarin yalnizca %15-%?20'sini
olusturmaktadir (94). Ingiltere'de tiim Iosemilerin yaygmn goriilen vaka oranlarinin
dagilimi, hastalarin %42.8'min 65 yasin iistiinde oldugunu gostermektedir. AML tanisi
alan hastalarin medyan yasinin 65 oldugu bildirilmistir. AML, 40 yasindan 6nce nadiren
teshis edilmekle birlikte, insidansi yagsla birlikte kademeli olarak artmaktadir. AML
insidansy, cinsiyete ve irka gore degisir. Yetiskinlerde AML, cogu iilkede erkeklerde az
bir oranla daha fazla goriilmektedir (95).

Genel olarak AML hastalar1; yorgunluk, morarma veya kanama, ates ve enfeksiyon gibi
cesitli semptomlar gosterirler ve bir kemik iligi yetmezligi durumunu yansitirlar. Bunun
disinda; organomegali, lenfadenopati, sternal hassasiyet, retinal kanamalar ve dis eti,
deri, yumusak dokular veya meninkslerin infiltrasyonunu iceren durumlar gozlenebilir.
AML'nin gelisimi bir¢ok risk faktorii ile iliskilendirilmistir. Bu risk faktorleri, iyonize
radyasyon, benzen ve sitotoksik kemoterapiye maruz kalmaktir. Ayrica Bloom
sendromu, Fankoni anemi, Kostmann sendromu, “Ataxia telengiectasia” ve ‘“Wiscott-
Aldrich” gibi kromatin bozukluklar1 ile Down (trizomi 21), Klinefelter (XXY ve
varyantlar1) ve Patau (trizomi 13) gibi sendromlar AML gelisme riskini arttimaktadir
(96).

AML, kromozom anormallikleri, gen mutasyonlari, coklu genlerin ve ncRNA’larin
ifadesindeki degisiklikler ile ilgili olarak yiiksek oranda heterojenlik ile karakterize
edilir. AML tanis1 alan kisilerin yaklasik %55'inde tamida sitogenetik anormallikler
vardir. Sitogenetik anormallikler; remisyon hizi, relaps ve genel sag kalimi ongdormede
en Oonemli prognostik faktorlerden biri olmustur. AML'de en sik tekrarlanan t (8; 21)
(922; g22) veya inv (16) (pl13; g22) sitogenetik anormallikleri iyi prognozu ifade
etmektedir. Riskli hastalarda ise 5 veya 7 nolu kromozomun tamami ya da bir kismu,
11g23'ii iceren translokasyonlar ya da 3. kromozomda anormallikler goriilmektedir (97).
AML hastalarinin neredeyse yarisinda 16semik hiicrelerde sitogenetik bir anormallik

saptanamamustir. Sitogenetik olarak normal olan AML hastalar1 “intermediate” (orta)
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prognoz grubunda smiflandirilmistir; ancak bu grup olduk¢a heterojen olup tiim
hastalarin tedaviye cevabi ayn1 degildir. Hastalarin yalnizca %40’ min uzun donem sag
kalimmin miimkiin oldugu goriilmiistiir. Bu durum, bu grupta yer alan hastalarda
olumlu ya da olumsuz bir prognoz ile iliskili gen mutasyonlar1 ve gen ifadesinde genetik
degiskenligin bir sonucu olarak goriilmektedir. Tanida klinik sonuclar1 6ngorebilen,
hastalarin prognostik olarak smiflandirilmasina yardimci olan ve potansiyel olarak yeni
ajanlarm hedefi olarak islev goren belirteclerin belirlenmesi gereklidir (98).

Gen ifade profili caligmalari, bilinen kromozomal lezyonlar1 ve genetik mutasyonlari
olan hastalar1 belirlemede kullanilacagi gibi normal sitogenetik AML alt gruplarini da
tanimlamada kullanilabilmektedir (99). Yakin zamanda yapilan calismalar, AML
hastalarinda tekrarlayan somatik mutasyonlar: tanimlamistir. FMS'ye bagl tirozin kinaz
3 FLT3, niikleofosmin 1 NPM1 ve CEBPA mutasyon analizinin, karyotipik anomalileri
olmayan hastalar icin risk olusturdugu gosterilmistir (100).

IncRNA ifade profilleri, tekrarlayan mutasyonlar ve klinik Ozelliklerin AML'deki
prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir. IncRNA'larin bir kismimnin, lokemogenezide
islevsel bir role sahip olabilecegi belirtilmistir. Ayrica, IncRNA'larn AML'de prognoz
icin biyolojik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir. IncRNA ifadesine
dayal1 olarak tek basina standart tedaviyle komplet remisyona ulagma olasilig1 bulunan
hastalarin belirlenmesi, potansiyel olarak bu tiir hastalar1 diger toksisitelerden korur ve
arastirmaya odaklar. Belirgin IncRNA profilleri; FLT3 genindeki (FLT3-ITD) i¢ tandem
duplikasyonlar ve NPM1, CEBPA, IDH2, ASXLI ve RUNXI genlerindeki mutasyonlar
gibi secili mutasyonlar ile baglantili olarak bulunmustur (101).

AML’nin (French, American, British) FAB siniflamasina gore 8 alt tipi mevcuttur
(Tablo 2.1.). Bu sistemde tami i¢in temel kriter, kemik iligindeki hiicrelerin en az
%30’unun myeloblastlardan olugmasidir. AML’nin standart FAB smiflamas1 biiyiik
Olciide standart morfoloji ve basit sitokimyasal boya yontemlerine dayanir. Ancak AML
icin prognostik onemi olan sitogenetik anomaliler, displastik degisimlerin varli1 veya

daha 6nce kemoterapi gormiis olmak gibi faktorler goz oniine alinmaz (102).



Tablo 2.1. Akut Myeloid Losemide FAB smiflandirilmasi (102)

FAB Alt Tipi

MO: Minumum
farklilasma
gosteren AML

M1: Olgunlagma
gostermeyen
AML

M2: Olgunlagma
gosteren AML

M3: Akut
promyelositer

M4: Akut
myelomonositik

MS5: Akut
monositik
16semi
* M5A
* M5B

M6: Akut
eritrolosemi

M7: Akut
megakaryositik
16semi

Ozellikler

t(10;11), CALM-AFI0,

Blastlarin <%3’tinde MPO

veya SB pozitiftir ancak akim sitometrisinde myeloid
antijen ifadesi vardir.

Trizomi 11, MLL duplikasyonu myeloid hiicrelerin
>%90’1 blastik hiicrelerden olusur; blastlarin >%3’1
MPO ve SB ile boyanur.

t(8;21), Myeloid hiicrelerin >%10’u promyelosit
diizeyi veya daha gec evrede olgunlasmistir.
Myeloblastlarin oran1 >%30’dur.

t(15;17), t(11;17), t(5;17), Hipergraniiler (%75): biiyilik
stoplazmik graniiller, promyelositler baskindir.
Mikrograniiller (%?25): kiiciik graniilleri ve katlanmis
cekirdekleri olan promyelositler baskindir.

inv(16), Cevresel kanda monositoz;
Kemik iligi hiicrelerinin >%?20’si monositik
hiicrelerden olusur.

11923 translokasyonlari, MSA: K1 hiicrelerinin >%80’i
monoblastlardan olusmustur.
MS5B: Promonositler 6n plandadir.

t(3;5), K1 hiicrelerinin >%50’si eritroid
onciillerden ve noneritroid hiicrelerin
>30’u myeloblastlardan olusur.

Myeloblastlarin >%50’si akim sitometri
incelemesinde megakaryositik antijenleri
ifade eder.

MPO: Myeloperoksidaz, SB: Sudan Black, Ki: Kemik iligi

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) smiflamas1 prognostik ve tedaviye yonelik anlami

19

olan translokasyonlarin varligina gore AML alt gruplarini ayirir. Aynmi sekilde bu

smiflamada myelodisplastik sendromlarin varligi ve daha Oonce kemoterapi gormiis
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olmak (tedaviye bagli AML) gibi faktorler de dikkate alinmaktadir. WHO
smiflamasinin FAB’dan 6nemli bir farki, FAB’da %30 olan kemik iligindeki blast
oranmin bu simiflamada %?20’ye indirilmis olmasidir. FAB smiflamasinda kemik
iligindeki myeloblast oran1 %20-30 arasinda olan olgular myelodisplastik sendrom
olarak adlandirilmigtir. WHO smiflamasinda bu olgular AML olarak kabul edilmektedir
(102).

2.4.2. Kronik Myeloid Losemi

KML, siklikla Philadelphia (Ph) kromozomunu ve onkojenik BCR-ABLI flizyon genini
tastyan hematopoetik kok hiicrelerin myeloproliferatif bir bozuklugudur (103). KML,
nispeten olgunlagsmis fakat yine de anormal beyaz kan hiicrelerinin asir1 miktarda
birikmesi ile karakterizedir. Ph kromozomu; 9 ve 22 nolu kromozomun uzun kollar1
arasindaki (t(9;22) (q34;q11)) karsilikli bir kromozomal translokasyon sonucu olusur.
Bu translokasyon, 9.kromozomda ABL onkogeninin 22.kromozomda bulunan BCR
genine kaynasmasina neden olarak 22.kromozom iizerinde bir hibrid BCR-ABL
onkogenini olusturur. BCR-ABL fiizyon geninin BCR-ABL transkriptleri, bu genin
iriinii olan p210 peptidi, KML'nin patogenezinde rol oynayan yapisal olarak
aktiflestirilmis tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. BCR-ABL; MAPK, fosfatidilinositol 3
kinaz, JAK/STAT ve MYC de dahil olmak iizere, ¢coklu sinyal iletim yollarin1 aktive
etmesiyle kontrolsiiz hiicre cogalmasina, apoptozun baskilanmasimna ve sonugta kemik
iligindeki cesitli biyolojik ve klinik 6zelliklerle karakterize edilmis anormal pluripotent
kok hiicrelerin ¢cogalmasina neden olur. KML, Ph kromozomu olarak adlandirilan bu
kromozomal sapma ile iliskili ilk neoplazmidir ve diger myeloproliferatif bozukluklarla
bu translokasyonun varligi kesin olarak ayirt edilebilir (104).

KML, her y1l yaklasik 100000 kisi icinde 1 veya 2 vakada goriilen nadir bir hastaliktir
ve en yaygin olarak yashlarda goriiliir. Tanida medyan yas 65°dir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde her yil ortalama 6000 yeni tani ongoriilmektedir (105). Belirgin cografi
veya etnik farkliliklara bagh olmamakla birlikte erkeklerde goriilme orani daha fazladir
ve kadinlardaki sag kalim oram1 daha yiiksektir (106). KML'nin molekiiler patogenezi
iyi anlagimistir, ancak gen translokasyonuna yol acan mekanizma tam olarak
bilinmemektedir (4). Japonya'da Hirosima ve Nagasaki atom bombasindan sonra, KML
insidansinin artmas1 nedeniyle radyasyon bir neden olarak gosterilmistir. Ancak

radyasyonun etkisinin diisiik oldugu ongoriilmektedir (107).
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KML'nin takibi, blast hiicre oranlarina dayanan ii¢ ana boliime ayrilir. Blastik hiicre
oran1 %10’un altinda ise kronik faz (CP), %10-19 arasinda ise hizlandirilmis faz ve
%20’nin iizerinde ise blast fazi1 (BP) olarak degerlendirilir. Hastalarin ¢cogunlugunda
siklikla asemptomatik olan ve yaklasik olarak birka¢ aydan 3-5 yila kadar siirebilen CP
fazinda teshis konur (108). Prognozun tedaviye yanit ile korelasyonundan dolayr KML
hastalarinin  hangi fazda oldugunun belirlenmesi Onemlidir. Blast fazina gecen
hastalarda Ph disindaki ek kromozom anormalliklerinin siklikla goriilmesi ve ek
mutasyonlarin varligi hastaligin ilerlemesine  katkida  bulunabilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak hastaligin progresyonundaki mekanizmalar ve blast fazma
neden olan sitogenetik evrim biiyiik dlciide bilinmemektedir (109).

Mevcut KML tedavileri, hidroksiiire, kemik iligi transplantasyonu veya tirozin kinaz
inhibitorleri icerir. KML i¢in yaygin olarak kullanilan ve oldukga etkili olan tedavi,
BCR-ABL onkoproteininin kinaz aktivitesini inhibe eden tirozin kinaz inhibitrlerinden
imatinib mesilat (IM) uygulamasidir. BCR-ABL'yi hedef alan tirozin kinaz
inhibitorlerinin cogu KML hastas: icin ilk basamak tedavidir ve KML prognozunu
biiyiik olciide iyilestirmistir. IM, yeni teshis edilen KML hastalarinin %80'inde tam bir
hematolojik ve sitogenetik yanit uyandiran, KML tedavisinin altin standard: olan,
hedeflenen bir tirozin kinaz inhibitoriidiir. Bununla birlikte, KML hastalarinin %20-25'1
IM'ye direnclidir veya tedavi sirasinda direng gelistirir. IM direnci ve intoleransi gelisen
durumlar 6nemli bir klinik sorun olusturmaktadir. IM direnci; BCR-ABL cogalmasi,
asir1 ifadesi veya BCR-ABL'nin tirozin kinaz alanindaki spontan mutasyonuna bagli
olarak ortaya c¢ikabilir. BCR-ABL'ye baglh 16semik hiicrelerin  bagimsiz
proliferasyonuna yol acan nadir veya yeni sitogenetik sapmalarin goriilmesi ve
hastaligin gelisimi nedeniyle IM'ye karsi diren¢ gelisebilir. Bazi KML hastalar1 da
tirozin kinaz inhibitor tedavisine yanitsizdir ve baslangicta yanit veren hastalarin 6nemli
bir kisminda daha sonra ilag¢ direnci gelisebilmektedir. Tirozin kinaz inhibitor tedavisine
kars1 direngle birka¢ molekiiler yol iligkilendirilmistir ancak ila¢ direncinin gelismesinin
kesin mekanizmasi belirsizligini korumaktadir (110).

Bununla birlikte, BCR-ABL fiizyon geninin seyrek varyantlarmi tagiyan hastalar, farkli
klinik seyir ve prognoz ile iliskilendirilmistir. Bu gibi durumlarda, IM intolerans1 ve
direncinin taninmast ve tedavi sonuclarinmm izlenmesi daha da zorlagmaktadir.
Hastalarm ila¢ direncinin diizenli izlenmesi ve IM cevabinin pratik olarak izlenmesi,

tedavi seciminde kilavuzluk etmek ve hastalara uzun vadeli daha iyi sonuclar
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verebilmek i¢in kullanilabilir. Bu nedenle son yillarda, tamda klinik sonuclari
ongorebilen, hastalarin prognostik olarak siniflandirilmasina yardimeci olan ve IM
direncini 0ngdérmek ve yonetmek icin coklu potansiyel biyolojik markirlarin
belirlenmesi iizerine ¢aligmalara yogunlagilmistir (103).

Hastaligin daha 1iyi anlasilmasini ve KML hastalarina terapotik miidahalenin
gelistirilmesine yardimci olmak i¢cin KML'nin farkli evrelerinde dogrulanmis olan
miRNA ve IncRNA dizilerinin profilini arastiran caligmalar yapilmistir. Tim KML
evrelerinde ¢ok sayida eksprese edilen miRNA ve IncRNA'larin varligi belirlenmistir.
Son yillarda yapilan ¢alismalarda KML'de imatinib direncinin mekanizmalarinin altta
yatan sebeplerinin daha 1iyi anlagilabilmesi i¢in IncRNA'larin ifade profilleri

arastirilmaktadir (111).

2.5. REAL TIME PCR

DNA; genetik bilgiyi niikleotidlerin sekansinda sifrelemis olarak saklayan, fosforik asit
doeksriboz iinitelerinin olusturdugu iki paralel zincirin, piirin ve pirimidin bazlarinin
capraz olarak baglanmasiyla ortaya ¢ikan sag yonlii sarmal yapiya sahip bir molekiildiir.
1953 yilinda Watson ve Crick tarafindan ii¢ boyutlu molekiiler yapis1 tanimlanmustir.
Genlerden olusan DNA, kromozomlarda siki bir sekilde paketlenmistir. DNA
molekiilleri cok uzundur. Tek bir molekiil ¢cok sayida gen tasir, ve genler kromozomal
DNA’nin kiiciik bir kismini isgal eder. Ozgiil genlerin dogrudan calisabilmesi i¢in gen
boyutundaki DNA parcalarinin ¢ok sayida kopyasinin elde edildigi yontemlere ihtiyag
duyulmustur (112).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin enzimatik olarak
cogaltilmasmi saglayan ve DNA molekiiliiniin milyonlarca, hatta milyarlarca kopyasini
kisa zamanda yapmaya olanak saglayan in vitro bir tekniktir. Ik olarak Kary Mullis bu
teknige bugiinkii ismini vermis ve uygulamaya koymustur ve bu fikri ile 1993 yilinda
Nobel Kimya Odiilii’nii kazanmustir (113).

PCR teknigi, temelde li¢ asamadan olugmaktadir.

Denatiirasyon (90-95 °C), Primer baglanmasi (50-70 °C), DNA sentezi (70-75 °C).
Bu iic adim bir PCR dongiisiinii olusturur (Sekil 2.3.) (114).
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Sekil 2.3. Polimeraz zincir reaksiyonunun sematik olarak gosterilmesi (114)

Real Time PCR ise “PCR” c¢ogaltimini goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen

floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin; olusan DNA ile dogru orantili

olarak arttig1 bir ¢ogaltma yontemidir. Termal dongii cihazi ve florimetre aymi cihaz

tizerinde bulunur. Bilgisayar programi ile sicaklik dongiileri ayarlanir ve izlenir

(Sekil 2.4.) (115).
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Sekil 2.4. Floresan isaretli prob ile Real Time PCR islemi (115)

Problar, florofor denilen ve belirli dalga boyundaki isikla uyarildiginda floresan 1s1ma
yayabilme Ozelligine sahip sentetik oligoniikleotidlerdir. Genel olarak bakildiginda prob
dizileri, PCR tiipii igerisinde ¢ogaltma islemi gerceklesirken, ¢ogaltilmis olan hedef
DNA zincirlerine baglanarak floresan 1is1ma olugmasina neden olurlar. PCR iiriinii ile
floresan yogunlugu arasinda korelasyon vardir (116).

Real Time PCR sisteminde DNA’ya 6zgiil olmadan baglanan boyalar ve zincire 6zgiil
yontemlerde floresan problar kullanilarak cogaltilan DNA miktari, olusan sinyal
siddetiyle degerlendirilmektedir (115).

DNA dizisinde meydana gelen mutasyonlar disindaki sebeplerden dolayr gen
ifadelerinde degisiklikler meydana gelebilmektedir. Real Time PCR yontemi organ,
doku ve hiicrelerin mRNA diizeyinde incelenebilmesi ve 6zgiil olarak gen diizeyinde

kantitatif analiz firsat1 vermektedir (117).
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Real Time PCR uygulamalarinda esik dongii degeri (threshold cycle, Ct) énemli bir
parametredir. Ct degeri, floresan artisin 6nemli oldugu ilk siklusu ifade eder. Kalip
DNA miktar1 bilinen standart orneklere ait Ct degerleri ile, incelenen 6rnegin Ct degeri
karsilagtirilarak kantitasyon yapilmaktadir. Bu nedenle, kantitatif PCR analizlerinde
standart olarak tanimlanan kontrol 6rneklerine ihtiyac vardir. lyi ifade saglayan bir
Ornegin seri diliisyonlar1 standart olarak kullanilabilir. Farkli PCR islemlerinde yer alan
kalip Orneklerin miktar1 Ct degerleri karsilastirilarak ©Ongoriilebilir. Bu standartlar
kullanilarak, atfedilen konsantrasyon degerlerine karsilik gelen diliisyonlarin Ct
degerleri belirlenerek kantitasyon i¢cin gerekli olan regresyon egrisi ¢izilir. Standart
ornek olarak icinde bulunan kalip DNA miktar: bilinen Orneklerle yapilan caligmalara
mutlak kantitasyon adi verilir. Bu egri, standart egri olarak da ifade edilmektedir.
Kantitasyon asamasinda, orneklerin Ct degerlerinin regresyon egrisi iizerinde hangi
atfedilen degeri temsil ettiklerine bakilarak da goreceli bir miktar belirlenir. Bu sekilde
kantitatif PCR verilerinin analizinde; mutlak ve goreceli kantitasyon kullanilabilir
(118).

Goreceli kantitatif Real Time PCR uygulamalarinda normalizasyon amaci ile c¢esitli
kosullarda ifadesi degigsmedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiyac¢ vardir
(118).

Bir hiicrenin temel islevsel ve biyokimyasal fonksiyonlarinda gorev alan, hiicrelerin
tiimiinde eksprese olan ve ifade seviyesi dokudan dokuya degismeyen genlere referans
genler adi1 verilir. Referans genler hiicrenin isleyisini diizenleyen genler olarak da ifade
edilmektedir (119). Ozellikle farkli bireylerden alinan ya da aynmi bireyden farkli
donemlerde alinan Orneklerle yapilan caligmalarda, ilgilenilen genin ifade diizeyinin
incelenebilmesi i¢cin dokularda ifadesi degismedigi varsayilan bir baska gen iiriinii
mRNA ile normalizasyon yapilmasi gereklidir. Bu oranlamayla amaglanan; izole edilen
RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarmin getirdigi Ornekler arasi baslangic
farkliliklarini ve deneysel hatalar1 normalize etmektir.

Iigilenilen genin ifade diizeyi, referans gen olarak kullanilan referans genin ifade
diizeyine oranlanarak hedef genin ifade profili hakkinda goreceli kantitasyon yapilir
(118).

Real Time PCR cihazlar1 arasindaki temel farkliliklar “eksitasyon” ve “emisyon” dalga

boylari, hiz1 ve ayn1 anda paralel gidebilen reaksiyon kapasiteleridir.
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Roche Lightcycler 480 II Real Time PCR cihazi ise hizli PCR yapabilecek altyapiya
sahiptir ve 96’lik blok icermektedir. 440, 465, 498, 533, 618 nm dalga boylarinda 5 adet
eksitasyon filtresine ve 488, 510, 580, 610, 640, 660 nm dalga boylarinda 6 adet
emisyon filtresine sahiptir. Cihazin plate sistemi, tiim kuyucuklarda 0.08 nm floresans
boyay1 tespit edebilecek hassasiyettedir. Cihaz, “SYBR Green I”, “Tagman Hidroliz
Problar1”, “Hibridizasyon Problar1 (FRET)”, “Simple Probe” Problari, “UPL” problar1
gibi farkli assay (deneme) formatlari ile calisabilir (Sekil 2.5.) (120).

Sekil 2.5. Roche Lightcycler 480 II Real Time PCR cihaz1 (120)



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, TYL-2016-6245 numarali proje olarak Erciye

Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmis ve Erciyes Universitesi Etik
Kurulundan onay alinmistir (2015/222, karar tarihi: 08.05.2015).

Arastirmada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe Hastanesi Tibbi Genetik
Laboratuvarina gelen 18 ile 75 yas arasi yeni tam1 alan 30 AML ve 30 KML hastasinin
ve kontrol grubu olarak da 18 ile 75 yas aras1 20 saglikl1 bireyin periferik kan 6rnekleri
kullanildi. EDTA'l1 tiipe alman 4 mL periferik kan drneklerinden total RNA izole edilip,
cDNA sentezi yapildi. Real Time PCR yontemi ile HOTAIR ve HOXD genlerinden
HOXDS8, HOXD9, HOXD11 genlerinin mRNA seviyeleri belirlendi.

Gen ifadesi caligmalarinda Lightcycler 480 II (Roche Diagnostics Ltd. Rotkreuz,
Switzerland) Real Time PCR cihazi kullanildi. Analizler, Lightcycler 480 Software
(release 1.5.0 SP4) programu ile yapildi.

3.1. VERI TOPLAMA ARACLARI
3.1.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan alet ve cihazlar; Hettich universal D-7200 santrifiij cihazi
(Hettich-Universal Tuttlingen, Germany), PCR cihazi; “Rotor Gene 6000 Real-Time
PCR Machine” (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya), Hettich mikro 200R mikro santrifiij
cihaz1 (Hettich-Universal Tuttlingen, Germany), Lightcycler 480 II Real Time PCR
Cihaz1 (Roche Diagnostics Ltd. Rotkreuz, Switzerland), LightCycler 480 Multiwell
Plate (Roche Diagnostics Ltd. Rotkreuz, Switzerland) , 1-10 uL, 10-100 pL, 100-1000
uL otomatik pipetler (Gilson, P10ON, P100N, P1000N), vorteks cihazi (Heidolph Reax
Control Vortex), falkon tiipii 50 mL (Isolab GmbH), PCR tiipleri 0,2 mL (Isolab
GmbH), ependorf tiipleri 2 mL (Isolab GmbH), enjektér 2mL (Isolab GmbH),

NanoDrop 2000c spektrofotometre (Thermo Scientific).
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3.1.2. RNA izolasyonu ve Ifade Cahsmalarinda Kullanlan Sarf Malzemeler
TriPure Isolation Reagent 200 mL (Roche), Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis
Kit (Roche), LightCycler 480 Probes Master (Roche), HOTAIR, HOXDS, HOXD?9,
HOXDI11 ve Beta actin genlerine spesifik primerler (RealTime ready Katalog Assays
gen reaksiyon, Roche), RealTime ready cDNA Pre-Amp Master (Roche), RNAase-Free
Water 10x50 mL (Qiagen), %96’lik etil alkol, kloroform, red cell lizis soliisyonu
(amonyum klorid, potasyum bikarbonat, EDTA, distile su), izopropanol.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Lokosit izolasyonu
Hasta ve kontrol gruplarindan EDTA’L tiipe alinan 4 mL periferik kan 6rneginden
Trizol reagent metoduna gore 16kosit ve total RNA izolasyonu yapild.
1. Kan numuneleri 50 mL ‘lik falkon tiiplere aktarild.
2. Falkon tiipe 25-30 mL Red Cell Lizis soliisyonu eklendi.
3. 15-20 dakika +4°C‘de inkiibe edildi. Siire sonunda 2000 rpm‘de 10 dakika
santrifiij edildi.
4. Santrifiij sonrasinda, falkon tiipte olusan siipernatant kisim atildi. Pellet kismina
15-20 mL Red Cell Lizis soliisyonu eklendi ve homojenize edildi.
5. Daha sonra +4°C‘de 10 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 2000 rpm‘de 10
dakika santrifiij edildi.
6. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi, pellet etrafindaki eritrositler 1000 pL'lik
ve 100 pL'lik steril pipet uclarla temizlendi.
7. Daha sonra 1 mL Trizol eklenip enjektor yardimiyla homojenize edildi.
8. Ornekler falkon tiipten, etiketlenen 2 mL'lik ependorf tiiplere aktarild1 ve -20°C
‘ye kaldirildi.

3.2.2. Lokositten Total RNA izolasyonu

1. -20°C‘de saklanan ve izole edilen Ikositler oda sicakliginda erimeye birakildi.
Erime islemi tamamlandiktan sonra tekrar enjektor yardimiyla homojenize
edildi.

2. Tiipler 37°C “de 3 ile 5 dakika arasinda inkiibasyona tabi tutuldu. Her bir tiipe
200 pL kloroform eklenerek vortekslendi.
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Daha sonra 12000 g‘de 15 dakika santrifiij islemi yapildi. Bu asamadan sonra -
20°C soguk blokla calismaya devam edildi.

Olusan akoz faz pipetle dikkatlice etiketlenen farkli bir ependorf tiipe aktarildi.
Her bir tiipe 500-650 pL izopropanol eklenip resiispanse edilerek, -20°C*de 30
dakika inkiibe edildi.

Siire sonunda 12000 g’de 10 dakika santrifiij islemi yapildi. Siipernatant

dikkatlice alinip atildi, pellet tizerine 1 mL etanol eklendi ve resiispanse edildi.
Daha sonra 7500 g‘de 5-6 dakika santrifiij islemi yapildi.

Santrifiij sonrasinda siipernatant kisim dikkatlice atildi, tiipler alkoliin u¢masi
icin agz1 acik sekilde oda sicakligmda 1-2 dakika bekletildikten sonra 37°C‘de 2
ile 3 dakika arasinda inkiibasyona tabi tutuldu.

Pellette bulunan RNA miktarina gore niikleaz free water eklendi. RNA

konsantrasyonlar1 6lgiilerek -20°C‘de saklandi.

3.2.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanilarak

yapildi.

1.

RNA ornekleri; konsantrasyonlar1 400-600 ng/uL olacak sekilde her bir hasta
icin yeni PCR tiiplerine RN Aase Free Water eklenerek diliie edildi.

Kit icerigindeki iiriinler (RNase inhibitdr ve reverse transkriptaz hari¢) soguk

blok iizerinde ¢oziilmeye birakildi.

Vortesklenip kisa santrifiij yapildi. RNase inhibitér ve reverse transkriptaz

kullanilacag1 zaman soguk blok iizerine ¢ikarilmasina 6zen gosterildi.

cDNA sentezi i¢in 6rnek sayismin bir fazlasi kadar karisim hazirlandi. Tablo

3.1.’deki miktarlara gore 1. karisim olusturuldu.
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Tablo 3.1. cDNA Reaksiyonu i¢cin Hazirlanan 1. Karigim

Madde Ornek basima eklenecek hacim Toplam
Random primer 2uL 2x (0OS + 1)
dH,O 4,4 uLL 4,4 x (0OS +1)
Karisim 6,4 ul 6,4x (0OS+1)

0S:Ornek sayis1
5. Hazirlanan karisimdan 6,4 pL, 6rnek sayis1 kadar yeni PCR tiiplerine dagitildi.

6. Bu tiiplere, seyreltilen RNA ‘lardan 5 uL eklendi ve 65°C de 10 dakika
beklemesi icin thermal cycler cihazina konuldu. Tablo 3.2.’deki miktarlara gore

2. karisim hazirlandi.

Tablo 3.2. cDNA Reaksiyonu i¢cin Hazirlanan 2. Karisim

Madde Ornek basima eklenecek hacim Toplam
5X Buffer (Tampon) 4 uL 4 x (OS +1)
dNTP, 10mM 2 uL 2x (0S+1)
RNase Inhibitor, 40U/ul 0,5 uL 0,5 x (OS +1)
Reverse Transkriptaz 1,1 uLL 1,1 x (OS +1)
DTT, 0,1 M 1 uL 1x(OS +1)
Karisim 8,6 uL 8,6 x (OS +1)

OS: Ornek sayist

7. Hazirlanan karisim, termal cycler'dan alinan orneklere 8,6 puL olacak sekilde
dagitildi. Her bir reaksiyon tiipiinde son hacim 20 pL (6,4+5+8,6) idi.
8. cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon tiipleri Tablo 3.3.'de belirtilen

inkiibasyon siirelerine gore thermal cycler‘da bekletildi.
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Tablo 3.3. cDNA Sentezi i¢cin Gerekli Sicaklik Dongiisii

Sicakhik (°C) Siire
29°C 10 Dakika
48°C 60 Dakika
85°C 5 Dakika
4°C 00

9. Elde edilen cDNA iiriinleri -20°C ‘de muhafaza edildi.

3.2.4. PreAmp cDNA Sentezi

PreAmp cDNA sentezi, RealTime ready cDNA Pre-Amp Master (Roche) Kkiti
kullanilarak yapildi.
Roche RealTime ready Katalog Assays gen reaksiyon HOTAIR, HOXDS8, HOXD?9,
HOXDI11 ve Beta actin genlerine ait spesifik primerlerin dizilimleri Tablo 3.4.'de
gosterildi.

Tablo 3.4. Beta Actin, HOTAIR, HOXDS§, HOXD9, HOXD11 genler i¢in kullanilan

primer dizilimleri

Primer Ad1 Ileri Dizi (Forward) Geri Dizi (Reverse)
Beta Actin | 5-CACCATTGGCAATGAGCGGTTC-3' | 5-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT-3'
HOTAIR 5-GGGTGTTGGTCTGTGGAACT-3' 5-CAGTGG-GGAACTCTGACTCG-3'

HOXDS8 | 5-GTCCAGTGGTAATATTGGCGAGG-3' | 5-GCGACTGTAGGTTTGTCTTCCTC-3'
HOXD9 5-AGGAGGAGAAGCAGCATTCGCA-3' | 5-CTTTCTCCAGCTCAAGCGTCTG-3'
HOXDI11 5-CAGTCCCTGCACCAAGGCGAC-3' | 5-GGTATAGGGACAGCGCTTTTTCC-3'

Calismaya baslamadan o©nce gen ifadesinde kullanilacak olan primerler 1/10
oraninda kit igcerisinde bulunan dH,O ile diliie edildi ve karigim hazirlanma asamasina

gecildi. Tablo 3.5.’deki miktarlara gore karisim hazirland1.
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Tablo 3.5. PreAmp cDNA Sentezi i¢cin Hazirlanan Karigim

Ornek basina
Madde Toplam
eklenecek hacim
Mastermix )
SuL 5x(OS +1)
RealTime ready cDNA Pre-Amp
dH,O 8 uL 8 x (OS + 1)
Prob
Her primer i¢in (1/10)
(HOTAIR, HOXD8, HOXD9, HOXD11, Laul (1,4 x5)
Beta actin) 4 x (0S +1)
(1,4puL x5)
20
Karisim 20 uL )
x(0OS+1)

OS: Ornek sayis1

Daha sonra, PreAmp cDNA sentezi i¢in PCR tiipleri hazirlandi. Tiiplere dagitilan 20 uL.
karisim igerisine 5 pL cDNA’lar eklendi ve Tablo 3.6.'da belirtilen inkiibasyon

stirelerine gore thermal cycler‘da bekletildi.

Tablo 3.6. PreAmp cDNA Sentezi icin Gerekli Termal Dongii Kosullar:

Sicakhik (°C) Siire Dongii
95°C 1 Dakika 1
95°C 15 Saniye 13
60°C 13 Saniye 13

4°C 00

Sentezlenen PreAmp cDNA iiriinlerinden 5 pL, yeni etiketlenen tiiplere alindi ve
tizerlerine 195 uLL RNAase-Free Water eklenerek 1/40 oraninda diliie edildi.

Elde edilen tiim iiriinler -20°C ‘de muhafaza edildi.
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3.2.5. Real Time PCR ile Hedef Genlerin ifade Diizeylerinin Kantitatif Olarak

Saptanmasi

Gen ifadesi Olciimleri, LightCycler 480 Probes Master kiti (Roche) kullanilarak
Lightcycler 480 II (Roche Diagnostics Ltd. Rotkreuz, Switzerland) PCR cihaz1 ile
yapildi. Analizler Lightcycler 480 Software (release 1.5.0 SP4) programi ile
degerlendirildi.

1. Her hasta ve kontrol 6rnegi iki defa tekrarlanarak calisildi. Her ¢aligmada iki
adet negatif kontrol ve kalibrator kullanildi. Tiim orneklerde HOTAIR, HOXDS,
HOXD9, HOXD11 genlerinin ayr1 ayr1 ifade seviyeleri belirlendi.

2. Her gen i¢in ayr1 karisim hazirlandi. Referans gen olarak Beta-actin kullanild.

3. Gen ifade analizleri, 1/40 diliie edilen PreAmp cDNA iiriinleri kullanilarak
yapildi.

4. Gen ifade analizi i¢in Ornek basma hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 3.7.'de
belirtilen miktarlara gore hazirland:.

Tablo 3.7. Gen Ifadesi Reaksiyon Karisimi

Madde Her bir kuyucuga eklenecek miktar (uL)
Mastermix
10 uL
(LightCycler 480 Prosbes Master)
dH,O 4 }.lL
Real time ready assay
1 uL
(primer prob)

Toplam Miktar 15 uL

5. Calisma planina gore plate itizerindeki kuyucuklara 15’er pL. karisim dagitildi.

6. Daha sonra 1/40 diliie edilen PreAmp cDNA iiriinlerinden 5 pL karigimlar
tizerine eklendi.

7. Plate‘in iizeri optik bant ile kapatildi.

8. Plate, “perfect spin” ile santrifiij edildikten sonra Lightcycler 480 II Real Time
PCR cihazma Tablo 3.8.'de gosterilen sicaklik ve siirelere gore yiiklendi.
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Tablo 3.8. Lightcycler 480 II Real Time PCR Cihazinda Ayarlanan Sicaklik ve Siireler

Dongii Sicakhk Sicaklik artis/azalis hiz Siire
Basamak 0 0
Sayisi O O (Saniye)
Preinkiibasyon 1 95 4,4 600
95 4.4 10
60 2,2 30
Amplifikasyon 45
72 4.4 1
Sogutma 1 40 2,2 30

Real Time PCR islemi sonrasi sonuglar, Lightcycler 480 Software (release 1.5.0 SP4)

programu ile analiz edildi.

3.3. ISTATISTIK

Calismada hasta ve kontrol orneklerinde calisilan gen ifadeleri arasindaki istatistiksel

farklilik 7" testi yontemi kullanarak karsilastirildi ve p degerleri hesaplandi. Elde edilen

verilerin analizi SPSS 15.0 (Statistical Package for Social Science, Chicago, ILL)

yazilim ile degerlendirildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi.




4. BULGULAR

4.1. Optimizasyon

Hasta gruplarindan ve saglikli kisilerden toplanan periferik kan Orneklerinde cDNA
sentezi asamasi sonrasi gen ekspreyonu ol¢iimii i¢in on denemeler yapildi. Calismanin
optimizasyonu i¢in Oncelikle iki kontrol 6rnegi ve iki hasta 6rneginde referans gen olan
Beta-actin ile birlikte HOTAIR, HOXDS, HOXD9, HOXD11 genlerinde Real Time PCR
islemi yapildi. Yapilan analizlerde, ¢caligmay1 hedefledigimiz HOTAIR geninde saglikli
kontrol ve hasta Orneklerinde goriilen floresan yogunlugun belirgin bir sekilde
goriildiigi nokta olan “Cp” (crossing points, gecis noktalar1) degerlerinin referans
degerler arasinda olmadig1 goriildii. Hedef genlerimizde Real Time PCR sonrasi saglikli
bir kantitasyon yapabilmek i¢cin PreAmp cDNA sentezi calismas: yapildi. PreAmp
cDNA oOrneklerinden yapilan Real Time PCR isleminde, her transkript icin Cp
analizinin uygun sekilde yapilabildigi goriildi. Tiim cDNA orneklerinde Pre Amp
cDNA sentezi yapild1 ve daha sonra Real Time PCR ile gen ifadesi dl¢iimii asamasina

gecildi.

4.2. Kontrol Grubunda Yas ve Cinsiyet Dagilim ile izole Edilen RNA’larin
Konsantrasyonlari

Kontrol grubu yas ortalamasi 34,95 + 9,59 olan 18 ile 65 yas araliginda 13’ii erkek 7’si
kadin 20 saglikli bireyden olustu (Tablo 4.1.). Kontrol grubunda EDTA’1 tiiplere alinan
periferik kan orneklerinden izole edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 da Tablo 4.1.’de

verildi.
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Tablo 4.1. Kontrol grubunda yas, cinsiyet dagilimi ve dl¢iilen RNA konsatrasyonlar:

RNA
Kontrol No Cinsiyet Yas konsatrasyonu
(ng/pL)

K1 E 28 243
K2 E 32 354
K3 K 45 425
K4 K 38 898
K5 K 25 1410
K6 K 23 184
K7 K 31 431
K8 K 28 428
K9 E 32 661
K10 E 43 130
K11 E 54 1336
K12 K 35 373
K13 E 46 1317
K14 E 28 1017
K15 E 27 558
K16 E 57 870
K17 E 31 867
K18 E 34 788
K19 E 37 544
K20 E 25 248

K: Kadin E: Erkek

4.3. AML Hasta Grubunda Yas, Cinsiyet ve Mutasyonlarin Dagilimu ile izole
Edilen RNA’larin Konsantrasyonlar:

AML hasta grubu yas ortalamasi 42,07 + 18,18 olan 18 ile 65 yas araliginda 20’si erkek,
10’u kadin olmak tizere 30 hastadan olustu (Tablo 4.2.). AML hasta grubunun periferik

kan Orneklerinden izole edilen RN A’larin konsantrasyonlar1 da Tablo 4.2.’de verildi.



Tablo 4.2. AML hasta grubunun yas, cinsiyet, mutasyonlar: ve dl¢iilen

RNA konsatrasyonlari
RNA
Hasta No Cinsiyet Yas Mutasyon tipi | konsatrasyonu
(ng/pL)

H1 E 42 NPM1 1004
H2 E 61 t(15;17) 1057
H3 E 57 NPM1 1044
H4 E 12 t(15;17) 995
H5 E 76 t(15;17) 1090
H6 E 90 FLT-3 1072
H7 E 41 FLT-3 610
HS8 E 56 MPM1 325
H9 E 26 t(15;17) 1434
H10 K 22 t(15;17) 959
HI1 E 32 t(15;17) 1106
HI12 E 55 t(15;17) 422
H13 E 49 t(15;17) 553
H14 E 23 t(15;17) 810
H15 K 40 MPM1 767
HI16 E 39 FLT-3 1290
H17 E 18 inv(16) 868
H18 K 61 MPM1 1618
HI19 K 65 MPM1 841
H20 K 19 inv(16) 1028
H21 E 54 t(15;17) 858
H22 K 25 inv(16) 1817
H23 K 38 t(8;21) 1045
H24 E 23 t(8;21) 671
H25 E 41 t(8;21) 1078
H26 K 50 MPM1 1247
H27 E 24 inv(16) 1106
H28 K 50 MPM1 893
H29 E 37 t(15;17) 900
H30 K 30 t(15;17) 841

K: Kadin E: Erkek
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AML hasta grubunu olusturan Orneklerin mutasyon dagilim yiizdeleri Sekil 4.1.°de,

klinikopatolojik 6zelliklerine gore siniflandirilmas: Tablo 4.3.”de verildi
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B AML Hasta Grubunda Mutasyonlarin Dagilim Yiizdesi

13,30%

NPM1 FLT3-1ITD t(15;17) t(8;21) inv(16)
HETEROZIGOT

Sekil 4.1. AML hasta grubunda mutasyonlarin dagilim oranlar1

Tablo 4.3. AML hasta grubun klinikopatolojik 6zelliklerine gore siniflandirilmasi

Cinsiyet
Kadin 10
Erkek 20
Sitogenetik anomaliler
t(8;21) (AML-M2) 3
t(15;17) (AML-M3) 12 lyi Risk Grubu
inv(16) (AML-M4) 4
Molekiiler anomaliler
NPM1 Mutasyonu 8 Orta Risk Grubu
FLT3-ITD Heterozigot Mutasyon 3 Koti Risk Grubu

N: Ornek sayis1
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4.4. KML Hasta Grubunda Yas, Cinsiyet ve Mutasyonlarin Dagiimu ile izole

Edilen RNA’larin Konsantrasyonlar:

KML hasta grubu yas ortalamas1 48,03 + 19,90 olan 18 ile 65 yas araliginda 17’si erkek
13’1 kadin olmak iizere 30 hastadan olustu (Tablo 4.4.) KML hasta grubunun periferik

kan Orneklerinden izole edilen RN A’larin konsantrasyonlar: da Tablo 4.4.’de verildi.

Tablo 4.4. KML hasta grubunun yas, cinsiyet dagilimi ve

Olciilen RNA konsatrasyonlari

RNA
Hasta No Cinsiyet Yas Mutasyon tipi | konsatrasyonu
(ng/pL)

H31 E 23 t(9;22) 1850
H32 K 34 t(9;22) 1067
H33 E 56 t(9;22) 1159
H34 E 61 t(9;22) 945
H35 E 18 t(9;22) 535
H36 K 30 t(9;22) 703
H37 K 73 t(9;22) 1054
H38 E 75 t(9;22) 1614
H39 K 60 t(9;22) 1068
H40 E 18 t(9;22) 1366
H41 K 46 t(9;22) 535
H42 K 20 t(9;22) 452
H43 E 74 t(9;22) 427
H44 K 59 t(9;22) 846
H45 K 62 t(9;22) 1083
H46 E 58 t(9;22) 1335
H47 E 20 t(9;22) 799
H48 K 75 t(9;22) 835
H49 E 58 t(9;22) 1589
H50 E 81 t(9;22) 1310
H51 K 46 t(9;22) 477
H52 E 26 t(9;22) 923
H53 K 75 t(9;22) 922
H54 E 36 t(9;22) 1199
H55 E 45 t(9;22) 1333
H56 E 48 t(9;22) 568
H57 K 57 t(9;22) 411
H58 E 31 t(9;22) 1272
H59 E 26 t(9;22) 620
H60 K 50 t(9;22) 1041

K: Kadin E: Erkek
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4.5. Kontrol ve Hasta Gruplarinda Yas ve Cinsiyet Dagihmlar

Calismaya alman kontrol ve hasta gruplarindaki orneklerin yas ortalamasi ve standart
sapma degerleri Tablo 4.5.°de verildi. Kontrol ve hasta gruplarmmin yas dagilimi
Sekil 4.2.°de gosterildi. Yas dagilimi gbz Oniinde bulunduruldugunda kontrol ve hasta

gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlaml bir fark gozlenmedi (p>0.05) (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. Kontrol ve hasta gruplarinda yas dagilimi

Grup
Kontrol AML KML p
(N:20) (N:30) (N:30)
34,95+49,59 | 42,07£18,18 | 48,03£19,90 | >0.05

Veriler (Ortalama + Standart Sapma) olarak ifade edilmistir.
N: Ornek Sayisi

100

YAS
—

T T T
1 2 3

GRUP

Sekil 4.2. AML (1), KML (2) ve Kontrol (3) gruplarinda yas dagilimlarmin goriiniimii
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AML ve KML hasta grubu, toplamda 23’#i kadin 37’si erkek olmak iizere 60 kisiden

olustu. Hasta gruplarinda, cinsiyete gore yas dagilimlar1 arasinda istatistiksel ac¢idan

anlaml bir fark goriilmedi (p>0.05) (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. Hasta gruplarinda cinsiyetler aras1 yas dagilimi

AML ve KML Hasta Gruplar p
Cinsiyet
(N:60)
Erkek 43,68 £20,07 >0.05
Kadin 47,26 £17,75

Veriler (Ortalama + Standart Sapma) olarak ifade edilmistir.
N: Ornek Sayis1

AML ve KML hasta gruplarinda cinsiyete gore yas dagilimlar1 Sekil 4.3.’de gosterildi.

Yas Dagilimi (Ortalama +Standart Sapma)

70

60

50

30

20

10

KADIN

ERKEK
Cinsiyet

B HASTA GRUBU

Sekil 4.3. Hasta gruplarinda cinsiyetler aras1 yas dagilim grafigi
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Kontrol grubu 13’ii erkek 7°si kadmn 20 saglikli bireyden olustu. Kontrol grubunda,
cinsiyete gore yas dagilimlar1 arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark goriilmedi

(p>0.05) (Tablo 4.7.).

Tablo 4.7. Kontrol grubunda cinsiyetler aras1 yas dagilimi

Kontrol Grubu p
Cinsiyet
(N:20)
Erkek 36,46 £10,42 >0.05
Kadin 32,14 7,75

Veriler (Ortalama + Standart Sapma) olarak ifade edilmistir.
N: Ornek Sayis1

Kontrol grubunda cinsiyete gore yas dagilimlar: Sekil 4.4.de gosterildi.
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O 15t s
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@ 0 L— — —
» KADIN ERKEK
Cinsiyet

Sekil 4.4. Kontrol grubunda cinsiyetler aras1 yas dagiliminin grafigi
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4.6. Kontrol Grubunda HOTAIR, HOXDS8, HOXD9, HOXD11 Genlerinin Real
Time PCR Analizi

Kontrol grubunda hedef genlerin ifade diizeyi Real Time PCR yontemi ile incelendi.
Calismamizda gen ifade analizinde normalizasyon islemi i¢in ve cDNA’nin kontroliinii
yapabilmek i¢in referans gen olarak Beta-actin referans geni kullanildi. Her gene 6zgii
primerler kullanilarak Light Cycler 480 II Real Time PCR cihazinda gen ifade dlctimleri
yapildi. Relative (goreceli) kantitasyon i¢cin her 6rnegin hedef gendeki Cp degerleri,
yine aym Orneklere ait Beta-actin refeans geni Cp degerlerine oranlanarak normalize
edildi. Kontrol grubu 6rneklerinde Befa-actin genine ait Real Time PCR amplifikasyon
egrileri Sekil 4.5.’de verildi. Orneklerin 12. ile 24. dongiiler arasinda en yiiksek egimi

gosterdigi goriildii.

Amplification Curves

37.827
34.327
30,827
27.327
23,827
20,327 . = —

16,827

Fluorescence (465-510)

13327

9,827

B.327

2827

< deO

2 4 6 & 10 12 14 18 18 2 22 24 2% 28 a0 32 a4 A 38 40 42 44
Cycles

Sekil 4.5. Kontrol grubunda Beta-actin genine ait Real Time PCR amplifikasyon

egrileri
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Ornek teskil etmesi amaciyla K2 no’lu kontrol 6rneginde HOTAIR, HOXDS, HOXD?9,
HOXDI1 genlerine ait Light Cycler 480 II Real Time PCR cihazinda yapilan analizler

sonucunda elde edilen Real Time PCR amplifikasyon egrileri Sekil 4.6.”da gosterildi.

Fluorescence (465-510)

FR O T 0 T W

HOTAIR

HOXD8

B 5 8 38 3 8 8 5 8§ 8 3

Sekil 4.6. K2 no’lu kontrol 6rneginin HOTAIR, HOXDS, HOXD9, HOXD11 genlerine

ait Real Time PCR amplifikasyon egrilerinin goriiniimii

Kontrol grubunda normalize degerlerin her bir hedef gen icin hesaplanan ortalama ve
standart error mean (S.E.Mean) degerleri Tablo 4.8.’de verildi. HOTAIR, HOXDS,
HOXD9, HOXDII genlerinin ifade diizeylerinin kontrol grubundaki dagilimi Sekil

4.7.”de gosterildi.
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Tablo 4.8. Kontrol Grubunda Genlerin ifade Diizeyleri

GEN Kontrol Grubu (N:20)
HOTAIR 0.04 £0.03
HOXDS 0.05+£0.03
HOXD9 0.18 £0.08
HOXD11 0.12 +0.06

Veriler (Ortalama + S.E.Mean) olarak ifade edilmistir.
N: Ornek Sayisi

03 | Kontrol Grubu
0.25

0.2

v e ii

HOTAIR HOXD8 HOXD9 HOXD11

Rolatif Kantitasyon Diizeyi
(Ortalama % S.E. Mean)

Analizi Yapilan Genler

Sekil 4.7. Kontrol grubunda HOTAIR, HOXDS8, HOXD9, HOXD11 genlerinin ifade

seviyeleri ortalama degerleri grafigi

4.7. AML Hasta Grubunda HOTAIR, HOXDS8, HOXDY, HOXD11 Genlerinin
Real Time PCR Analizi

AML hasta grubunda hedef genlerin ifadesi Real Time PCR yontemi ile o6lgiildii.
Normalizasyon i¢in biitiin Orneklerde Beta-actin referans geni kullanildi. Relative
kantitasyon yapmak i¢in her 6rnegin hedef gendeki Cp degerleri, yine ayni drneklere ait
Beta-actin refeans geni Cp degerlerine oranlanarak normalize edildi. AML hasta

grubundaki Orneklerin Beta-actin genine ait Real Time PCR amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.8."de verildi. Orneklerin 16. ile 26.dongiiler arasinda en yiiksek egimi gosterdigi
goriildii.

Amplification Curves

34.004

31.004

28.004

26,004

22,004
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Fluorescence {465
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dH»0

2 4 & B8 10 12z 14 18 18 2 22 24 25 28 3 32 34 3w 38 40 42 44
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Sekil 4.8. AML hasta grubunda Beta-actin genine ait Real Time PCR amplifikasyon

egrileri

Ornek teskil etmesi amaciyla H1 no’lu AML hasta orneginde HOTAIR, HOXDS,
HOXD9, HOXD11 genlerine ait Light Cycler 480 II Real Time PCR cihazinda yapilan

analizler sonucunda elde edilen Real Time PCR amplifikasyon egrileri Sekil 4.9.’da

gosterildi.
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Sekil 4.9. H1 no’lu AML hasta d6rneginin HOTAIR, HOXDS, HOXDY, HOXD11

genlerine ait Real Time PCR amplifikasyon egrileri

AML hasta grubunda normalize degerlerin her bir hedef gen icin hesaplanan ortalama
ve standart error mean (S.E.Mean) degerleri Tablo 4.9.’da verildi. HOTAIR, HOXDS,
HOXD9, HOXD11 genlerinin ifade diizeylerinin AML hasta grubundaki dagilimi Sekil
4.10.’da gosterildi.
Tablo 4.9. AML Hasta Grubunda Genlerin Ifade Diizeyleri

— AML Hasta Grubu (N:30)
HOTAIR 0.06 +0.02
HOXDS 0.03 £0.01
HOXD9 0.01 £0.01
HOXD11 0.01 £0.00

Veriler (Ortalama + S.E.Mean) olarak ifade edilmistir.

N: Ornek Sayisi
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Sekil 4.10. AML hasta grubunda HOTAIR, HOXDS, HOXD9, HOXD11 genlerinin ifade

seviyelerinin ortalama degerleri grafigi

4.8. AML Hasta Grubunda Genlerin ifade Diizeylerinin Kontrol Grubu ile

Kargilastirilmasi

AML hasta grubunda calisilan hedef genlerin ifade diizeyleri, kontrol grubu ile 7T testi
yontemine gore karsilastirildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi. AML hasta grubunda
HOTAIR ve HOXDS genlerinin ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemis olup (p>0.05), HOXD9 ve HOXDI1
genlerinin ifade diizeylerindeki azalma istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0.05)

(Tablo 4.10.).
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Tablo 4.10. Kontrol ve AML Hasta Gruplarinda Hedef Genlerin Ifade Seviyeleri

Ortalama Degerlerinin Karsilastirilmasi

Grup
GEN p
Kontrol (N:20) AML (N:30)

HOTAIR 0.04 £0.03 0.06 £0.02 0.661
HOXDS 0.05 £0.03 0.03 £0.01 0.242
HOXD9Y 0.18 £0.08 0.01 £0.01 <0.001

HOXD11 0.12 £0.06 0.01 £0.00 0.002

Veriler (Ortalama + S.E.Mean) olarak ifade edilmistir.
N: Ornek Sayisi

AML ve kontrol grubunda HOXDY9 ve HOXDII genlerine ait Real Time PCR
amplifikasyon egrileri Sekil 4.11.'de gosterildi.

KONTROL KONTROL

HOXD11 /)

e N 2 3 2z B 8 @ @ 8 &
g & &8 8 &8 & 8 8 & & 8

AML AML
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E 8 & & §

ty
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Sekil 4.11. AML ve kontrol grubunda HOXD9 ve HOXD11 genlerine ait Real Time
PCR amplifikasyon egrileri

HOXD9 ve HOXDII gen ifade diizeylerinin AML ve kontrol grubu arasindaki
kargilastirilmasi, Sekil 4.12.'de grafiksel olarak verildi.
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Sekil 4.12. AML ve kontrol grubunda HOXD9 ve HOXD11 genlerinin ifade

seviyelerinin ortalama degerlerinin karsilastirilimasi

4.9. KML Hasta Grubunda HOTAIR, HOXDS, HOXDY9, HOXD11 Genlerinin
Real Time PCR Analizi

KML hasta grubunda hedef genlerin ifadesi Real Time PCR yontemi ile olgiildii. Her
ornegin hedef gendeki Cp degerleri, ayn1 6rneklere ait Beta-actin refeans geni Cp
degerlerine oranlanarak normalize edildi. Elde edilen degerler relatif kantitasyon
degerleri olarak kullanildi. KML hasta grubundaki orneklerin Beta-actin genine ait Real
Time PCR amplifikasyon egrisi Sekil 4.13.'de verildi. Ornekler 12. ile 26. dongiiler

arasinda en yiiksek egimi gosterdi.
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Sekil 4.13. KML hasta grubunda Beta-actin genine ait Real Time PCR amplifikasyon

egrileri

Ornek teskil etmesi amaciyla H34 no’lu KML hasta 6rneginde HOTAIR, HOXDS,

HOXD9, HOXDI11 genlerine ait Light Cycler 480 II Real Time PCR cihazinda yapilan

analizler sonucunda elde edilen Real Time PCR amplifikasyon egrileri Sekil 4.14.’de

gosterildi.
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Sekil 4.14. H34 no’lu KML hasta 6rneginin HOTAIR, HOXDS, HOXDY, HOXD11

genlerine ait Real Time PCR amplifikasyon egrileri
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KML hasta grubunda normalize degerlerin her bir hedef gen icin hesaplanan ortalama
ve standart error mean (S.E.Mean) degerleri Tablo 4.11.’de verildi. HOTAIR, HOXDS,
HOXD9, HOXD11 genlerinin ifade diizeylerinin KML hasta grubundaki dagilimi Sekil
4.15.°de gosterildi.

Tablo 4.11. KML Hasta Grubunda Genlerin Ifade Diizeyleri

— KML Hasta Grubu (\N:30)
HOTAIR 0.21 £0.07
HOXDS 0.05 +£0.01
HOXD9 0.01 £0.01
HOXD11 0.01 £0.00

Veriler (Ortalama + S.E.Mean) olarak ifade edilmistir.
N: Ornek Sayis1
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Analizi Yapilan Genler

Sekil 4.15. KML hasta grubunda HOTAIR, HOXDS, HOXD9, HOXD11 genlerinin ifade

seviyeleri ortalama degerleri grafigi
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4.10. KML Hasta Grubunda Genlerin ifade Diizeylerinin Kontrol Grubu ile
Karsilastirilmasi

KML hasta grubunda calisilan hedef genlerin ifade diizeyleri, kontrol grubu ile T testi
yontemine gore karsilastirildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi.

HOTAIR geninin ifade diizeyi, kontrol grubuna gore istatistiksel yonden anlamli
derecede artmis olarak bulunmus olup (p<0.05), HOXDS8 geninin ifade diizeyi kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriildii
(p>0.05).

HOXD9 ve HOXDII1 genlerinin ifade diizeyleri, kontrol grubuna gore istatistiksel
yonden anlamli derecede azalmis olarak bulundu (p<0.05) (Tablo 4.12.).

Tablo 4.12. Kontrol ve KML Hasta Gruplarinda Hedef Genlerin Ifade Seviyeleri

Ortalama Degerlerinin Karsilastirilmasi

Grup
GEN p
Kontrol (N:20) KML (N:30)

HOTAIR 0.04 £0.03 0.21 £0.07 0.002
HOXDS 0.05 +£0.03 0.05 +£0.01 0.463
HOXD9Y 0.18 £0.08 0.01 £0.01 <0.001

HOXD11 0.12 £0.06 0.01 £0.00 0.001

Veriler (Ortalama + S.E.Mean) olarak ifade edilmistir.
N: Ornek Sayis1

KML ve kontrol grubu orneklerinde HOTAIR genine ait Real Time PCR amplifikasyon
egrileri Sekil 4.16.'da, HOXD9 ve HOXD11 genlerine ait Real Time PCR amplifikasyon
egrileri Sekil 4.17.'de verildi. KML ornekleri 30. ile 38. dongiiler arasinda en yiiksek
egimi gosterirken, kontrol orneklerinin 33. ile 38. dongiiler arasinda en yiiksek egimi

gosterdigi goriildii
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Sekil 4.16. KML ve kontrol grubunda HOTAIR genine ait Real Time PCR
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Sekil 4.17. KML ve kontrol grubunda HOXD9 ve HOXD11 genlerine ait Real Time

PCR amplifikasyon egrileri
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HOTAIR gen ifade diizeylerinin KML ve kontrol grubu arasinda karsilastirilmas: Sekil
4.18.'de grafiksel olarak verildi.

® HOTAIR

o
[
|

0.25 |
0.2 -
0.15

L0 21 BN
0.05 -

Rolatif Kantitasyon Degeri
(Ortalama t S.E. Mean)

KONTROL KML
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Sekil 4.18. KML ve kontrol grubunda HOTAIR gen ifade seviyelerinin ortalama

degerlerinin karsilastirilmasi

HOXD9 ve HOXDII gen ifade diizeylerinin KML ve kontrol grubu arasindaki
kargilastirilmas: Sekil 4.19.’da verildi.
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Sekil 4.19. KML ve kontrol grubunda HOXD9 ve HOXD11 gen ifade seviyelerinin

ortalama degerlerinin karsilastiriimasi
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HOTAIR, HOXD9 ve HOXDI11 genlerinin ifade diizeylerinin birlikte karsilastirildigi
grafik Sekil 4.20.”de verildi.
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Sekil 4.20. KML ve kontrol grubunda HOTAIR, HOXD9 ve HOXD11 gen ifade

seviyelerinin ortalama degerlerinin karsilastiriimasi

4.11. AML ve KML Hasta Gruplan Arasinda Hedef Genlerin ifade Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

AML hasta grubunda calisilan hedef genlerin ifade diizeyleri KML hasta grubu ile T
testi yontemine gore karsilastirildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi.

KML hasta grubunun HOTAIR gen ifadesi AML grubuna gore istatistiksel yonden
degerlendirildiginde daha yiiksek bulunmus olup (p<0.01), HOXDS8, HOXD9, HOXD11
genlerinin ifade diizeylerinde, her iki hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 4.13.), (Sekil 4.21.).
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Tablo 4.13. AML ve KML Hasta Gruplarinda Hedef Genlerin Ifade Seviyeleri Ortalama

Degerlerinin Karsilastirilmasi

Grup
GEN p
AML (N:30) KML (N:30)

HOTAIR 0.06 £0.02 0.21 £0.07 <0.01
HOXDS 0.03 £0.01 0.05 +£0.02 0.396
HOXD9Y 0.01 £0.01 0.01 £0.01 0.725

HOXD11 0.01 £0.01 0.01 £0.00 0.940

Veriler (Ortalama + S.E.Mean) olarak ifade edilmistir.
N: Ornek Sayis1
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Sekil 4.21. AML ve KML hasta gruplar1 arasinda hedef genlerin ifade seviyelerinin

ortalama degerleri

4.12. Kontrol ve Hasta Gruplarn Arasinda Genlerin Ifade Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

Hasta grubunda (AML-KML) calisilan hedef genlerin ifade diizeyleri, kontrol grubu ile
T testi yontemine gore karsilastirildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi.

Hasta grubunda HOTAIR gen ifade diizeyi, kontrol grubuna gore istatistiksel yonden
anlamli derecede yiiksek olarak bulundu (p=0.032). Hasta grubunda HOXD9 ve



HOXDI1 genlerinin ifade diizeyleri, kontrol grubuna gore istatistiksel yonden anlaml
derecede diisiik diizeyde bulundu (p<0.001). HOXDS geninin ifade diizeyinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 4.14), (Sekil

4.22).
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Tablo 4.14. Kontrol ve Hasta Gruplarinda (AML-KML) Hedef Genlerin ifade Seviyeleri

Ortalama Degerlerinin Karsilastirilmasi

Grup
GEN Kontrol (N:20) Hasta (N:60) p
(KML-AML)

HOTAIR 0.04 £0.03 0.13+£0.04 0.032
HOXDS 0.05 £0.03 0.04 £0.01 0.216
HOXD9Y 0.18 £0.08 0.01 £0.00 <0.001

HOXD11 0.12 £0.06 0.01 £0.00 <0.001

Veriler (Ortalama + S.E.Mean) olarak ifade edilmistir.
N: Ornek Sayisi
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Sekil 4.22. Kontrol ve hasta gruplar1 (AML-KML) arasinda hedef genlerin ifade

seviyelerinin ortalama degerleri
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4.13. Tiim Sonuclarin Birlikte Degerlendirilmesi

HOTAIR gen ifadesinin en fazla oldugu grubun KML, daha sonra AML ve kontrol
grubu oldugu gozlendi. AML ve kontrol gruplar1 arasinda HOTAIR gen ifade
diizeylerinde anlaml bir fark gozlenmedi (p>0.05). Fakat tiim hasta grubu ile kontrol
grubu karsilastirildiginda, bu genin hasta grubunda daha fazla eksprese oldugu goriildii.
HOXDS gen ifade diizeyinde tiim ¢alisma gruplar1 arasinda anlaml bir fark gdzlenmedi
(p>0.05).

HOXD9 gen ifadesi en fazla kontrol grubunda bulundu. AML ve KML gruplar: arasinda
bu genin ifade diizeyinde anlaml bir fark gézlenmedi (p>0.05). Ancak her iki hasta
grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda HOXD9 gen ifade diizeyinin hasta
gruplarinda daha az oldugu goriildii.

HOXDI1 gen ifadesinin en fazla oldugu grubun kontrol grubu oldugu gozlendi. AML
ve KML gruplar1 arasinda bu genin ifade diizeyinde anlamli bir fark gozlenmedi
(p>0.05).

Kontrol, AML ve KML hasta gruplarinda ¢aligmaya alinan tiim hedef genlerin ifade
diizeyleri Tablo 4.15 ve Sekil 4.23.’de gosrerildi.

Tablo 4.15. Kontrol Grubu, AML Grubu ve KML Hasta Gruplar1 Arasinda Hedef

Genlerin Ifade Seviyelerinin Birlikte Degerlendirilmesi

Olciilen Gen ifadeleri
Grup HOTAIR HOXDS HOXD9Y HOXD11
AML
(N:30) | 0.06+0.02 | 0.03+0.01 | 0.01=+0.01 0.01 £0.00
KML
0.21+0.07 | 0.05%0.02 | 0.01 £0.01 0.01 £ 0.00
(N:30)
Kontrol
0.04+0.03 | 0.05+0.03 | 0.18+0.08 0.12 £0.06
(N:20)

Veriler (Ortalama + S.E.Mean) olarak ifade edilmistir.
N: Ornek Sayisi
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Sekil 4.23. Kontrol grubu, AML ve KML hasta gruplarinda hedef genlerin ifade

seviyelerinin ortalama degerleri



5. TARTISMA VE SONUC

Kemik iliginde myeloid seriyi meydana getiren hiicrelerden olan graniilositler ve
monositler blast adi verilen gen¢ hiicrelerin karmasik bir olgunlasma siireci
gecirmesiyle olusurlar. AML blast hiicrelerin olgunlasamayip kemik iligi ile kanda
birikmesiyle karakterize malign bir hastaliktir (7).

Son 30 yilda, tedavideki gelismelere ragmen eriskinlerde en sik goriilen akut 16semi
olan AML’deki remisyon orani %50’nin altindadir (8). AML’nin biyolojisi ve AML
hastalarinin  tedaviye verdikleri yamit tek bir mutasyon tarafindan degil, bir
kombinasyon tarafindan belirlenir. Bu durum AML’nin fenotipik oldugu kadar
genotipik olarak da heterojenite gosteren kompleks bir hastalik oldugunun gostergesidir
(121). Son yillarda birtakim gen mutasyonlar1 ve bunlarin yani swra kisitlanmis gen
ifadeleri, normal karyotipli AML hastalarinda tanimlanmig olup s6z konusu
mutasyonlarin bazilar1 ayirict prognostik ve klinik 6zelliklerle iligkilendirilmistir. Bu
durum normal karyotip iceren AML vakalarmin biiyiik cogunlugunda prognostik agidan
muazzam bir heterojeniteye isaret eder. Bu yiizden hastalarin prognozlarmin takibi,
niiks 0ngoriisii ve uzun siireli takipleri icin molekiiler markirlara ihtiya¢ vardir. Her yil
risk kategorilerini daraltacak yeni molekiiler prognostik markirlar listelere
eklenmektedir (122).

Garzon ve ark. 2014 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢caligmada; IncRNA'larin sitogenetik
olarak normal (CN) 60 yas ve iizeri AML hastalarinda klinik 6zellikler ve tekrarlayan
mutasyonlarla iliskili olup olmadigini belirlemek i¢in, tedavi almamis 148 CN-AML
olgusunda spesifik bir microarray platformu kullanarak IncRNA ifadesini
degerlendirmislerdir. Belirgin IncRNA profillerinin, FL73 genindeki (FLT3-ITD) i¢
tandem duplikasyonlar1 ve NPM1, CEBPA, IDH2, ASXLI ve RUNXI genlerindeki
mutasyonlar gibi secilmis mutasyonlarla iligkili oldugu gosterilmistir. IncRNA’larin
ifade profillerinin AML'de tekrarlayan mutasyonlar, klinik 0zellikler ve sonuclarla
iliskili oldugunu, bu IncRNA'larin bir kisminin 16semogenezde fonksiyonel bir role

sahip olabilecegini, ayrica AML'de biyomarkir olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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IncRNA ifadesine dayanarak, tek basmna standart tedavi ile tam remisyona ulagma
olasiligi olan hastalarin belirlenmesi, bu tiir hastalar1 potansiyel olarak diger
toksisitelerden uzaklastirmak ve post remisyon c¢alismalar1 {izerine arastirma
yaklasimlaria odaklanmak gibi dnemli bir ilerleme oldugunu vurgulamislardir (101).
Bizim arastirmamizda; yeni tani alan 30 AML hastasinda Real Time PCR yontemi
kullanmilarak HOTAIR, HOXDS8, HOXDY9, HOXDII gen ifade diizeyleri oOlciilerek
HOXD9 ve HOXD11 genlerinin ifade diizeylerindeki azalma istatistiksel agidan anlamli
bulunmus olup; HOTAIR ve HOXDS8 genlerinin ifade diizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemistir.

HOTAIR, cesitli insan solid tiimorlerinde artmig ifadesi ile karakterize, potansiyel bir
kanser biyomarkir1 olarak diisiiniilen uzun kodlamayan bir RNA'dir. Son zamanlarda
bir¢cok kanser cesidinde yapilan calismalarda HOTAIR 1n yiiksek diizeyde ifadelerine
rastlanmilmaktadir. HOTAIR, solid tiimorlerde epigenetik gen regiilasyonu, metastaz ve
prognoza katkida bulunurken, hematolojik hastaliklardaki rolleri hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Ayrica, literatiir incelendiginde akut ve kronik myeloid 16semili
hastalarda HOXD genlerinin mRNA ifade diizeylerinin arastirildigi bir caligmaya
rastlanmamuistir (4).

Wu ve ark. AML hastalarinda HOTAIR ifade profilini arastirmak ve tiimor
progresyonunda klinik 6nemi degerlendirmek amaciyla, yeni tam alan 85 AML
hastasinin kemik iligi veya periferik kan oOrneklerinden elde edilen mononiikleer
hiicrelerde HOTAIR ifadesini incelemek icin kantitatif polimeraz zincir reaksiyon
(qPCR) yoOntemini kullanmiglardir. HOTAIR ifadesinin  AML hastalarinda
klinikopatolojik faktorleri ve prognozu ile iligkisini istatistiksel olarak analiz
etmislerdir. AML hastalari, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda, HOTAIR ifadesinin
belirgin sekilde artmis oldugu goriilmiis ve tedavi sonrasinda HOTAIR ifade diizeyinin
belirgin sekilde azaldig: tespit edilmistir. Yiiksek diizeyde HOTAIR ifadesi bulunan
hastalarin, diisiik diizeyde HOTAIR ifadesi olan hastalara kiyasla, genel sagkalim ve
relaps goriilmeyen sagkalim siireleri agisindan nispeten zayif oldugu belirtilmistir.
HOTAIR 1, kotii prognozun bir biyomarkir1 olarak temsil edilebilecegi ve AML
tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi ongoriilmiistiir (123). Hao ve
ark. de novo AML hastalarinin, AML tam remisyon (AML-CR) hastalarinin ve saglikli
kontrollerin kemik 1iligi Orneklerinde HOTAIR ifadesini gercek zamanh kantitatif
reverse transkripsiyon PCR (qQRT-PCR) yontemiyle degerlendirmislerdir. de novo AML
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hastalari; AML-CR hastalar1 ve normal kontroller ile karsilastirildiginda; HOTAIR
ifadesinin belirgin sekilde arttigin1 gostermislerdir. HOTAIR asir1 ifadesinin klinik
Oonemini incelemek i¢in de novo AML Orneklerinin klinikopatolojik parametreleri ile
HOTAIR ifade diizeyi arasindaki korelasyon arastirilmistir. Analizler, yiikselmis
HOTAIR seviyesinin hastaligin yiiksek risk grubu ile anlamli korelasyon gosterdigini;
bununla birlikte, hastalarin cinsiyeti veya losemi alt tipi arasinda herhangi bir iliskinin
olmadigin1 gostermistir. HOTAIR'm AML'deki roliinii daha detayli incelemek igin,
losemi hiicresi proliferasyonu iizerine fonksiyonel etkilerini de arastirmislardir.
HOTAIR 1n baskilandig1 16semi hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun onemli derecede
azaldigim gostermislerdir. HOTAIR 1n baskilanmasiyla in vitro olarak 16semi hiicresi
proliferasyonunun inhibe edilebilmesinin, AML icin yeni bir prognoz markiri ve tedavi
icin umut verici bir hedef olabilecegi vurgulanmistir (124). Zhang ve ark. yapmus
olduklar1 bir calismada, HOTAIR m akut 16semilerdeki roliinii arastirmiglardir. 96 akut
losemi hastasinin ve 80 saglikli kontroliin mononiikleer hiicrelerinde HOTAIR ve
HOTAIR sinyal yolunda gorev alan her bir genin ifadesini Real Time PCR yontemi
kullanarak analiz etmislerdir. Akut monositik 16semi (MS5) hastalarinda HOTAIR
ifadesinin kontrol orneklerine gore artmis oldugunu ve diger AML tiplerine gore artisin
daha yiiksek oldugunu, M5 hastalarinda HOTAIR m kotii prognozla yakindan iligkili
oldugunu belirtmislerdir. HOTAIR ifadesini, ALL, AML, M5 olmayan AML hastalar1
ile karsilagtirmislar ve istatistiksel agidan anlaml bir fark olmadigini gozlemlemisledir
(125). Xing ve ark. HOTAIR IncRNA'nin artmis ifadesinin, HOTAIR ve miR-193a
arasindaki etkilesim yoluyla c-KIT proto-onkogeninin ifadesini modiile ederek AML'de
onkojenik bir aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir (126). Lin ve ark. yaptiklari
meta analizlerde, HOTAIR m 16semi ve lenfomadaki kotii prognozu degerlendirmek icin
yeni bir belirleyici faktor olabilecegini belirtmislerdir. Ancak, biiyiik sayilar1 kapsayan
losemi ve lenfoma hasta gruplarinda prognostik rolii arastiran prospektif randomize
kontrollii calismalara ihtiya¢ oldugunu da ifade etmislerdir (127). Sayad ve ark. iran
toplumunda yapmis olduklar1 bir ¢alismada HOTAIR’in AML hastalart icin bir
biyomarkir olmadigini ifade etmislerdir. 25 de novo AML hastas1 ve 40 saglikli
kontroliin periferik kan orneklerini kullanarak HOTAIR ifadesini qRT-PCR yontemi ile
degerlendirmislerdir. AML hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda HOTAIR gen ifade
diizeyinde anlamli bir fark olmadigmi belirtmislerdir. HOTAIR'm ifade diizeyi ve

AML'ye duyarlilig1 arasinda olas1 bir iligkiyi aragtirmak adina erkekler ve kadinlar
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arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark olmadigint da bildirmislerdir.
Arastirmacilar; HOTAIR ifade diizeyinin, AML icin kesin bir tanisal veya terapotik
biyomarkir olarak diisiiniilemeyecegini, elde ettikleri sonuclarin ileride yapilacak olan
caligmalarla dogrulanmasi gerektigini ve HOTAIR ile AML arasindaki korelasyonun
hélen arastirilmasi gerektigini vurgulamislardir (128).

Bizim arastirmamizda; yeni tani alan 30 AML hastasinin ve kontrol grubu olarak da 20
saglikli bireyin periferik kan ornekleri kullanildi. Elde ettigimiz bulgulara gore; AML
hastalarinda HOTAIR geninin ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriildii (p>0.05). AML hasta grubu ile
yaptigimiz analizler, Sayad ve ark. yapmis olduklar1 calismaya benzer nitelikte HOTAIR
ifade seviyesinin, AML icin kesin bir tanisal veya terapotik biyomarkir olarak
diisiiniilemeyecegini desteklemektedir. Elde ettigimiz sonuclar, AML hastalarindaki
HOTAIR ifade diizeyinin prognostik roliiniin arastirildigi daha fazla hasta sayis1 iceren
ve daha kapsamli caligmalara halen ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. Blastik hiicre
popiilasyonunun kemik iliginde daha belirgin olarak lokalize olduklar1 gdz Oniine
alindiginda, HOTAIR geninin ifade diizeyinin kemik iligi orneklerinde de 6lgiilmesi,
calismamizin daha etkin ciktilar verebilmesine imkan saglayabilir.

KML, erigskinlerde yeni tani alan loseminin yaklasik %15'ini olusturan major
myeloproliferatif bir hastaliktir. 22. kromozom iizerinde bir hibrid BCR-ABL onkogeni
olusur ve bu genin iiriinii olan p210 peptidi KML'nin patogenezinde rol oynayan yapisal
olarak aktiflestirilmis tirozin kinaz aktivitesine sahiptir (104). KML i¢in yaygin olarak
kullanilan ve oldukca etkili olan tedavi, BCR-ABL onkoproteininin kinaz aktivitesini
inhibe eden tirozin kinaz inhibitorlerinden imatinib mesilat uygulamasidir. BCR-ABL'yi
hedef alan tirozin kinaz inhibitorleri ¢gogu KML hastasi i¢in ilk basamak tedavidir ve
KML prognozunu biiyiik dlciide gelistirmistir. Bununla birlikte, imatinib direnci, KML
tedavisinde biiyiik bir sorun olarak ortaya c¢ikmaktadir. Tirozin kinaz inhibitor
tedavisine kars1 direngle birka¢ molekiiler yol iliskilendirilmistir ancak ila¢ direncinin
gelismesinin kesin mekanizmasi belirsizligini korumaktadir. Bu nedenle son yillarda,
tanida klinik sonuclar1 Ongorebilen, hastalarin prognostik olarak siniflandirilmasina
yardime1 olan ve ila¢ direncini ongdrmek ve yonetmek icin IncRNA'larin ifade profilleri
tizerinde durulmaya baslanmistir (129). Yeni potansiyel biyolojik markirlarin

tanimlanmasi; hastaya uygun tedavi siirecinin uygulanmasi ve gelisebilecek ilac
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direncinin pratik olarak izlenebilmesine olanak saglayarak hastalarda uzun vadeli daha
1yi sonuglarin alinmasi i¢cin 6nemlidir (103).

Bu durumda IncRNA’lar prognostik faktor olarak biiyiik 6nem kazanmaktadir. Birgok
kanser ¢esidinde biyomarkir olarak kullanilabilmeleri i¢in ¢caligmalar siirdiiriilmektedir.
IncRNA'lar epigenetik gen regiilasyonuna, metastazlara ve solid tiimorlerin prognozuna
katkida bulunurken, hematopoetik kanserlerle olan iliskisi de son yillarda yapilan
caligmalar ile ortaya konmaya baslanmistir (130).

Wang ve ark. yapmis olduklar1 caligmada imatinibe karsi1 KML direncinde HOTAIR 1n
mekanizmalarim aragtirmislardir. KML hastalarinda HOTAIR ifadesini tespit etmek icin
Real Time PCR yontemini kullanmiglardir. 34 KML hastasinit MRP1-diisik ve MRPI-
yiikksek olmak lizere gruplara aywrmislardir. HOTAIR'n ifadesinin MRPI yiiksek olan
hastalarda ve K562-imatinibe direncli hiicrelerde kontrol ile karsilastirildiginda biiyiik
Olciide arttigimi gostermislerdir. KS62-imatinibe direngli hiicrelerde HOTAIR ifadesinin
baskilanmasiyla MRPI geninin ifadesinin azaldigim ve imatinib tedavisine daha yiiksek
hassasiyet gelistigini gostermislerdir. Ayrica, K562-imatinibe direngli hiicrelerde
HOTAIR ifadesinin baskilanmasinin PI3K/Akt aktivasyonunu biiyiik dl¢iide azalttigini
belirtmislerdir. HOTAIR'm KML hiicrelerinde ¢oklu ila¢ direncini PI3K/Akt sinyal
yolunun aktivasyonu ile modiile ettigini belirtmislerdir (131). Wang ve ark. imatinibe
direncli oldugu bilinen KML hiicrelerinde HOTAIR m ifadesinin artmis oldugunu
bildirmislerdir (131).

Bizim arastirmamizda ise yeni tani alan tedavi oncesi KML hastalarinda HOTAIR
geninin ifade diizeyinin kontrol grubuna gore artmis oldugu goriildii (p<0.05). KML
grubunun HOTAIR gen ifadesi AML grubuna gore daha yiiksek diizeyde bulundu
(p<0.05). Hasta grubunda (AML-KML) HOTAIR gen ifade diizeyi, kontrol grubuna
gore istatistiksel yonden anlamli derecede yiiksek olarak bulundu (p=0.032). Elde
ettigimiz bulgular dogrultusunda HOTAIR ifadesindeki artisin yeni tant alan KML
hastalarinda 6nemli bir potansiyel faktor olabilecegi soylenebilir.

HOX genleri embriyo hiicrelerinde viicutta hangi yapilarin nerede bulunacaklarini ve bu
nedenle neye doniiseceklerini belirleyen genlerdir. Tiim homeotik genler HOX denilen
180 niikleotidlik (60 aa) ortak nokta icermektedir. HOX genleri kendi icinde A, B, C, D
olmak iizere 4 gruba ayrilmakta ve farkli kromozomlarda lokalize olmaktadirlar (63).
HOTAIR, 2. kromozomun HOXD lokusunda yer alan HOXDS8, HOXD9, HOXDI0,
HOXD11 genlerinin ifadesini baskilamaktadir (8,45).
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AML hastalarinda yapilan calismalarda HOXD genlerinin Olgiilebilecek ifadelerine
rastlanmamistir (132). HOXDI1 geninin hematolojik hastaliklarla olan iligkisi tam
olarak bilinmemektedir (86).

Bizim arastirmamizda, HOTAIR ile 16semi arasindaki iliskiyi ve HOTAIR 1n prognostik
rolii hakkindaki onemini kavramak icin daha fazla veri elde etmek amaciyla HOTAIR ile
birlikte ayn1 zamanda HOTAIR tarafindan hedef alinarak baskilanan HOXD genlerinden
HOXDS8, HOXD9 ve HOXDI1 genlerinin de ifade diizeyleri, hem saglikli kontrollerde
hem de AML ve KML hasta grubunda olciilerek karsilastirildi. AML hasta grubunda
HOXD9 ve HOXDII genlerinin ifade diizeyi kontrol grubuna gore diisiik diizeyde
bulundu (p<0.05). Yeni tam almis 30 AML hastasinda HOXD9 ve HOXD11 genlerinin
ifadelerinin baskilandig1 gosterildi. KML hasta grubunda HOXD9 ve HOXDII
genlerinin ifade diizeylerinin kontrol grubuna gore azalmis oldugu goriildii (p<0.05).
KML tanisini yeni alan 30 hastanin tedavi oncesi kan 6rnekleriyle yaptigimiz ¢calismada
HOXD9 ve HOXDI1I genlerinin ifadelerinin baskilandig1 gosterildi. AML ve KML
gruplar1 arasinda HOXDS, HOXD9 ve HOXDII genlerinin ifade diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

Sonug olarak; HOTAIR geninin, KML hastalarinda HOXD9 ve HOXDI1 genlerinin
ifadesini baskilayarak onkojenik faaliyet gosterdigi, HOTAIR m ifade profillerinin
KML hastalarinin prognostik olarak smiflandirilmasinda ve ila¢ direncinin 6ngoriilmesi
ve izlenmesinde potansiyel bir biyomarkir olabilecegi, daha fazla hasta sayisi iceren

protein diizeyindeki ¢calismalarla da desteklenerek sdylenebilir.
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