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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

DNA: Deoksiribontikleik asit

RNA: Riboniikleik asit

MSS: merkezi sinir sistemi

T-ALL: T hiicreli akut lenfoblastik 16semi
PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

WBC: Beyaz Kan Hiicresi (White Blood Cell)
miRNA: Mikro RNA

mRNA: Mesajc1 RNA

RT PZR: Ters transkriptazli polimeraz zincir reaksiyonu
UPL: Evrensel prob kiitiiphanesi

3’ UTR: 3’ transle edilmeyen bolge

57 UTR: 5’ transle edilmeyen bolge

RISC: RNA aracili susturucu kompleksi
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OZET

Khodzhaev, K. (2017). Akut Lenfoblastik Losemi Hastalarina Ait Tim Genom
Ekspresyon Datasinda Regiilatér miRNA’larin Saptanmasi ve Validasyonu. Istanbul
Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

T hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL), olgunlasan timositlerde goriilen
agresif malin hastaliktir. T-ALL, pediatrik ALL vakalarinin %15’ini ve eriskin ALL
vakalarmin %25’ini temsil etmektedir. miRNA’lar tek iplikli, 19-25 nukleotit
uzunlugunda olan ve endojen “hairpin” yapidaki transkriptlerden kdken alan RNA
dizileridir. miRNA’lar, hedef mRNA’lara genelde 3° UTR bolgesindeki
komplementerlik gosterdigi bolgeye baglanarak gen anlatiminin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. T-ALL ve diger 16semi tiplerinin yani sira bircok kanser tipinde,
miRNA’larin 6zgiin anlatim profilleri sergiledikleri bilinmektedir.

Tez kapsaminda, miRNA ve mRNA array expresyon verilerinin bir arada
degerlendirilmesiyle T-ALL patogenezinde 6nemli olabilecek etkilesimlerin tespiti ve
deneysel validasyonu amaglanmastir.

Mikroarray verilerinde yapilan gen anlatimi degisimi analizlerinde, miR-29
ailesi iiyelerinin anlatiminda azalma karsi, hedeflerinden oldugu 6ngoriilen TUBB2A
anlatiminda artis gozlenmistir.

gPZR validasyonlarinda, 52 pediatrik T-ALL hasta 6rnekleri kullanilmistir. miR-
29a, miR-29b ve miR-29¢ anlatimlarinin, T-ALL hastalinda, saglikli periferik T
hiicrelerine gore anlatimlarmin diisiik olmasina karsin, saglikli timosit 6rneklerindeki
anlatima gore yiiksek oldugu bulunmustur. Buna karsilik, T-ALL ve saglikli timosit
orneklerindeki TUBB2A  anlatim  seviyelerinin  karsilagtirnlmasinda, T-ALL
orneklerindeki TUBBZ2A anlatiminin yliksek oldugu bulunmustur. Dolayisiyla, T-
ALL’de, mir-29 ve ongoriilen hedefi olan TUBB2A anlatimlar1 ters yonde degil, ikisinin

PR

de anlatiminin ayn1 yonde degistigi gosterilmistir.

TUBB2A anlatimi, WBC sayilar1 yiiksek olan hasta grubunda yiiksek oldugu,
TUBB2A’'nin daha kisa genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalimla iliskili oldugu
gosterilmistir. Cox regresyon analizi sonuglarina gore, TUBB2A analtiminin ytliksek
olmasi, tedaviye yanitsizlik ve niiks ile iligkili oldugu tespit edilmistir.

Biyoinformatik analiz bulgularinin, farkli tekniklerle hastalia 6zgii ve ilgili dogru
saglikli kontrollerinde validasyonunun yapilmas: gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: T-ALL, mikroarray, mir-29, TUBB2A

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi. Proje No: BAP-
TYL-2016-21490, TUBITAK 119S395 ve Istanbul Kalkinma Ajansi, Gelecege Yatirim:
BIYOBANKA projesi (Proje No: TR10/15/YNK/0093) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Khodzhaev, K. (2017). Regulatory miRNA Detection by Means of Analysing Whole
Genome Expression Array Data of Acute Lymphoblastic Leukemia Patients. istanbul
University, Institute of Health Science, Genetics Department. Master Thesis. istanbul.

T cell acute lymphoblastic leukemia is a aggressive malign timor which arises
from aberrant development of thymocytes. T-ALL represents 15% of pediatric and 25%
of ALL cases. microRNAs are 19-25 nucleotide long molecule which takes it origin
from endogeneously coded hairpin transcripts. microRNAs have role in regulating gene
expression by means of binding to complementary sequences in 3’UTR of their target
genes. T-ALL and other cancer types are known for their specific microRNA expression
pattern.

This study aims at analysing combined mRNA and miRNA expression array
data and reveal candidate interactions which may be important in T-ALL pthogenesis.

Differential gene expression analyses, carried out in both miRNA and mRNA
expression array data had shown that significantly decreased expression of miR-29 gene
family corresponded to the increase of its candidate target gene TUBB2A.

Cohort of 52 pediatric patients were used in gPCR validation. miR-29a, miR-
29b and miR-29c¢’s expression levels were seen to be decreased in T-ALL ompared to
heasthy control periferal T cells. But when T-ALL samples were compared with healthy
thymocyte subsets expression levels of mir-29 family members were seen to be
elevated. Expression levels of TUBB2A in T-ALL samples were detected to be increase
compared to thymocyte subsets. So the hypothesis of miR-29 and TUBB2A to be in
interaction did not hold true in T-ALL, because both of them were found to be
upregulated.

When groups of patients having high or low WBC counts were compared,
expression levels of TUBB2A were seen to be significantly higher in the group with
high WBC count. Higher TUBB2A expression was correlated with shorter overall and
disease free survival. Cox regression analyses had shown that increased TUBB2A
expression is correlated with no induction response and also with relapse.

Findings of bioinformatics analyses should be validated with different tecniques in
respective disease and proper healthy control groups.

Key Words: T-ALL, microarray, mir-29, TUBB2A

Present work was supported by the research fund of istanbul University. project no.
BAP-TYL-2016-21490, TUBITAK 119S395 and istanbul Development Agency,
Investing In The Future: BIYOBANK (project no: TR10/15/YNK/0093).
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GIRIS VE AMAC

Kan, en yiiksek rejeneratif dokulardan biridir ve giinde yaklasik 10* yeni hiicre
iiretimi yapmaktadir. Hematopoetik kok hiicrelerden (HSC) kdkenlenen hiicreler lenfoid
ve miyeloid olmak iizere iki ana yol iizerinden farklilagmaktadirlar. Lenfoid yolu
izleyen hiicreler, kazanilmis ve dogumdan gelen immiin sistemi hiicreleri olan T-, B- ve

dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerine farklilagmak {izere gelismektedirler.

Immiin sistemin pargast olan T hiicreleri hematopoetik kok hiicrelerden
kokenlenmektedirler. Multipotent hiicrelerden farklilasan T hiicreleri bir¢ok kompleks
basamak sonucunda olgunlagsmaktadirlar. Bu siire¢ esnasinda birgok kritik evre
meveuttur; onciil hiicrelerin ¢ogalmasi, T hiicre farklilasmasina yonelmeleri ve gen
yeniden yapilanmalarinin ardindan {iretimi yapilan T hiicre reseptorii (THR) gibi. Cok
siki secilim basamaklart sonucu, T hiicrelerinin major histokompatibilite kompleksine
(MHC) 6zgti fakat “6z” kaynakli antijenlere kars1 reaktif olmamalar1 saglanmaktadir. T
hiicresinin farklilasmasi, gelismesi ve secilimler sonucu “6z” ve “yabanci” ayrimini
yapabilme oOzelliklerinin kazanmasindaki mikrocevre saglama gorevini timus
tistlenmektedir. T hiicresine farklilasmak tizere timusa go¢ eden kok hiicrelerine timosit

ad1 verilmektedir.

T  hiicresi Onciillerinin ¢ogalmasi, farklilasmas1 ve gelisimi timustan
kaynaklanan sitokinler, kemokinler, Wnt proteinleri ve Notch ligandlar1 araciligiyla

olmaktadir.

T hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL), olgunlasan timositlerde goriilen
agresif malin hastaliktir. T-ALL, pediatrik ALL vakalarinin %15’ini ve erigkin ALL
vakalariin %25’ini temsil etmektedir. T-ALL, klinikte yiiksek 16kosit sayisi, yiiksek
blast hiicresi ve mediastinal lenf diiglimlerinin bilylimesiyle tanimlanmaktadir. Tarihsel
olarak T-ALL kétii prognozlu bir hastalik olarak tanimlanmis olsa da, gliniimiizde
kullanilan c¢oklu kemoterapi yaklagimlari ile sagkalim orani pediatrik vakalar igin
%70’e, 60 yas alt1 eriskinler i¢in %30-40’a ve 60 yas iistii hastalarda %10’a ulagsmustir.
Hastaligin niiksettigi hastalarda genelde kemoterapiye direng gelismekte ve bu vakalar
kot prognozla seyretmektedir. Dolayisiyla, yeni molekiiler hedeflerin belirlenmesi ve
daha spesifik tedavilerin gelistirilmesi i¢in, T-ALL’nin olugmas1 ve gelismesine sebep

olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekmektedir.
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T-ALL’de goriilen gen ve kromozom mutasyonlara ek olarak kodlama
yapmayan kiiciik RNA’lar (miRNA) da I6komogenezde rolii olan mekanizmalardan
birisidir.

miRNA’lar tek iplikli, 19-25 nukleotit uzunlugunda olan ve endojen “hairpin”
yapidaki transkriptlerden koken alan RNA dizileridir. miRNA’lar, hedef mRNA’lara
genelde 3° UTR bolgesindeki komplementerlik gosterdigi bolgeye baglanarak gen
anlatiminin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Gelisim, farklilagsma, hiicre ¢ogalmasi,

apoptoz ve strese cevap gibi temel islevlerin diizenlenmesinde rol almaktadir.

T hiicre gelisimi timusta meydana gelmektedir ve DN, DP ve SP evrelerini
izleyen T hiicresi CD4+ veya CD8+ T hiicrelerine farklilagsmaktadir. CD4 hiicreleri
daha sonra Thl, Th2, Thl7 veya Treg alt tiplerine farklilagabilirken, CDS8 hiicreleri
sitotoksik T hiicresine farklilagabilmektedir. Bu gelisim evrelerinin — DN evresinden
farklilagmig T hiicrelerine kadar — kendine 6zgli miRNA anlatim profillerine sahip
oldugu bilinmektedir. Bircok miRNA, kritik rolii olan tiimor supresor genlerin anlatmini

baskilayarak 16semi gelisimine katkida bulunmaktadir.

Bu tez amaci, biyoinformatik analizler ile miRNA ve mRNA microarray
verilerinin bir arada degerlendirilmesi, ©6ne c¢ikan miRNA ve hedef mRNA

anlatimlariin validasyonu ve olas1 klinik 6nemleri aragtirmaktir.



16

1. GENEL BILGILER

1.1. T hiicre gelisimi ve T-ALL

1.1.1. Hematopoez

Kan, en yiiksek rejeneratif dokulardan biridir ve giinde yaklagik 10* yeni hiicre
tiretimi yapmaktadir. Hematopoetik kok hiicrelerden (HSC) kékenlenen hiicreler lenfoid
ve miyeloid olmak {iizere iki ana yol iizerinden farklilasmaktadirlar. Lenfoid yolu
izleyen hiicreler, kazanilmis ve dogumdan gelen immiin sistemi hiicreleri olan T-, B- ve
dogal oldiirticii (NK) hiicrelerine farklilasmak {izere gelismektedirler. Miyeloid yolu
izleyen kok hiicreler ise, graniilositleri (n6trofil, eozinofil, mast hiicreleri ve bazofiller),
monositleri,  eritrositleri ve  megakaryositleri meydana  getirmek  iizere

farklilasmaktadirlar (2).

Hematolojik hastaliklar genelde malign olmayan (anemi, primer immiin
yetmezlikler, miyeloproliferatif ve miyelodisplastik sendromlar gibi) ve malign

(miyeloid ve lenfoid 16semiler gibi) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (2).

1.1.2. T hiicre gelisimi

Immiin sistemin pargast olan T hiicreleri hematopoetik kok hiicrelerden
kokenlenmektedirler. Multipotent hiicrelerden farklilasan T hiicreleri bircok kompleks
basamak sonucunda olgunlagmaktadirlar. Bu siire¢ esnasinda birgok kritik evre
mevcuttur; onciil hiicrelerin ¢ogalmasi, T hiicre farklilagmasina ydnelmeleri ve gen
yeniden yapilanmalarinin ardindan tiretimi yapilan T hiicre reseptorii (THR) gibi. Cok
sik1 se¢ilim basamaklar1 sonucu, T hiicrelerinin major histokompatibilite kompleksine
(MHC) 6zgii fakat “6z” kaynakli antijenlere karsi reaktif olmamalar1 saglanmaktadir. T
hiicresinin farklilagmasi, gelismesi ve segilimler sonucu “6z” ve “yabanci” ayrimini
yapabilme Ozelliklerinin kazanmasindaki mikrogevre saglama goérevini timus
iistlenmektedir. T hiicresine farklilasmak tizere timusa go¢ eden kok hiicrelerine timosit

ad1 verilmektedir.

T hiicresi gelisimi, CD4 ve CD8 basta olmak iizere bir¢ok hiicre ylizeyi
proteinlerine gore birkag evrede incelenebilmektedir. Bu evreler, gelisim sirasina gore
hem CD4 hem de CD8’in anlatimmin yapilmadigi CD4(-)CD8(-) ¢ift negatif “double
negative=(DN)”, CD3’{in negatif fakat CD4’lin pozitif oldugu CD4(+)CD3(-) immatiir
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tek pozitif “immature single positive=(ISP)”, hem CD4’ii hem CD8’in pozitif oldugu
CDA4(+)CD8(+) ¢ift pozitif “double positive=(DP)”, yardimct T hiicresi olan
CD4(+)CD3(+) ve sitotoksik T hiicresi olan CD8(+)CD3(+) evreleridir. CD3, THR
pargast oldugu icin, CD3’iin pozitif olmasi T hiicresinin fonksiyonel THR anlatimi

yaptigini gosterir.

T hiicresi Onciillerinin  ¢ogalmasi, farklilasmasi ve gelisimi timustan

kaynaklanan sitokinler, kemokinler, Wnt proteinleri ve Notch ligandlar1 araciligiyla
olmaktadir (3).

1.1.3. T-ALL genetik alt yapisi

T hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL), olgunlagsan timositlerde goriilen
agresif malin hastaliktir. T-ALL, pediatrik ALL vakalarinin %15’ini ve eriskin ALL
vakalarinin %25’ini temsil etmektedir. T-ALL, klinikte yiiksek lokosit sayisi, yliksek
blast hiicresi ve mediastinal lenf diigiimlerinin biiylimesiyle tanimlanmaktadir. Tarihsel
olarak T-ALL kotii prognozlu bir hastalik olarak tanimlanmis olsa da, giiniimiizde
kullanilan ¢oklu kemoterapi yaklasimlari ile sagkalim orani pediatrik vakalar igin
%70’e, 60 yas alt1 erigkinler i¢in %30-40’a ve 60 yas istii hastalarda %10’a ulagsmustir.
Hastaligin niiksettigi hastalarda genelde kemoterapiye direng gelismekte ve bu vakalar
kotii prognozla seyretmektedir. Dolayisiyla, yeni molekiiler hedeflerin belirlenmesi ve
daha spesifik tedavilerin gelistirilmesi i¢in, T-ALL’nin olugmas1 ve gelismesine sebep

olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekmektedir (4).

T hiicresinin transformasyonu, timosit gelisiminden sorumlu genlerde meydana
gelen genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu, hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi ve
sagkalimi gibi siiregleri kontrol eden mekanizmalarin bozulmasiyla seyreden c¢ok
kademeli bir siiregtir. Bu siireglerin tetiklenmesinde, hiicresel yolaklarin devamli aktif
olmasina sebep olan mutasyonlar (6renegin, T-ALL nin >%60’1nda goriilen NOTCHI1
yolag); hiicre dongiisiinden sorumlu molekiillerdeki mutasyonlar (6rnegin, T-ALL’nin
%70’inde goriilen CDKN2 lokusundaki pl6INK4A ve pl4ARF tiimor baskilayict
genleri); normal timositlerde anlatimi yapilan (6rnegin MYC, %]1) ve yapilmayan
(6rnegin TAL1, TAL2, %3) transkripsiyon faktorlerinin anlatimindaki artisa ve/veya
anlatim kaybina (6rnegin, LEF1(%15), ETV6 (%13), BCL11B (%10), RUNX1(%10-20),
GATA3 (%S5)), kromatin diizenlenmesinde gorevli molekiillerdeki mutasyonlar (EZH2
(%10-15), SUZ12 (%10), PHF6 (%20-40)) ve hiicresel sinyal ileti yolaklarinda gorevli
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molekiillerdeki mutasyonlar (PTEN (%17), ABL1 (%8), RAS (%5-10), JAK2 (%4-18),
JAK3 (%5), FLT3 (%2-4), ILTR (%10)) tespit edilen genomik anomaliler arasindadir
(4,5).

T-ALL’de goriilen gen ve kromozom mutasyonlara ek olarak kodlama
yapmayan kiiciik RNA’lar (miRNA) da lokomogenezde rolii olan mekanizmalardan
birisidir (6).

1.2. Kodlama Yapmayan RNA’lar

Genomun kodladigt RNA’larin  biliyik bir kisminin protein karsilig
bulunmamaktadir. Bu kodlama yapmayan RNA’lar, hem yap1 hem fonksiyon acisindan
biiylik ¢esitlilige sahiptir. RNA’lar hakkindaki bilgilerin artmasiyla beraber, kodlama
yapmayan RNA’larin, hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi, apoptoz, strese karsi cevap ve
genomun stbilitesi dahil bir ¢ok yolak iizerinde etkili olduklar1 anlasilmaktadir.
Kodlama yapmayan RNA genlerindeki genetik ve epigenetik degisimler, kanser gibi

kompleks hastaliklarda 6nem arz etmektedir (7).

1.2.1. Mikro RNA (miRNA)
miRNA’lar tek iplikli, 19-25 nukleotit uzunlugunda olan ve endojen “hairpin”
yapidaki transkriptlerden koken alan RNA dizileridir. miRNA’lar, hedef mRNA’lara
genelde 3° UTR bolgesindeki komplementerlik gosterdigi bolgeye baglanarak gen
anlatiminin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Gelisim, farklilasma, hiicre ¢ogalmasi,

apoptoz ve strese cevap gibi temel islevlerin diizenlenmesinde rol almaktadir (8).

Biitiin miRNA’larin  %40°1 kadar1 kiime (cluster) seklinde bulunur ve genellikle
ayni biyolojik yolagin kontroliinden sorumludurlar (1). Olgunlasmamis miRNA
transkriptleri, 60-80 niikleotid uzunlugundadir ‘loop’ seklindedir; bu molekiiller
RNase Il endoribonukleaz ailesinden olan DROSHA enzimi tarafindan nukleusta
islenir ve yaklasik 70 niikleotid uzunlugunda olan ve 3° ucunda 2 niikleotid ¢ikintisi
olan pre-miRNA meydana getirir (Sekil 1). ‘Hairpin’ yapisinda olan bu molekiil
eksportin5 tarafindan sitozole tagiir. Sitozoldeki pre-miRNA’lar DICER tarafindan
islenerek 21-25 niikleotid uzunlugundaki cift iplikli miRNA’lar halini alir. Olgun hale
gelen miRNA’nin bir ipligi uzaklastirilir (miR*) ve diger ipligi (“guide strand”) post-
transkripsyonel gen susturmasinda islev goren RISC (“RNA induced silencing



complex”) yapisindaki AGO (ARGONAUTE)
proteini yapisina dahil olur (9,10). Uzaklastirilip
akibeti  bilinmemesine

kullanilmayan ipligin

ragmen bu RNA pargalarinin eksozomlarla
hiicreden disar1 atildigi disiiniilmektedir, c¢ilinkii
viicut stvilarinda miRNA’lar saptanabilmekte ve
giinimiizde bu miRNA’larin kanser tanisinda
belirte¢ olarak kullanilmasi konusu biiyiik bir ilgi
cekmektedir (1). Kanonik miRNA biyogenezi
miRNA’larim  bir  kismu

yolunu izlemeyen

(mirtron),  kirpilan  intronlardan =~ meydana
gelmektedir ve DROSHA aktivitesine gereksinim

duymaksizin olgunlagmaktadirlar (11).

miRNA, RNA veya
RNAI (“RNA interference”) olarak bilinen gen

sessizlestirilmesi

anlatiminin baskilanmasi mekanizmasinda gorevli

molekiillerden  biridir. Bu  mekanizmanin
anlasilmasinda kullanilan C.elegans deneylerinde
organizmaya verilen RNA molekiillerinin tek
iplikli degil ¢ift iplikli olmas1 halinde (dsRNA) bu
yolagin daha etkili bir sekilde aktiflestigi
gorilmiistiir.

C.elegansin kullanmildig1 arastirmalarda
bu mekanizmada gorevli genler tanimlanmistir.
Elde edilen verilerin kullanilmasiyla bir¢ok

organizmada bu genlerin homologlart oldugu
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Sekil 1: miRNA biyogenezi (1)

anlasilmistir ve bu organizmalarda posttranskripsiyonel gen sessizlestirilmesi (PTGS),

‘co-suppression’, ‘quelling’” ve RNAI olarak bilinen bu mekanizmalarda ortak 6zellikler

paylasilmaktadir. Bu yolagin aktiflesmesinde DICER tarafindan islenmesiyle olusan ¢ift
iplikli RNA molekiilii ana eleman olarak goriilmektedir (12,13). miRNA ve siRNA
(“small interfering RNA”) temel islevleri ve biyokimyasal yapilar1 bakimindan (20-25

niikleotid uzunlugunda, 5°- fosfat ve 3’-hidroksil igceren dizi) aynidir. miRNA ve siRNA

ayrimi bu iki molekiiliin biyogenezi bakimindan yapilabilir — siRNA’lar endojen veya

ekzojen kaynakli dsSRNA molekiilleridir (‘hairpin’ veya ¢ift iplik seklinde) ve bunlarin
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islenmesi sonucu genelde ¢ift iplikli RNA’nin her iki kolundan islevsel dizi meydana
gelmektedir. miRNA ise endojen kaynakli ‘hairpin’ yapisindaki molekiildiir ve
islenmesi sonucu genelde gen anlatimi susturulmasinda ¢ift iplikli iiriiniiniin tek ipligi

kullanilmaktadir (14).

mIiRNA ve siRNA molekiiliiniin RISC tarafindan yapisina alinmasindan dnce bu
oncil cift iplikli molekiillerin birinin se¢ilmesi énem arz etmektedir, ¢linkii secilen
diziye komplementer olan mRNA hedef dizisi taninarak transkriptin proteine ¢evrilmesi
engellenmektedir. DICER tarafindan islenerek ¢ift iplikli hale gelen bu iki molekiiliin
bir ipligi ‘anti-sense’ (mRNA’daki hedef diziye komplementer) ve bu ipligin
komplementeri olan ‘sense’ (miR*) iplik olarak adlandirilmaktadir. Yapilan
calismalarda tanimlanmis olan miRNA oOnciillerinin termodinamik analizleri sonucu ¢ift
iplikli molekiiliin ‘anti-sense’ ipliginin 5° ucunun daha az kararl oldugu bulunmustur,
dolayisiyla RISC tarafindan iki ipligin ¢6ziilmesi esnasinda ATP ile gerceklesen siiregte

‘anti-sense’ ipligi daha ¢ok tercih edilmektedir (12,13).

Hayvanlardaki miRNa’lar, hedef mRNA’larinin kismi komplementerlik
gosterdiklert 3> UTR bolgesindeki dizileri tantyarak baglanirlar. mRNA’nin 3> UTR
dizisine baglanan miRNA’nin 5’ ucundaki 2. - 7. Nukleotidleri arasindaki bolge “seed”
olarak bilinmektedir. miRNA’nin 3” ucunun hedef diziye baglanmasinin daha az énem
arz ettigi disiiniilmektedir, fakat, ozellikle miRNA’nin 5’ ucunun hedef mRNA
dizisiyle daha zayif etkilesmesi durumunda, miRNA’nin 3’ dizisinin mRNA’ya
baglanmasi, miRNA’nin etkisini giiclendirebilecegi bilinmektedir. miRNA’n1 orta
kisimlarmin (9-12. nukleotidler) ¢ikinti (“bulge”) yaparak mRNA’ya baglanmasi
durumunda hedef transkriptin translasyonel baskilanmasi veya eksonukletik kirpilmasin
ayol agmaktadir. miRNA’nin hedef transkriptte tanidigi bodlgeye tamamen
komplementerlik gostermesi durumunda (hayvanlarda nadirdir, fakat bitkilerde yaygin

etkilesim tipidir) mRNA kesilerek parcalanmaktadir (15).

1.2.2. Hematopoezde miRNA
Embriyonik kok (EK) hiicrelerdeki NANOG, OCT4 ve SOX2 gibi genlerin
anlatimindaki baskilanma ve kok hiicrelerin farklilasmasini tetikleyen aktivatorlerin
anlatimmin artmasina es olarak miRNA anlatim profilinin de degistigi bilinmektedir.
miRNA’larin EK hiicre biyolojisindeki 6nemi, Dicer geni delesyonunun yapildigi

deneyler sonucu anlagilmistir. Farede yapilan bu deneylerde, Dicer geninin delesyonu
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sonucu, erken gelisim evrelerinde morfolojik anomaliler ve embriyolarin Sliimi

gozlenmistir (16).

Dicer geninin, ozellikle hematopoetik kok (HK) hiicre kompartmanindaki
delesyonunun olusturuldugu calismada ise, apoptozun artmasi sonucu islevsel HK
hiicrelerinin olugmadig1 gozlenmistir. Bu c¢alismada, miR-125a’nin tek basina HK
hiicresinin kendini yenileyebilme 6zelliginin ve sayisinin Korumasi igin yeterli oldugu

ve apoptoza gitmesine engel olabildigi gosterilmistir (17).

Petriv ve arkadaslarmin fare modelinde yaptigi calismada, hematopoetik
hiyerarsiyi temsil eden 27 farkli hiicre tipindeki 288 miRNA anlatim seviyeleri
incelenmistir (18). Elde edilen anlatim verilerine gore yapilan kiimeleme analizinde, 27
hiicre tipi 6 biiyiik gruba ayrildigi — kdk ve multipotent hiicreler, lenfoid ve 4 grup
miyeloid hiicre hatti — gosterilmistir. Bu ¢alismanin bulguarina gére, miR-125b, miR-
196a, miR-196b, miR-130a, let-7d, miR-148b ve miR-351 kok hiicre ve progenitorlerde,
farklilagmis hiicrelere gore daha yiiksek anlatim gdstermektedir. Bu Oncii hiicrelerde
anlatimi diisiik olan miRNA’lar arasinda ise, miR-140, miR-200c, miR-484, miR-331 ve
MiR-324-5p gozlenmistir. Calismanin sonuglarina gore, hicbir miRNA sadece
farklilagmis hiicrelere 6zgii anlatimi tespit edilmemistir; fakat miR-484, miR-200c, miR-
331, miR-320, miR-210, miR-324-5p, miR-212 ve miR-690 anlatimi primitif hiicrelerde
diisiik olmas1 ve aksine bir¢ok farklilasmis hiicrede yiiksek anlatim gostermesi, bu

miRNA’larin farklilagmayi tetikleyen aday miRNA’lar oldugunu gostermektedir (18).

CD34+ hiicrelerinin onciilii olan ve hematopoetik hiicrelere kaynak olusturan
CD133+ hiicre kompartmaninda yapilan c¢alismada kombine miRNA-mRNA anlatim
profilleri, HK hiicrelerin 6zelliklerinin korunmasinda onemli miRNA’larin tespiti
acisindan incelenmistir. MiRNA-hedef ciftleri arasinda, yiiksek miR-29a ve anlatimi
diisiik olan hedefi TMP1 ve WNT yolagindaki FZD5 reseptorii one ¢ikmugstir (19).
miR-29a, ayrica fare modelinde erken hematopoez ve miyeloid farklilagmanin
kontroliinde dnemli rol iistlendigi gosterilmistir. ilgili ¢alismada, MiR-29a’nin 6nciil
progenitdrlerde yliksek anlatima sahip oldugu; geg¢ evrelerde ise anlatiminin azaldigi ve
dolayisiyla farklilasmamis hiicrelerin  kok hiicre 06zelligini korumasinda &nemli
olabilecegi gosterilmistir (20). Fare modelinde, HK hiicrelerindeki miR-29a’nin ektopik
anlatimi, myeloid prekiirsorlerindeki kendini yenileyebilme ozelliginin artmasina,
myeloid hiicre hattina farklilasmanin artmasina, myeloproliferatif hastaliklarin ve

AML’nin olugsmasina sebep oldugu gosterilmistir. Farede gozlenen AML benzei
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hastaligin gelismesiyle tutarli olarak, AML hastalarinda da miR-29a’nin anlatiminin
yiiksek oldugu bilinmektedir (20).

1.2.3. T hiicre gelisiminde miRNA
T hiicre gelisimi timusta meydana gelmektedir ve DN, DP ve SP evrelerini
izleyen T hiicresi CD4+ veya CD8+ T hiicrelerine farklilasmaktadir. CD4 hiicreleri
daha sonra Thl, Th2, Th17 veya Treg alt tiplerine farklilagabilirken, CD8 hiicreleri
sitotoksik T hiicresine farklilasabilmektedir. Bu gelisim evrelerinin — DN evresinden
farklilagmigs T hiicrelerine kadar — kendine 6zgli miRNA anlatim profillerine sahip
oldugu bilinmektedir (21).
miR-17-92 kiimesinin, T hiicre Onciillerinde yiiksek anlatim yaptigi, hiicre
farklilagmasiyla beraber anlatimimin azaldigi bilinmektedir. Bu miRNA kiimesi
hedefleri arasinda Bim (“Bcl-2-interacting mediator of cell death™) ve bir diger timor
baskilayic1 gen olan PTEN yer almaktadir. miR-17-92 transfeksiyonu yapilan farede,
lenfositlerin, 6zellikle CD4 T hiicresinin, ¢ogalmasinin ve sagkaliminin arttig1
gozlenmistir (22,23). MiR-125b naif CD4+ T hiicrelerinin gelismesinde onemlidir. Bu
miRNA’nin anlatimi ile hedefleri arasinda yer alan IFN-y, IL-2 B reseptorii, IL-10 o
reseptori ve Blimp-1 genlerinin baskilamasindan sorumludur (24). miR-181a ise, T
hiicrelerinin olgunlagsmasinda, 6zellikle T hiicrelerinin timustaki negatif seleksiyonunda
onemli yplaklarin kontroliinden sorumludur (25).miR-155 ise SOCSlhedef aldigi ve
regiilator T hiicrelerinin sagkaliminda 6nemli oldugu bilinmektedir (26). miR-182,
hedefleri genlerinden olan FOXO1 aracili regiilatoér T hiicre sagkalimindan sorumludur
(27).

1.2.4. T-ALL’de miRNA
Bircok miRNA, kritik rolii olan tiimdr supresor genlerin anlatmini baskilayarak
16semi gelisimine katkida bulunmaktadir. Ornek olarak, mir-17~92 kiimesi verilebilir.
Bu kiimenin anlatimi, Burkitt lenfomasinda, lenfoma gelisiminde ve deneysel
modellerdeki T-ALL gelisiminde goriilebilmektedir. miRNA’larin onkogenik etkileri,
birden fazla miRNA’nin ortak hedefler lizerinde etki gostermeleri halinde daha da
artabilmektedir. Omegin T-ALL’de 5 miRNA’nin (miR-19b, miR-20a, mir-26a, mir-92

ve mir-223) ¢ok az sayidaki (6rnegin, Pten ve Fbxw7) tiimor baskilayict gen iizerinde
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gosterdikleri ortak etkisi sonucu s6z konusu hedeflerin anlatimi belirgin derecede

azalmaktadir (6).

T-ALL’ye 6zgil tiimor baskilayict miRNA’lar1 tanimlamay1 amacglayan Sanghvi
ve arkadaglarinin yaptigi ¢calisma sonuglarina gore, miR-29, miR-31, miR-150, miR-155
ve mir-200c tiimor baskilayict olarak davranmaktadir ve bu miRNA’lar1 kodlayan
genlerdeki inaktivasyon/ anlatimindaki azalma 16seminin gelisimine yol agabilmektedir.
miR-150, miR-155 ve miR-200c’iin hedefledikleri ortak geni olan Myb, T-ALL’de
goriilen translokasyon sonucu Myb aktivasyonuna sebep olan (t(6;7)(g23;934), T-
ALL’nin %3’inde (5)) mekanizmaya alternatif bir siire¢ olusturmaktadir. Myb
overekspresyonu, immatiir T hiicrelerin olgunlagsmasini engellemektedir. miR-29 ve
miR-39’un ise (MiR-155 ve miR-200 ile birlikte) transkripsiyon faktorii olan Hbpl’i
hedeflemekte. Bu arastirma grubunun elde ettikleri sonucglara gore, Hbpl’in hiicre
sikliisii regiilatorii olan p21°i baskilamasi ve T hiicrelerindeki CD2’nin anlatimini tegvik

etmesinin yani sira I6semi gelisiminde de rol almaktadir (6).

1.2.5. miR-29 ailesi

mMiR-29 ailesinin klinik 6nemi, ilk Calin ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
caligma ile, miR-29 ailesi tiyelerinin anlatim seviyesindeki azalmanin, kronik lenfositik
16semi (CLL) hastaliginda kotii prognozla iligkili oldugu gosterilmistir (28). miR-29’un
karsinogenez ve prognoz iizerindeki etkisinin, TGF-B (transforming growth factor),
BMP (“bone morphogenetic protein”), EGF (“endothelial growth factor”), FGF
(“fibroblast growth factor”), WNT ) ve diger transkripsiyon faktorleri {izerinden oldugu
belirlenmistir. miR-29 anlatimi, c-MYC, p53, CEBPA tarafindan regiile edilebilmektedir.
Ayrica, miR-29 anlatiminin, NF-kB tarafindan YY1 aracili regile edilebildigi
bilinmektedir (29). miR-29 ailesi iyelerinin ekspresyonundaki bozukluklar,
nazofarengial karsinoma (NPC, “nasopharyngial carcinoma”) (30), kiigiik hiicreli dis1
akciger kanseri (NSCLC, “non-small cell lung cancer”) (31), hepatoseliiler karsinom
(HCC, “hepatocellular carcinoma™) (32), diffiiz biiyilk B hiicreli lenfoma (DLBCL,
“diffuse large B cell lymphoma”) (33), meme kanseri (34) ve kiitan6z melanoma (CM,

“cutaneous melanoma”) (35) gibi kanser tiplerinde gosterilmistir (36).

miR-29 ailesi, miR-29a, miR-29b-1, miR-29b-2 ve mIiR-29c iiyelerinden
olusmaktadir. miR-29a ve mir-29b-1 7. kromozomdan tek transkript seklinde

sentezendikten sonra olgunlagsmaktadirlar. miR-29b-2 ve mir-29c tek transkript seklinde,
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1. kromozomdan transkribe olmaktadir. Olgun mir-29 {iyelerinden (stem loop
yapisindaki 3p kolu) mir-29b-1 ve mir-29b-2 birebir aynidir, fakat dort miRNA’nin da
seed dizileri aynidir (Sekil 2B) dolayisiyla, hedefledikleri mRNA’larin ¢ogu ortaktir
(Sekil 2A) (29,37,38).

hsa-mir-29b-2 -- - -CUUCUGGAAGCUGG - - WUEMMGUGGCUUMAUUMEMUUUGDMEUMAECMUGMEW -GUUUUAGGAG- -
R 29 R 29b hsa: m.l ZBI: 1 -~ - -CUUCAGGAAGCUGG - - - - UUUCAUAUGGL J-UGUCUAGCALT) JCAGU- - - GUUCUUGGEGE -
mik- a mik- hsa- ml -—— === = AUGACUGA - - = = IUUCUUUUGGUGUUCAGAGUC AAUAUAAUUUU - = = = CUAGCACCAUCUGAAALCGGU- - -UAU == = -
hsa. 29 NJCUCWACMAGGCUGMCGMJJUCUCCUGGUG UUCAGAGU - - CUGIJJJUU GJCUMCCMNUGWUCGWUGMUAEGGGGA

hsa-mir-29b-2 UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU

hsa-mir-29b-1 UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU

hsa-mir-29a  UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA

hsa-mir-29c  UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA

FEkEEEREE REEERRE Fk
Seed
miR-29¢

Sekil 2: miR-29 ailesi.
A miR-29 iiyelerinin ortak valide hedefleri (miRTarBase release 6.0, 15.9.2015).

B miRBase dizilerinin karsilastirilmasi (http://workbench.sdsc.edu/ hizalamasi)

1.2.6. TUBULIN 2A (TUBB2A)

Mikrotubiiller hiicre iskeletini olugturan polimmerlerden biridir ve mitoz, hiicre i¢i
transport, ndronlarin asimetrik morfolojileri, siliar ve flagellar hareketler gibi kritik
fonksiyonarda rol almaktadirlar. Mikrotubiiller, o ve B-tubulin izotiplerinden olusan
heterodimer polimerlerdir ve bu izotiplerin biraraya gelmesi veya pargalara
ayrilabilmesi ile mikrotubiillere dinamik 6zellik kazandirmaktadirlar. Insanlarda 7 adet
a ve 8 adet B isotipini kodlayan gen bulunmaktadir (39). a ve B izotipleri kendi i¢inde
yiiksek korunmuglugu sahiptir ve farkliligin neredeyse tamami C terminal bolgesindeki
15-20 amino asitlik dizidedir (40). TUBB2A ve TUBB2B 6. kromozomda pesi sira
yerlesmistir ve bu iki protein sadece C terminalde 2 amino asitlik farkliliga sahiptir.
Kurbaga genomu incelendiginde TUBB2A’nin karsiligi bulunmamistir ve dolayisiyla,
TUBB2A, yakin ge¢miste TUBB2B’nin duplikasyonu sonucu meydana geldigi
diistiniilmektedir (40). Baz1 tubulin izotiplernin belli dokulara 6zgii anlatim yaptiklar
bilinmektedir. Farkli doku tiplerinde (n=21) yapilan bir ¢alismada, TUBB ve TUBB2C
anlatiminin beyin ve lokositler hari¢ biitiin doku tiplerinde yiiksek oldugu; TUBB1
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anlattminin hematopoetik sistemde ve TUBB2A, TUBB2B, TUBB3 ve TUBB4
anlatimmin Ozellikle beyinde yiiksek oldugu gosterilmistir (40). “Noéron spesifik”
anlatim yapan izotipler olarak bilinen bu tubulinlerden, o6zellikle TUBB2A’nin,
lenfositler dahil, diger doku tiplerinde de anlatiminin yapildigi bilinmektedir (40-42).
Tubuline baglanan ajanlar (TBA, tubulin binding agents), a-B heterodimerindeki 3
tubulinlerine baglanmaktadir ve anti-mitotik ajan olarak kullanilan birgok kemoterapi

ilacinin aktif maddesidir (43).

Represor transkripsiyon faktorii olan BACH2, B hiicre gelisiminde denmlidir.
Bach2 “knock-out” farelerinin germinal merkezleri olusturamadiklar1 blinmektedir.
Bach2, T hiicre aracili olan ve olmayan IgG cevabimin olusumunda 6nemlidir (44).
BACHZ2 anlatiminin DLBCL hastalarinda kotii prognozla iligkili oldugu gosterilmistir.
BACHZ’nin anlatimi, effektdr T hiicresiyle ilgili yolaklar1 baskilayarak naif CD4 T
hiicrelerinin  devamliligi  saglamaktadir (45). Bir diger c¢alismda ise, BACH2

anlatimmin, memory CDS hiicreleriningelismesinde énemli oldugu gosterilmistir (46).

Christof Schneider ve arkadaslari, B hiicreli lenfoma hastalarindaki miR-28-
S5p’nin anlatimimin diisiik oldugunu ve hiicre hatlarindaki bu miRNA’nin yiiksek
anlattminin hiicre ¢ogalmasmi olumsuz etkiledigini gedstermislerdir (47). miR-28-5p

yiiksek anlatimi, 6z6fagus (48), over (49) ve renal kanserlerinde (50) gézlenmistir .

1.3. miRNA hedeflerinin belirlenmesinde kullanilan biyoinformatik yaklasimlar.
miRNA:mRNA etkilesiminin tespitindeki zorluklardan biri, bir miRNA’nin
birden fazla hedefinin olmasi ve tek mRNA’y1 hedefleyen birden fazla miRNA’nin
olabilmesidir. Dolayisiyla, tek mRNA’nin baskilanmasinda birden ¢ok miRNA gorevli
olabilecegi igin, hedef transkriptin seviyesindeki degisim her doku tipinde ve/veya
hastalik tipinde ayni1 derecede etkilenmeyebilir. Bu engelin asilmasindaki ¢éziimlerden
biri, miRNA:hedef mRNA c¢iftinin Ongorii araglariyla belirlenmesinin ardindan bu
etkilesimin deneysel validasyonudur (51). Giimiizde bu etkilesimlerin 6goriilmesinde

izlenen birgok algoritma ve biyoinformatik ara¢ gelistirilmistir.

miRNA dizisi iizerinden hedef transkriplerinin tahmininde bir¢ok algoritmada

kullanilan asagidaki ana kriterler sayilabilir:

e mRNA’nin 3 UTR dizisi — bir¢ok algoritma, miRNA dizisine komplementerlik
gosteren bolge olarak mRNA’nin 3’ UTR bdlgesini kullanmaktadir, ¢iinki



26

caligmalarin gosterdigi gibi miRNA’larin hedef olarak en sik kullandiklar1 bolge
transkriptin 5” ucudur (52,53).

e “Seed” dizisi — miRNA’nin 5’ ucundaki 2.-8. nukleotidler arasindaki dizi olarak
tanimlanmaktadir ve bu dizi hedef mRNA’da baglandig1 diziyl tam koplementerlik
gostermektedir (54).

e miRNA: mRNA etkilesimindeki serbest enerji — bircok 0Ongorii algoritmasi,
etkilesimin stabilitesinin gostergesi olarak miRNA’nin mRNA {izerindeki diziye
baglanmasi halinde agiga ¢ikan serbest enerjiyi de dikkate almaktadir (55). Ayrica,
PITA gibi baz1 algoritmalar, mRNA’nin kendi iizerindeki katlanmalarin da
miRNA’nin hedef diziye baglanmasininin etkilenebilecegini de dikkate almaktadir

(56).

e miRNA’nin 3’ dizisi etkilesimi — miRNA’nin 13.-16. Nukleotidlerinin hedef diziyle
etkilesiminin, hedef genin anlatimmin baskilanmasinin daha etkili hale getirdigi,
gosterilmistir (57). Bu Kriter, TargetScan (58) ve miRanda (59) gibi algoritmalarda

kullanilmaktadir.

o Korunmusluk — miRNA’nin hedef dizide baglandigi bolgenin korunmuslugu, bu
dizinin evrimsel siiregte pozitif secilime ugradigini ve, dolayisiyla miRNA:mRNA
etkilesiminde 6nemli role sahip olduguna isaret eder (60). Korunmusluk kriteri,

TargetScan (58), miRanda (59), DIANA- microT (61), PITA (56) ve EIMMo (62)

gibi algoritmalarda kullanilmaktadir.

e Diger hedef diziler — miRNA’lar, mRNA’nin 3> UTR haricinde hem 5 UTR
dizisinin hem kodlanan bolgeyi hedef alabilecegi bilinmektedir (63-65). DIANA-
microT (61), RNA22 (66), miRTar (67) ve TargetS (68) gibi algoritmalar bu diziler

izerinden de arama yapabilmektedir.

miRNA:mRNA ciftlerinin se¢iminde, dizi komplementerligini baz alan biyoinformatik
Oongorii araglarina ek olarak ilgili hastalik/ doku tipine ait miRNA ve mRNA ekspresyon
array verilerinin birarada degerlendirilmesi ile, 6zellikle s6z konusu ¢alisma grubuna

0zgii giivenilir adaylarin se¢imi saglanabilir (69).
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1.4. Tez Kapsami/ Amaci
Bu tez kapsaminda, biyoinformatik analizler sonucu one ¢ikan miR-29 ailesi ve
aday hedefi olan TUBB2A anlatimlarinin validasyonu ve olast klinik Onemleri

arastirilmastir.

Bu tez kapsaminda, ¢alisma grubumuzun ekspresyon array verileri ve agik

veritabanindan elde edilen miRNA ekspresyon array verileri birarada degerlendirilerek:

e Hasta/ Kontrol gruplar1 arasinda anlamli degisime ugramis miRNA ve

mRNA’larin belirlenmesi,

e Anlaml degisime ugramigs miRNA ve mRNA’larin 6ngorii ve deneysel

verilere dayanan veritabanlar1 baz alinarak eslestirilmesi,

e Birlikte calisigt Ongorillen miRNA:mRNA ¢iftlerinden T-ALL

patogenezinde O6nemli olabilecek ¢iftlerin RT-PZR ile validasyonu,

e Elde edilen verilerin klinik bulgular ile karsilastirilmasi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Calismaya Dahil Edilen Hasta Ornekleri
Bu ¢alismaya T-ALL tanis1 almis ve kemik iligi blast yiikii %90 ve iizerinde
olan 54 hastanin tan1 zamani Ornekleri dahil edilmistir . On ii¢ kiz ve 41 erkekten

olusan ¢alisma grubumuzun ortalama yas1 8.86 yildir (Tablo 1).

Tablo 1 T-ALL hastalarimn Klinik 6zellikleri (MSS: Merkezi sinir sistemi tutulumu)

Say1 (n = 54)
Yas araligi (yil) Ortalama 8.86 yas
Medyan 9 yas
0-1 yas 2
1-10 yas 34
10-17 yas 19
Cinsiyet
Erkek 41
Kiz 13
Beyaz kan hiicre sayisi Median 67 450 hiicre/mcL
<50 000 hiicre/mcL 13
>50 000 hiicre/mcL 23
Bilinmeyen 19
Organ tutulumu
MSS var 15
MSS yok 29
MSS bilinmeyen 6
Diger organ tutulumu var 13
Diger organ tutulumu yok 22
Diger organ tutuumu bilinmeyen 9
33. giin tedavi yanit1
Var 32
Yok 8
Bilinmeyen 12
Relaps
Var 13
Yok 30
Bilinmeyen 9
Son durum
Sag 32
Ex 13
Bilinmeyen 9
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2.1.2. Kontrol Ornekleri
Calismamizda kontrol olarak agik kalp ameliyati geciren ¢ocuklardan ameliyat
artig1 olarak ¢ikarilan timus dokularindan elde edilen CD3+ ve CD3- T hiicresi alt
gruplari (23.06.2011 tarih ve 183 sayili istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu onay1
ile) ve saglikli goniillillerden alinan periferik kan 6rneklerinden izole edilen CD3+ T

hiicreleri ve CD3- hiicreleri kullanilmustir.

2.1.3. Kimyasallar
Etidyum Bromiir

Agaroz
Izopropanol
Etanol
PBS
Trizol
2.1.4. Kullamlan Kitler
SuperScript Il
M-MLV
Myltenil MACS
2.1.5. Kullanmilan Cihazlar
Buzdolab1 ve Derin Dondurucular (+4°C,-20°C, -80°C)
Buz Makinas1 Cornelius
Otomatik Pipetler Eppendorf, ThermoScientific
PZR Cihaz1 (Thermo-Cycler) Bio-Rad T100
PZR Cihaz1 (Roche LightCycler 480)
Masaiistii Mini Santrifiij Beckman Coulter Microfuge 16
Sogutmal1 Santrifii
Laminer Akis Kabini NUAIRE
Nanodrop NanoDrop Technologies

Mikrodalga Firin Argelik
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2.2. Yontem

2.2.1. Biyoinformatik analizler
Bu ¢alismada grubumuzun daha 6nce olusturmus oldugu GSE46170 (MRNA,
Hatirnaz Ng Ozden; 31 T-ALL ve 7 timosit subseti (70)) mRNA mikroarray verisi ve
acik veritabanindan elde edilmis olan GS51908 (miRNA, Amol Carl Shetty; 13 T-ALL

ve 12 T hiicresi (71)) miRNA mikroarray verisi kullanilmustir.

Aray verilerinin kalite kontrolii i¢in affyAnalysisQC R paketi kullanilmistir
(72). Affymetrix platformundan elde edilmis olan ham verilerin islenmesinde (73) affy
R paketi (74) kullanilarak RMA normalizasyonu (75) yapilmistir. RLE (Gorece Log
anlatimi, relative Log Expression) ve NUSE (Normalize Olgeksiz Standart Hata,
Normalized Unscaled Standard Error) grafikleri kalite kontrolii degerlendirilmesinde

kullantlmastir.

RLE grafiginde goriilen kutular, 6rneklerdeki (hasta/ kontrol) her probun
degerlendirilen diger oOrneklerdeki prob degerlerine oranmi temsil etmekmektedir.
Problarin c¢oguna ait anlatim degerlerinin Ornekler arasi farklilik gostermeyecegi
beklendigi i¢in, dagilimin medyan1 O civarinda olmalidir ve kutunun yiiksekligi biitiin
orneklerde birbirine yakin olmalidir. Bu iki kriterden sapma, teknik hatadan kaynakli
olabilir. NUSE grafigi ise, her ornekteki her proba ait anlatim degerlerinin standart
hatalarinin dagilimini vermektedir. Bu dagilimlar, 6rnekler arasinda normalize edildigi
icin her ornege ait medyanin 1 civarinda olmasi beklenmektedir. Medyanlarin 1.05’in
ustiindeki degerleri, hassasiyette %5 diisiisii temsil etmektedir ve dolayisiyla analizden
diglanmasi1 Onerilmektedir (72,76,77).  Tium Ornekler her iki kriter agisindan

degerlendirildikten sonra ileri analizler devam ettirilmistir.

Gruplar arast gen anlattminin kat degismi ve anlamlilik p degerlerinin
hesaplanmasi i¢in, RMA normalizasyonu uygulanmig veriler, limma paketi (78)
kullanilarak kat degisimi (FC, ¢ikt1 log2 cinsindedir), p ve diizeltilmis p degerleri (adj p,
Benjamini-Hochberg adjustment) hesaplanmistir. mRNA arrayi i¢in gen anlatimi
degisiminin anlamlilik kriterleri olarak, FC 1’in iistiinde ve -1’in altinda kalan degerler,
adj p 0.05 ve daha kii¢iik degerler se¢ilmistir. Ayrica, listeden, affimetrix platformuna

0zgii kontrol problar1 ve gen bilgisi bulunmaya porblar ¢ikartilmistir.

mMiRNA-hedef belirlenmesinde, deneysel verilerin destekledigi “MirTarBase” ve

“DIANA tools” veritabanlar1 kullamlmustir. Ongérii araglarinin belirledigi miRNA-
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hedef c¢iftlerine ulagsmak i¢in ise “TargetScan”, “microRNA.org”, “miRDB” ve

“miRWalk” veritabanlar1 kullanilmuistir.

miRNA:mRNA verilerinin birlestirilmesi amaciyla Ingenuity Pathway Analysis
(IPA) programindan faydalanilmistir (Sekil 3). Normalizasyon sonrasi filtre edilen
mRNA ve miRNA mikroarray verileri IPA programina bir arada yiiklenerek olasi

miRNA:mRNA ¢iftleri biraraya getirildikten sonra, anlatim agisindan ters yonde

korelasyon gosteren ¢iftler belirlenmistir (Sekil 4).

Provide Feedback | Support  Mr. khodzhaev CloseIPA

| Genes and Chemicals | Diseases and Functions | Pathways and Tox Lists

|| ovoncessearen ()

New Core Analysis...

New Tox Analysis.. microRNA Target Filter Workflow
New Metabolomics Analysis...

New Comparison Analysis..

MicroRNA Target Filter Workflow

New Biomarker Fier... Overview:

New microRNA Target Fiter...

Quick Start

The microRNA Target Fiter associates microRNAS from your dataset with

Sl My Pitiweay INGENUITY Start Here experimentaly observed and predicted mRNA targets and alows you to

New Path Designer PATHWAY ANALYSIS [RETNPILIW | targets using your experimental resuks and information provided from th
= Knowledge Base.

Upload Dataset... Leam IPA through the easy tutorials below. Each will be checked as you complete it

New Fitered Dataset.. Note: Datasets for the microRNA Target Fiter must contain at least one
Import Pathway...

View Pathways Explore the Pathway Library
New BioProfiler..

View specific examples or browse the libra

1. To start a new microRNA Target Fiter, cick the button and
New MicroRNA Target Filter from the pul down menu.

Search for Genes
A dilog box asks you to upload a new dataset or select one from your p)

R Create microRNA Target Filter

Se0 an Anaiyeis Example [T———

Select a Dataset
Upload a new daraset containing mCroRNA

OR select an existing dataset from your projects
B My Projects o
S/ Training Project
B TWEAK_mRNA da.xisx
8
& microRNA dataset from kidney car

Upload & Analyze
Example Data

Upload 8 Analyze Your
Own Exprossion Data »More Signaling Pathways » More Metaboli

Visualize Connections
Among Genes

For further exploration

How do | open the pathways? B sronvix
Spociazed Features

What do the symbols and shapes What do the cof

mean?

2. Upload or select a microRNA dataset. Note: If you have not uploaded
How can | export or save a copy How do | visuall
of thase images? iy own data || before, see Upioad Dataset Workfow Instructons

defaut columns disnlavinl ™

Sekil 3: IPA programinin 6n yii

file Edit View Window Help Provide Feedback | Support  Mr. khodzhaev Close IPA

(" Genes and Chemicals | Diseases and Functions | Pathways and Tox Lists

o | =

microRNA Target Filter

543 microRNA have targeting information avaibat
Fitered to 532 microRNAs targeting 1068 mRN

Details | Summary |

Advanced Search |/

ADD/REPLACE MRNA DATASET

| 0o 1o sav parar | aoo vo ey st | caeare oavaser SRR Rows: [1-1000_(p1 of 25) ~|EI@ A Moreinfo

Use (7 tofilter a column. Add data or more columns using ‘Add column(s) 71 .

) [ microRNA dataset: miR Add column(s) Relationship Add column(s) [#] | mRNA dataset: mRNA A
0} [/ Symbol Fold Change [ | Source =] %I Confidence [ [pxpression P... [¥]| 1D ]| Symbol old Change [%] Pathway

1 |hsa-let-7g st let-7a-5p (and other miRNA* 1711 TargetScan Human High (predicted) v+ [Bxpression Pairing +2834 i

1 |hsa-let-7g st let-7a-5p (and other miRNA# 1711 TargetScan Human High (predicted) . microRNA: 1749 [Epithelial Adherens Junction Signaling, Fact

[ |hsa-let-7g_st let-7a-5p (and other miRNA+-1.711 TargetScan Human, miRed Experimentally Observed, + *2.774 [EIF2 Signaling, Regulation of elF4 and p7056|

[ |hsa-let-7g_st let-7a-5p (and other miRNA+-1.711 TargetScan Human High (predicted) mRNA: 1525 [Axonal Guidance Signaling, Breast Cancer

[ |hsa-let-7g_st let-7a-5p (and other miRNA# 1711 TargetScan Human Moderate (predicted) i |Expression Pairing 1834

[ |hsa-let-7g_st let-7a-5p (and other miRNA+-1.711 TargetScan Human Moderate (predicted) O+ R ] [v-16

[ |hsa-let-7g_st let-7a-5p (and other miRNA+ -1.711 TargetScan Human High (predicted) “ E; ;“:::"“WW mRNAUP| 145 575 alcium Signaling, Calcium Transport 1

[ |hse-let-7g_st let-72-5p (and other miRNA®-1.711 TargetScan Human High (predicted) v Bl 1554 INRF2-mediated Oxidative Stress Response

[ |hsa-let-7g st let-7a-5p (and other miRNA# 1711 TargetScan Human High (predicted) +  |T-- All other (#3027

1 |hse-let-7g_st let-7a-5p (and other miRNA® 1711 TargetScan Human High (predicted) + 1931

[ |hse-let-7g st let-7a-5p (and other miRNA* 1711 TergetScan Human High (predicted) + [r2402

O [hsa-let-7g_st let-7a-5p (and other miRNA# 1711 TargetScan Human High (predicted) “ [+2262

[ |hsa-let-7g_st let-7a-5p (and NA+-1711 TargetScan Hi High (predicted) + #1736 4 diated Signaling, Clathrin-medi

[ |hsa-let-7g st let-7a-5p (and miRNA+ 1711 Targ: High (predicted) + [+1.948

[ |hsa-let-7g st let-7a-5p (and other miRNA¢ 1711 TargetScan Human High (predicted) i (#2024 IAntiproliferative Role of TOB in T Cell Signel|

[ |hsa-let-7g_st let-7a-5p (and 1711 Targ High (predicted) + (+12799 IAdipogenesis pathway, IL-17A Signaling in

[ |hsa-let-7g_st let-7a-5p (and ot Ng+-1711 Targ High (predicted) + (#2031

[ |hsa-let-7g_st let-7a-5p (and iRNAS 1711 Targ i " #2884 [Death Receptor Signaling, Molecular Mechaf

4

Selected/Total rows :0/25123

Sekil 4: TPA programinda anlatimi ters Kkorelasyon gosteren miRNA:mRNA ciftlerini
gosteren pencere



2.2.2. Kullanilan Veritabanlar

Kullanilan veritabanlari ve ilgili agiklamalar1 Tablo 2’deki gibidir.

Tablo 2: Kullanmilan veritabanlar

Veritabani

Aciklama

NCBI, Annotation Release 108,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Referans dizileri ve genom bilgilerini

igerir

GEOQ,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo

NCBI veritabani altinda, kullanima agik
olan array ve dizilemeye dayali verileri

igerir

ArrayExpress,

http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/

Kullanirma agik olan yiiksek c¢iktili

verileri igerir

UCSC, Release hg38,

Referans dizileri ve genom bilgilerini

https://genome.ucsc.edu/ igerir

DAVID, Fonksiyonel annotasyon ve yolak
analizlerinde kullanilan araclari

https://david.ncifcrf.gov/ icermektedir

Biology WorkBench

http://workbench.sdsc.edu/

Dizi korunmuslugu analiz araglarin

igerir

Mirbase, Release 21,

http://www.mirbase.org/

microRNA  referans  dizilerini  ve

genomik koordinatlarini igeren veritabani

miRTarBase, Release 6.0,

http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/

Deneysel verilerle destekli miRNA -
hedef etkilesimlerine dair bilgilerin

saklandigi veritabani

DIANA Tools, TarBase v7.0,

http://diana.imis.athena-

Deneysel verilerle destekli miRNA -

hedef etkilesimlerine dair bilgilerin

32
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innovation.gr/DianaTools/ saklandig veritabani

miRWalk, miRWalk 2.0, http://zmf.umm.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/

tahmin

Deneysel verilerle ve 6ngorii araglarinin

etkilesimlerine dair verileri igerir

ettigi miRNA-hedef

] anlatimi
PRECOG, https://precog.stanford.edu/index.php

Mikroarray verilerinin analizi ile gen

lizerindeki  etkisinin  analizi  i¢in

kullanilan veritabani

degisimlerinin sagkalim

2.2.3. Kullamlan Analiz Programlari

Kullanilan analiz programlar1 ve ilgili agciklamalar1 Tablo 3’teki gibidir.

Tablo 3: Kullamlan analiz programlari

Program adi

Acgiklama

R Project, https://www.r-project.org/

Grafik olusturulmasinda ve
istatistiksel analizlerde kullanilan

arayuz

Bioconductor, http://www.bioconductor.org/

R tabanli biyoinformatik kaynak

Python, https://www.python.org/

Programlama dili

GraphPad, https://www.graphpad.com/

Istatistiksel ~analiz  ve  grafik

olusturmak i¢in kullanilan yazilim

SPSS, http://www-03.ibm.com/software/products/tr/spss-

statistics

Istatistiksel ~ analiz ve  grafik

olusturmak i¢in kullanilan yazilim

IPA (Ingenuity Pathway Analysis),
https://www.giagenbioinformatics.com/products/ingenuity-

pathway-analysis/

Yiiksek ¢iktili veri analizi yazilimi
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2.2.4. Lokosit izolasyonu

2.2.5. Manyetik Boncuklar ile CD3+ Hiicrelerin Ayristirilmasi

Kontrol hiicresi olarak kullanilmak amaciyla hem periferik kandan hem de daha
once homojenize edilerek sivi azotta dondurulmus timus dokusundan CD3+ hiicrelerin
cekilmesi amaciyla manyetik boncuklar kullanilmistir. Bu amagla fikol ile ayristirilan
mononiiklear hiicreler PBS ile yikanir. Ardindan %0.5 BSA ve 2mM EDTA iceren PBS
igine aktarilir. Hiicreler sogukta tutulmalidir. Her 10 hiicre bagma 20ul CD3 manteyik
boncugu gelecek sekilde hiicreler isaretlenir ve 15 dakika sogukta bekletilir. Hiicreler
tekrar yikandiktan sonra 10® hiicre bagma 500ul tampon ¢ozelti eklenir. Ayn1 zamanda
manyetik boncuklar tutacak filtreli tlipler manyetik alana yerlestirilir ve 3 ml tampon
cozelti ile yikanir. Hiicre siispansiyonu filtreye aktarilir ve isaretlememis hiicreler
filtrenin altinda bir tiipte toplanir. Filtre tampon ¢ozelti ile ii¢ kez yikandiktan sonra
filtre temiz bir tiip ile birlstirilir ve manyetik alandan uzaklastirilir. Bes ml tampon
cozelti eklenerek hizla filtrenin yikanmasi saglanir, bu sayede CD3 isaretli hiicreler elde
edilmis olur. Hiicrelerin safliginin belirlenmesi amaciyla bir miktar hiicre slispansiyonu
ayrilarak, CD3 antikoru ile isaretlenir ve akim sitometrisinde analiz edilir. Elde edilen

hiicre safliginin %95’in {izerinde olmasi beklenmektedir (Sekil 5).
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Sekil 5: FACS ile hiicre populasyonu saflig1 tayini

2.2.6. Trizol ile RNA izolasyonu
Trizol i¢ine alinmis 16kositler, 37 C’de 10 dakika bekletildi. 1 ml trizol basina
200 ul soguk kloroform eklendikten sonra iyice vortekslendi. 10500 rpm’de 15 dakika
+8 (C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrast iki faz olustu ve iist faz yeni tiipe
alinarak,tekrar 200 ul kloroform eklenerek 10500 rpm’de 8 C’de 10 dakika santrifiij
edildi. Tekrar iist faz yeni tiipe aktarildi ve 500 ul soguk %100 etanol eklendikten sonra
-20 C dolaba 30 dakikaligina kaldirildi. Daha sonra, 10500 rpm 8 C’de 10 dakika
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santrifiij edildi.iist faz atildiktan sonra 1 ml %75 etanol eklendi ve 7500 rpm 8 C’de 5
dakika santrifiij edilerek RNA ¢oktiiriildii. Ust faz atildiktan sonra kisa siire 37 C’de
RNA’nin kurumasi i¢in bekletildi. RNA pelleti “Rnase free” distile suda ¢ozdiirtildii.

2.2.7. Stem loop cDNA sentezi
mMIRNA RT-PZR i¢in kullanilan ¢cDNA bilesenleri ve ¢cDNA sentezi prtokolii Tablo
4’teki gibidir.

Tablo 4: Stem-loop ¢cDNA sentezi protokolii

RNA, 7 ul i¢inde 1000 ng RNA olacak sekilde sulandirildi

1 ul dNTP (10 mM)

1 ul mi-29a stem-loop primeri (2 pmol)

1 ul mi-29b stem-loop primeri (2 pmol)

1 ul SNORD24 stem-loop primeri (2 pmol)

65 C’de 5 dakika inkiibasyon

1 ul 5x First Strand Buffer

2 ul DTT (0.1 M)

1 ul RnaseOUT (/40 Ulul)

42 C’de 2 dakika inkiibasyon

1 ul SuperScript Il RT enzimi (200U)

42 C’de 50 dakika

70C’de 15 dakika
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Stem-loop RT primer
miRNA
I

Stem-loop RT \

Real-time PCR \

Forward

IIIIIIIIIIIIIIIﬁIIIII

_
E E Reverse

Universal ProbeLibrary Probe #21

Sekil 6: Stem-loop cDNA sentezinin prensibi

miRNA kantitasyonunda, isi asamal1 protokol izlenmistir. Ik asamada, stem-loop (sag
tokasi) seklindeki primerler — ana yapisindaki dizi sabit olmakla beraber, 3’ ucunda sz
konusu miRNA’ya 6zgili 6 nukleotidlik sizi icermektedir — kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirilmistir (Sekil 6). lkinci asamada ise, kirmizi ile gdsterilmis olan
miRNA’dan sentezlenmis olan miRNA dizisine 6zgii ileri primer ve sabit sa¢ tokasi
dizisine baglanan evrensel primer kullanilarak es zamanl kantitiatif PZR (qQRT-PZR)
yaptlmistir. Ayrica, sabit dizide UPL #21 nolu probun baglanabilecegi diziyi
icermektedir. Dolayisiyla, ROCHE kitinin kullanildigi  protokol ile miRNA
kantitasyonu yapilabilmektedir (22).
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2.2.8. Random hekzamer ile cDNA sentezi

Tablo 5: Random hekzamer ile cDNA sentezi protokolii

RNA, 10 ul iginde 1000 ng RNA olacak sekilde sulandirildi

1 ul ANTP (10 mM)

1 ul random hekzamer (25 mM)

65 C’de 5 dakika inkiibasyon

1 ul 5x First Strand Buffer

2 ul DTT (0.1 M)

1 ul RnaseOUT (40 Ulul)

37 C’de 2 dakika inkiibasyon

1 ul M-MLV RT enzimi (200U)

25 C’de 10 dakika

37 C’de 50 dakika

70 C’de 15 dakika

2.2.9. gPZR
Kantitatif PZR i¢in kullanilan qPZR karisimi Tablo 6’daki gibidir. miRNA ve

mRNA’lar i¢in kullanilan primer ve ilgili UPL prob listesi Tablo 7°deki gibidir.

Tablo 6: gPZR karisim icerigi

Icerik Konsantrasyon Miktar
Master Mix 2X Sul
Forward Primer 10 pmol 0.5 ul
Reverse Primer 10 pmol 0.5 ul
Prob #1/78/21/48 | 10 uM 0.2 ul
PZR Grade dH,0 | - 1.8 ul
Toplam Miktar - 8 ul
cDNA 2ul
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Tablo 7: qPZR'da kullanilan primer ve problar listesi

Primer adi Primer dizisi/ UPL prob (5°2>3’)
MIR-29a F GCGGTTAGCACCAT C TGAAAT
MIR-29b F CGCCAATAGCACCAT T TGAAATC
MIR-29c F GGCCGTAGCACCAT T TGAAAT
MIR-28-5p F CGCTAAGGAGCTCACAGTCT
Universal miR R GTGCAGGGTCCGAGGT

SNORD24 F TGCGGTGCAGATGATGTAAAA
SNORD24 R GTGCAGGGTCCGAGGTATTC
TUBB2A F CGACCCCACAGGCAGTTA
TUBB2A R GGATGGCCCGAGGTACATA
PPIAF TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG
PPIAR CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC
BACH2 F AATGATAAAGCCAGAAGAAAGCAT
BACH2 R CATGTCACAGTGCGAGGAAG
miRNA UPL prob #21

TUBB2A UPL prob #78

PPIAUPL prob #48

BACH2 UPL prob #1

gPZR deneylerinde ROCHE LighCycler 480 cihazi kullanilmistir. Rélatif gen anlatimi

hesaplamalarinda, mRNA i¢in referans gen olarak PPIA ve miRNA i¢in SNORD24 geni

kullanilmigtir, 2(¢ferans €p —Hedef C)y 100 formiilii kullamilarak, hedef genin referans gene

gore yiizde anlatimi degerleri elde edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Verilerin islenmesi

3.1.1. Kalite kontrolii

Ekspresyon array gibi yiiksek c¢iktili verilerin gen anlatim kat degisimi ve
istatistiksel anlamlilik testi gibi analizlerine baslamadan Once, ham verinin kalite
kontrolii ve ardindan Orneklerin karsilastirilabilir hale getirilmeleri igin veriler
normalize edilmelidir. Verilerin islenmemis ve RMA normalizasyonu sonrast halindeki
kontrol ve hasta 6rneklerinin kiimelenme sekillerini degerlendirmek igin dendogram
grafikleri ¢izilmistir (Sekil 7A ve 7B). Dendogramda goriildiigii iizere, 6rneklerin
normalizasyonu oncesi bile, hasta ve kontrol 6rneklerinin (ISP, immatiir single pozitif
hari¢) birbirine yakin gruplar seklinde kiimelenmeye egilimli oldugu goriilmektedir.
Dikkati ¢ceken ornekler T101 ve T92’dir. Bu Orneklerin diger gruplara gore mesafesi
oldukga uzaktir ve tek baslarina gézilkmektedir. RMA normalizasyonu sonrast ise, diger
kontrollerden farkli olarak, ISP ve DN (double pozitif) kendi i¢inde grup

olusturmaktadir.

Kalite kontrolii degerlendirilmesinde RLE (Gorece Log anlatimi, “relative Log
Expression”) ve NUSE (Normalize Olgeksiz Standart Hata, “Normalized Unscaled
Standard Error”) grafikleri kullanilmistir. RLE grafiginde T92 6rnegindeki median
diger orneklere gore daha yiiksek ve degerlerin dagiliminin daha genis oldugu
goriilmektedir (Sekil 8A). NUSE grafiklerinde ise hem T92 hem de T101 normal
degerlerin disinda gozlenmis ve bu nedenle her iki 6rnek de ileri analizlerden

dislanmustir (Sekil 8B).
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Sekil 7: T-ALL hastalarinda mikro dizi gen anlatimi (MRNA) analizlerinin kiimelendirme

verileri.

A. Ham gen anlatim verileri ile gergeklestirilen kiimelendirme agaci, B. Normalize edilmis veriler ile

gerceklestirilen kiimelendirme agaci. T kodlart T-ALL hastalarim belirtir. DN: Double Negatif
(Cift Negatif), ISP; Immature Single Pozitif (Olgunlasmamais tek pozitif), SP4; Single Positive

4 (Tek pozitif 4), SP8; single positive 8 (Tek pozitif 8), tot_tms; total timus dokusu, DN3neg

(Cift negatif 3), DP tot; total ¢ift pozitif.
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3.1.2. Normalizasyon
Kalite kontrolii sonrasi, ham verinin normalizasyonu i¢in RMA (Robust
Multiarray Average (74)) normalizasyonu uygulanmistir. Normalizasyon Oncesi hasta
ve kontrol Orneklerinin medyan degerleri birbirinden farkli bir sekilde dagilim
gostermektedir (Sekil 9A). Ancak RMA normalizasyonu sonrasi tiim 6rneklerin medyan

degerleri ortak bir bolgeye yerlesmis ve karsilastirilabilir hale gelmistir (Sekil 9B)
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Sekil 9: T-ALL mikro dizi gen anlatim (MRNA) verilerinin

A. normalizasyon dncesi ve B. sonrasi box plot grafikleri. Her iki grafikte de prob degerlerinin
medyani ve dagilimi goriilmektedir (n = 36)
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Yine benzer sekilde miRNA gen anlatim verileri de ileri analizlerde kullanilabilir

olmasi i¢in RMA normalizasyonuna tabii tutulmustur. Burada da normalizasyonu

takiben 6rnek medyan degerlerinin yakinlastigi gézlenmektedir (Sekil 10A ve 10B).
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Sekil 10: T-ALL orneklerinde miRNA gen anlatim array degerlerinin

box plot dagilimlan

sonrasi

B. Normalizasyon
gosterilmektedir (n = 25). T-ALL 6n adlart hastalari, T-cell 6n adlar ise kontrol

ve
hiicelerini belirtmektedir.

A. Normalizasyon oncesi
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3.1.3. Gen anlatim degisimi analizi

Gruplar arast gen anlattminin kat degismi ve anlamliik p degerlerinin
hesaplanmasi i¢in, normalizasyon sonrasi kat degisimi), p ve diizeltilmis p degerleri
hesaplanmustir. Filtreleme kriterlerini takiben T-ALL mikro dizi gen anlatim array
platformunda bulunan toplam 54 675 probdan geriye, 687 gene denk diisen 891 prob

kalmustir.

Ilgili 687 genin DAVID veritabaninda yolak zenginlestirmesi analizlerinde,
kanserde transkripsiyonel regiilasyonun bozulmasi (19 gen, p = 1.2x10e-4), kemokin
sinyal yolaklar1 (18 gen, p = 2x10e-3), NOD-benzeri reseptdr yolagi (8 gen, p =
5.9x10e-3), kanser yolaklar1 (26 gen, p = 1.4x10-2), hematopoetik hiicre hatlar1 (9 gen,
p = 0.02), TNF sinyal yolagi (10 gen, p = 0.025), MAPK sinyal yolag: (18 gen, p =
0.026), hiicre adezyon molekiilleri (12 gen, p = 0.026), I6kositlerin transendotel gogii
(10 gen, p = 0.046), Toll-benzeri reseptér yolagi (9 gen, p = 0.061) ve JAK-STAT
yolagi (11 gen, p = 0.064) 6ne ¢cikmaktadir (Ham veriler, Ek Tablo 10).

Kat degisimi yliksek (logFC 1, adj p = 0.05) olan 891 proba ait 1s1 haritasinda
goriildiigii gibi (Sekil 11), kontrol grubu (n = 7) ve T-ALL hastalarina ait 6rneklerin iki
biiyiik grup sekilnde kiimelendigi goriilmektedir (1s1 haritasi tizerindeki dendogramda
gorildigi gibi).

miRNA verisinin normalizasyonu sonrasi, kat degisimi 2 kat artmig veya
azalmis ve p degeri 0.05°ten kii¢lik olan miRNA’lara 6zgii filtreleme yapildiktan sonra,
toplam 847 miRNA’dan geriye 81 adet miRNA kalmistir. Is1 haritasinda goriildiigii gibi,
T-ALL ve normal T hiicresi 6rnekleri iki ayr1 kolda gruplanmaktadir (Sekil 12).
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Sekil 11: T-ALL mRNA mikroarray anlatiminda filtreleme sonrasi elde

edilen 891 proba ait 1s1 haritasi.
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Sekil 12: miRNA mikroarray anlatimina ait 1s1 haritasi

(kat degisimi 2 olan ve diizeltilmis p degeri 0.05°ten kii¢iik olan miRNA’lar, n = 81)
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3.1.4. Veri entegrasyonu

Acik veritabanindan elde edilen miRNA mikroarray verisi (GSE51908)
normalizasyon ve filtrele sonras1 toplam 81 (prob) miRNA’ya ait anlatim degerleri elde
edilmistir. Calisma ekibimiz tarafindan olusturulan T-ALL mRNA gen anlatim
analizlerinde ise normalizasyon ve filtreleme sonucu 891 prob degerleri elde edilmistir.
Bu iki liste IPA yazilimina yiiklendikten sonra, yazilimda mevcut olan biitiin
mMIRNA:MRNA bilgilerine ait veritabanlar1 kullanilarak miRNA ve ilgili mRNA
hedeflerinin eslestirilmesi saglanmistir. Bu listede bulunan miRNA:mRNA ¢iftlerinden

sadece ters yonde degisim gosteren ciftlere 6zgii filtreleme yapildiginda toplam 52 adet
miRNA:mRNA c¢iftinden olusan liste elde edilmistir (Tablo 8)

Tablo 8: Birbirleri ile ters yonde anlatim degisikligi gosteren MiRNA:MRNA.

Toplan 52 miRNA:mRNA ciftini igeren liste. Gri bolgeler miRNA, turuncu bolgeler mRNA
hedef genleri gostermektedir. Log FC — 2 tabanli logaritmik kat degisimi, negatif

degerler genlatiminda diisiisii gostermektedir.

miRNA logFC logFC Hedef miRNA logFC logFC Hedef
hsa-let-7g -1.711 2.774 AGO4 hsa-miR-424 -1.419 2.381 E2F3
hsa-let-7g -1.711 15.910 TLR4 hsa-miR-424 -1.419 1.822 FGFR1
hsa-miR-613 1.365 -1.630 EGFR hsa-miR-424 -1.419 3.297 H3F3A
hsa-miR-613 1.365 -3.343 HSPA1A hsa-miR-424 -1.419  4.106 TPM3
hsa-miR-122 -1.087 1.543 ADAM17 hsa-miR-424 -1.419 17.961  VEGFA
hsa-miR-122 -1.087 3.216 MECP2 hsa-miR-424 -1.419 1.973 VTI1B
hsa-miR-506 1.189 -1.321  TRIM29 hsa-miR-20b 1.432 -1.970  TP63
hsa-miR-125a-5p 1.398 -2.323 ERBB3 hsa-miR-18a 1.306 -1.970  TP63
hsa-miR-125a-5p 1.398 -4.868 ID3 hsa-miR-205 1.170 -2.323 ERBB3
hsa-miR-125a-5p 1.398 -1.702 IGFBP3 hsa-miR-208b -1.355 27.757 CD14
hsa-miR-132 -3.582 3.216 MECP2 hsa-miR-21 -4.485 3.389 TPM1
hsa-miR-132 -3.582 30.026 MMP9 hsa-miR-210 1.034 -1.749  ACVR1B
hsa-miR-133b -1.125 17.051  KCNH2 hsa-miR-214 -1.663 186.543 GPD1
hsa-miR-133b -1.125 1.888 RB1CC1 hsa-miR-22 -1.875 2.960 PPARA
hsa-miR-140-5p -1.178 17.961  VEGFA hsa-miR-221 1.080 -3.527 FOS
hsa-miR-145 -1.019 1.681 EIFAEBP2 hsa-miR-27a -1.664 1.574 FBXW?7
hsa-miR-145 -1.019 5.612 KLF5 hsa-miR-302e 1.659 -1.970  TP63
hsa-miR-145 -1.019  4.106 TPM3 hsa-miR-371-5p  -1.249 15.060 MGST1
hsa-miR-146b-5p -1.997 118.931 CAMP hsa-miR-371-5p  -1.249 30.026 MMP9
hsa-miR-146b-5p -1.997 1.935 CCR3 hsa-miR-29a -2.800  3.863 INSIG1
hsa-miR-146b-5p -1.997 19.322  NFIX hsa-miR-29a -2.800  8.475 TUBB2A
hsa-miR-146b-5p -1.997 15.910 TLR4 hsa-miR-30b -1.558  2.226 PRPF40A
hsa-miR-150 -1.535  4.478 CEBPB hsa-miR-34a 3.301 -1.661 MYCN
hsa-miR-150 -1.535 17.961  VEGFA hsa-miR-519e-star -1.082 5.640 FGFR2
hsa-miR-155 1.111 -2.409  SOCSs1 hsa-miR-520g -1.443 17.961  VEGFA
hsa-miR-424 -1.419 3.906 ARHGDIA  hsa-miR-802 -1.342 3.216 MECP2
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IPA yaziliminda bulunan hastalik, doku veya yolak spesifik filtreleme segeneklerinden
l6semilerde onemli olabilecek yolak elemanlarina 6zgii filtreleme yapildiginda miR-
29:TUBB2A cifti elde edilmistir. Bu bulgu, dogrulama amaciyla toplam 12 algoritmanin
verilerini birarada analiz eden miRWalk veritabaninda incelenmis ve miR-29 ailesinin

her ii¢ tiyesinin de TUBB2A’y1 hedef alabilecegi 9 6ngorii araci tarafindan tahmin

edilmistir (Tablo 9).

Tablo 9: miRWalk veri tabam ¢iktisi.

hsa-mir-29 ailesinin her ii¢ tiyesi (a, b ve ¢) de TUBB2A genini hedefler sekilde gézlenmistir. 1:
iligki var, 0: iliski yok

Gene mMiRNA miRWalk Microt4 miRanda mirbridge miRDB miRMap miRNAMap Pictar2 PITA RNA22 RNAhybrid Targetscan SUM
TUBB2A  hsa-miR-29a-3p 1 1] 1 1] 1 1 1 1 1 1] 1 1 9
TUBB2A  hsa-miR-29b-3p 1 ] 1 ] 1 1 1 1 1 ] 1 1 9
TUBB2A  hsa-miR-29¢-3p 1 ] 1 ] 1 1 1 1 1 ] 1 1 9

3.2. miR-29 Ailesi Gen Anlatimm Bulgular:

mir-29 aile tiyelerinin mikroarray verisindeki anlatim seviyeleri incelendiginde,
her ii¢c mir-29 (mir-29a adj p = 1.7x10™°, mir-29b adj p = 0.003, mir-29¢ adj p =
4.4x107) iiyesinin de T-ALL hastalarinda, periferik kan kékenli saglikli T hiicrelerine

gore anlatiminin azaldigr gézlenmistir (Sekil 13).

-2 -1 0 1 2
e R S

miR-29a

miR-29¢

:
_

miR-29b

T-ALL kontrol T hiicresi

Sekil 13: miR-29 ailesi 1s1 haritasi
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miRNA array verilerinde elde edilen bulgularin dogrulanmasi amaciyla miR-
29a, miR-29b ve miR-29c anlatim seviyeleri QRT-PZR ile ¢alisilmistir. T-ALL hastalari
saglikli periferik T hiicreleri (PB CD3+) ile karsilastirildiginda, mikroarray bulgulariyla
tutarli olarak mir-29 ailesi iiyelerinin hastalarda diisiik oldugu ancak sadece mir-29a
bulgularinin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p=0.001) tespit edilmistir (Sekil 14A).
Fakat, mir-29 aile tiyelerinin T-ALL’deki anlatim seviyeleri timustan izole edilen CD3+
timositlerdeki anlatim seviyleriyle mukayese edildiginde, hastalardaki anlatim

seviyelerinin kontrollerden yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 14B).
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Sekil 14: miR-29 ailesi gen anlatimi bulgulari

A T-ALL ve periferik T hiicresi. B T-ALL ve saglikli timosit hiicreleri. Housekeeping
gen olarak SNORD24 kullanilmistir

3.3. TUBB2A Gen Anlatimi Bulgulan

TUBBZ2A geninin yani sira tubulin B diger izotiplere ait mikroarray verisindeki
anlatim seviyeleri incelendiginde, sadece TUBB2A geninin T-ALL ve saglikli timosit
ornekleri arasinda anlamli gen anlatim degisimi (adj p = 0.01, logFC = 2.5) gosterdigi
tespit edilmistir (Sekil 15)
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tubulin_ beta 4B class IVb
tubulin_ beta 3 class Il

tubulin_ beta class |

tubulin_ beta 2A class lla
tubulin_ beta 6 class V

tubulin_ beta 4A class IVa

tubulin_ beta 1 class VI

tubulin_ beta 2B class lib

Sekil 15: TUBB isotiplerinin mikroarraydeki anlatiminin 1s1 haritasi

TUBBZ2A geninin anlatim seviyesi T-ALL hastalarinda ve saglikli timosit 6rneklerinde
gPZR ile validasyon ¢alismasinda, TUBB2A anlatim seviyesinin mikroarray verileriyle
tutarli olarak, T-ALL hastalarinda yiiksek anlatim gosterdigi belirlenmistir (p = 0.0072,
Sekil 16A). Ayrica saglikli timositler T hiicre gelisim evrelerine gore incelendiginde,

olgunlagmanin ilerledikge TUBB2A anlatiminin yiikseldigi tespit edilmistir (Sekil 16B).
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Sekil 16: TUBBZ2A relatif gen anlatim diizeyleri

A. Pediatrik T-ALL ve kontrol 6rneklerine ait TUBB2A anlatim degerleri (y ekseni logl0
cinsinden verilmistir). B. T hiicresi gelisim evrelerine ait timositlerin TUBB2A
anlatimi (y ekseni linear degerleri gostermekte). Housekeeping gen olarak PPIA
kullanilmstir.
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TUBB2A verileri mikroarray bulgular ile ortiisiicken, mir-29a verileri kontrol
ornegi olarak timosit kullanuldiginda miRNA mikroarray bulgularindan farklilik
gostermistir. Bu nedenle daha onceki analizlerde T-ALL hastalarinda anlamli azalig

gosteren mir-28 ve mir-29a’nin hedefledigi BACH2 genleri de valide edilmistir.

3.4. miR-28 ve BACH 2 Bulgular

TUBB2A’y1 hedef alabilecegi tahmin edilen mir-28-5p, mikroarray verisindeki
T-ALL hastalarinda normal T hiicrelerine gore diisiik anlatimi oldugu gézlenmistir
(logFC =-2.5, Sekil 11).

gPZR sonuglarinda mikroarray bulgarinin aksine, mir-28-5p’nin anlatiminin T-
ALL hastalarinda saglikli T hiicrelerine gore yiiksek oldugu tespit edilmistir (p = 0.064)
(Sekil 17A). Ayrica, hastalardaki mir-28-5p anlatimmim timosit hiicrelerine gore de
istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber yiiksek anlatim yaptig1 goriilmiistiir (p =
0.13) (Sekil 17B).
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Sekil 17: A T-ALL ve priderik T hiicresi. B T-ALL ve saghkh timosit hiicreleri

Housekeeping gen olarak SNORD24 kullanilmistir

mMiR-29 ailesinin Ongodriilen hedeflerinden ve transkripsiyon faktorii olan BACH2
geninin mikroarraydeki anlattmimin, T-ALL ve sagliklikli timositlerdeki anlatiminin
karsilagtirilmasinda ise, T-ALL’deki anlatimmin azaldigir gorilmiistir (logFC =-2.2,
Sekil 11), fakat qPZR c¢alismalarinda ¢ok ge¢ Cp degerlerinin elde edilmesi nedeniyle,

BACH2 geninin anlatim seviyesi valide edilememistir.
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3.5. Mir-29 ailesi Gen Anlatim ve Klinik Korelasyon Analizleri

mir-29 ailesi gen anlatim diizeyleri klinik bulgular ile karsilastirildiginda, WBC
sayilar1 50bin ve tlizeri olan hastalarda her ti¢ mir-29 iiyesi oldukca yiiksek anlatim
gostermektedir, say1 yetersizligi nedeniyle istatistiksel olarak p degeri anlamli degildir
(mir-29a p = 0.13, mir-29b p = 0.06, mir-29c p = 0.054) (Sekil 18B). Istatistiksel
olarak anlamli olmamakla beraber, miR-29a, b ve ¢ erken evre hastalarinda daha yiiksek
anlatim gosterirken, olgun hastalarda anlatim diizeyi diismektedir (Sekil 18C). Risk
gruplarindaki anlatim diizeyleri incelendiginde ise mir-29 ailesinin her {i¢ iiyesinin de
yiiksek risk grubundaki hastalarda daha yiiksek anlatima girdigi gozlenmistir, fakat
istatistiksel anlamlilik gézlenmemistir (Sekil 18D).
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Sekil 18: mir-29 ailesi iiyeleri gen anlatimlarinin klinik bulgularla olan iliskileri.

Housekeeping gen olarak SNORD24 kullaniimistir
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Mir-29 ailesi anlatimimin tedavi basarisi lizerine etkileri incelendiginde ise,
tedavi baslangicindan sonraki 33. gilindeki tedavi yanitina goére ayrilan gruplarda,
tedaviye yaniti olmayan hastalarda miR-29 tiyelerinin her ii¢iiniin de anlatiminin yiiksek
oldugu fakat istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlenmistir (Sekil 19A). Hastalardaki
merkezi sinir sitemi (MSS) tutulumu agisindan incelendiginde ise, tutulumun oldugu
grupta miR-29 ailesinin anlatiminin, istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber,
daha yiiksek anlatim gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 19B). MSS tutulumu disindaki
organ tutulumlar1 agisindan incelendiginde ise, diger organ tutulumlarinin gézlenmedigi
hastalarda miR-29 {iyelerinin daha yiiksek anlatim yaptiklari goriilmektedir (Sekil 19C).
Ayrica, miR-29 {ylerinin, hastaligin ileride niiks edip etmemesiyle olan ilskisi
incelendiginde, niiks edecek hasta grubunun bu aile liyelerindeki anlatim seviyelerinin,
istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber, daha yiiksek anlatima sahip olduklari

tespit edilmistir (Sekil 19D).
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Sekil 19: miR-29 ailesi iiyeleri anlatimi ve Kklinik bulgularla olan iliskileri.

Housekeeping gen olarak SNORD24 kullanilmistir
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Mir-29 analizleri gergeklestirilen hastalarda sag kalim verileri smirli sayida

oldugu icin istatistiksel analizler uygulanamamustir.

3.6. TUBB2A Geni Anlatimi ve Klinik Korelasyon Analizleri

WBC diizeyi 50bin iizerinde olan hastalarda TUBB2A anlatimi daha yiiksek
olarak bulunmustur ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.035, Sekil 20B).
Istatistiksel olarak anlamlilik gdstermese de erken evre hastalarinda ve yiiksek risk
grubunda TUBB2A anlatimlar1 artmis olarak bulunmustur (olgun olmayan ve kortikal p
= 0.22, olgun olmayan ve olgun p = 0.26) (Sekil 20C). Benzer sekilde, yiiksek risk
grubu hastalarinda, diger gruplara gore daha yiiksek TUBB2A anlatiminin oldugu
bulunmustur (orta risk grubu ve yiiksek risk grubu p = 0.023, standart risk grubu ve
yiiksek risk grubu p = 0.24) (Sekil 20D).
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Sekil 20: TUBB2A analrimi ve klinik bulgularla olan iliskisi

Housekeeping gen olarak PPIA kullanilmistir
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TUBB2A anlatim seviyeleri ve hastalarin klinik 6zellikleri arasindaki olas1
iligkilerin arastirilmasinda, 33. giinde tedaviye yaniti ve MSS tutulumunun olmasi gibi
klinik 6zelliklere gore ayrilan gruplar arasinda bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 21A
ve 21B). MSS disindaki organlarda tutulumu olan hastalarda, istatistiksel olarak anlamli
olmamakla beraber, TUBB2A’nin anlatimimin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p =
0.4) (Sekil 21C). Ileride niiks gecirecek hastalarda da, TUBB2A anlatimmnin daha
yiiksek anlatim yapma egiliminde oldugu, fakat istatistiksel olarak anlamli olmadigi

belirlenmistir (p = 0.16) (Sekil 21D).
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Sekil 21: TUBB2A anatim ve klinik bulgularla olan iliskisi.

Housekeeping gen olarak PPIA kullanilmistir

TUBB2A’nin, hastalarinin genel sagkalimi (OS, overall survival) ve hastaliksiz
sagkalimi (RFS, relapse free survival) iizerindeki etkisinin incelendigi sagkalim
analizleri sonuglarina gére, TUBB2A anlatimi yiiksek olan hastalardaki sagkalimin (log
rank p = 0.033) ve hastaliksiz sagkalimin (p = 0.19) daha kisa oldugu bulunmustur
(Sekil 22A ve 22B).
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TUBB2A anlatimi ortalamasina gore hastalar yiiksek ve diisiik anlatimli olmak {izere iki gruba
ayrildiktan sonra A. Genel sag kalim ve B. Hastaliksiz sag kalim olasilik analizleri

gergeklestirilmistir

Cox regresyon analizlerinde ise TUBB2A anlatimi yiiksek ve tedavi yaniti

olmayan hastalarda sag kalim degerleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir

(p=0.008, Sekil 23). Ayni zamanda TUBB2A anlatimi1 yiiksek ve relaps gozlenen

hastalarda da sag kalim oranlar1 diigmektedir ancak istatistiki anlamlilik smirda

kalmistir (p=0.06).

Variables in the Equation

B SE Wald df Sig. Exp(B)
relapse 1135 611 3,453 1 063 3,111
response 1623 608 7,133 1 008 5,070

Survival Function at mean of covariates
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Sekil 233: Cox regresyon analizi
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4. TARTISMA

Gelismekte olan timositlerde meydana gelen genetik ve epigenetik degisimler
sonucu T hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL) veya T hiicreli lenfoblastik lenfoma
gelisebilmektedir ve bu hastaliklar Diinya Saglik Orgiitii (WHO) smiflandiriimasinda
16semi/lenfoma basligi altinda gruplanmaktadir (79). T-ALL patogenezi, kromozomal
yap1 anomalileri, translokasyonlar, fiizyon genler, delesyon, insersiyon, gen
mutasyonlar1 ve epigenetik degisimlerle iliskilendirilmistir (80). Genetik ve epigenetik
iki ayr1 mekanizmay1 temsil etse de, ikisinin birlikte yarattig1 etki 6nem arz etmektedir,
ciinkii epigenetik mekanizmalarda meydana gelen bozukluklar, epigenetik
regiilasyondan sorumlu genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanabilmektedir. Huether ve
arkadaglarinin  (81) yaptigi ¢alismada, pediatrik T-ALL hastalarinin  %50’sinde
epigenetik mekanizmalardan sorumla genlerde mutasyonlar saptanmistir. Dolayistyla,

T-ALL epigenetik bozukluklarla yakindan iligkili bir hastalik tiirtidiir.

DNA metilsayonu ve histon midifikasyonlarinin yami sira, gen anlatimi
regiilasyonundan sorumlu bir diger epigenetik mekanizma da miRNA’lar aricilidir ve
bu kiiciikk molekiiller hem onkogen hem tiimor baskilayici olarak davranabilmektedir
(82,83). Ornegin, onkogen gibi davranan mir-19b, miR-20a, miR-26s, miR-92, miR-128-
5p ve miR-223, BIM, IKZF1, FBXW7, PHF6 ve PTEN gibi T-ALL patogenezinden

onemli olan tiimor siipresor genlerinin anlatimini baskilayabilmektedir (83,84).

Bu calismada ¢ocukluk c¢agr T-ALL hastaliginin patogenezinde rol oynayan
miRNA’larin, T-ALL gen anlatim verileri ile karsilastirilarak ortaya g¢ikartilmasi
hedeflenmistir. Bu amagla daha 6nce gerceklestirdigimiz T-ALL mikroarray ¢alismasi
ile agik veri tabanlarindan elde ettigimiz T-ALL miRNA mikroarray verileri birlikte
analiz edilerek aday miRNA:RNA ciftleri belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda
on plana c¢ikan giftlerden bir tanesi mir-29a:TUBB2A olmustur. miR-29 ailesinin
hedeflerinden biri olan TUBB2A geni, hiicre iskeletinin yapitaglarindan olan tubulin
izotipidir. TUBB2A’nin  miR-29 ailesi hedefi olabilecegi, “seed” bdlgelerinin
incelenmesine dayanilarak bir¢ok tahmin araci ile Ongriilmiistiir. Hem miRTarBase
veritabaninda hem de IPA analizlerimizde bu iki genin ters korelasyonda anlatim
yaptiklar1 gosterilmistir. Daha 6nce yapilan iki farkli miRNA ¢alismasi analizlerinde de
mir-29a’nin TUBB2A genini hedefledigi bildirilmis ancak bu veriler valide edilmemistir
(88,89), Bu calisma mir-29a:TUBB2A iligkisinin inceleyen ilk c¢alisma olma
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ozelligindedir. TUBB2A’nin, yapisina katildigi mikrotiibiiliin hiicre bdliinmesi, hiicre
¢ogalmasi, hiicre hareketiyle yakindan ilgili olmasi ve birgok anti-mitotik kemoterapi
ajaniin hedefi olmasi nedeniyle analizlerimizde 6ne ¢ikan miR-29 ve TUBB2A giftinin

olasi iliskisin arastirilmasi hedeflenmistir.

Bu tez kapsaminda yapilan mikroarray verisinin validasyonu ¢alismasinda, miR-
29 ailesinin her ii¢ iiyesinin de anlatimi, miRNA mikroarray verileri ile dogru orantili
olarak, T-ALL hastalarinda saglikli periferik T hiicrelerine gore, 6zellikle miR-29a’nin
diisiik oldugu tespit edilmistir. Fakat, T-ALL’nin timustan koken alan timositlerin
gelisimindeki siireglerin bozulmasi ile ortaya ¢ikmasi ve T-ALL hastalarinin T hiicre
gelisim evrelerine gore simiflandirilmasi nedeniyle, T-ALL c¢aligmalarinda saglikli
kontrol olarak timosit dokusundan elde edilmis T hiicresi alt populasyonlarinin
kullanilmas1 daha dogrudur. Bu nedenle validasyon ¢alismasinda kontrol grubu olarak
saglikli timosit alt gruplari kullanildigimizda, T-ALL hastalarinda miR-29’un her iig
tiyenin de anlatimmin saglikli timositlere gore yiiksek oldugu belirlenmistir.
Dolayistyla,sectigimiz ¢iftin, dogru kontroller ile valide ettigimizde, anlatiminin ters
yonde degil, ayni yonde olgugu goriildiigiinden, miR-29 ve TUBB2A bulgulari ayr1 ayri
tartisilmistir.

Tubulin izotipleri, hiicre iskeletini olusturan mikrotubiillerin yapitaglarindandir.
Tubulin B 11 (TUBB2A/TUBB2B) anlatiminin meme kanserinde arttigi (85) ve bas ve
boyun skuamdz karsinomada da arttigt ve kemoterapiye yanitla ters korelasyon
gosterdigi bilinmektedir (86). Bir baska calismada ise yliksek TUBB2A anlatimi
gozlenen solid tiimorlii hastalarda kemoterapi ajan1 olarak kullanilan paclitaxelin yan
etkisi olarak gelisebilen periferal noropati riskiyle ters iliskili oldugu ve hiicre

kiiltiirinde de apoptoz direncine neden oldugu bildirilmistir (87).

Mikrotubiilin yapisina katilan o ve [ tubulinlerinin heterodimer halinde
polimerizasyonundan olusmaktadir ve bu yapiya katilan farkli o ve B izotiplerinin
gorece oranlarina gore mikrotubiilin dinamik yapisinin etkilendigi bilinmektedir (90).
Dolayisiyla hiicre, gelisimi ve farklilagmasima bagli olarak sentezlenmekte olan
tubulinlerin izotip oranlarinda degisim gostermesi hiicre yap1 ve fonksiyonu igin
onemlidir (40).Bizim c¢aligmamizda, TUBB2A geninin anlatim seviyeleri, saglikli
timosit alt tiplerinde — DN’den DP’ye ve olgun SP4 ve SP8 T hiicrelerine farklilasirken
— gelisme evresi ilerledikge, TUBB2A anlatiminda bir artisin goriilmiistiir. En yliksek
anlatimlar SP4, SP8’de ve periferik kandan elde edilen CD3+ T hiicrelerinde
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goriilmiistiir. Bu bulgular bilgimiz dahilinde, saglikli T hiicre alt gruplarindan elde
edilmis ilk bulgulardir.

Calismamizin TUBB2A verileri incelendiginde mikroarray analizlerinden elde
ettigimiz veriler ile uyumlu olarak T-ALL hastalarinda kontrol timositlere gore artmis
TUBB2A anlatim1 gozledik. Habis ve selim prostat kanseri tiimdrleri ile gergeklestirilen
bir mikroarray ¢alismasinda da TUBB2A geni anlatimi, habis tiimorlerde artmis olarak
belirlenmis ve kantitatif PZR ile bu artis dogrulanmistir (99). Daha 6nce yapilan bir
baska caligmada ise TUBB2A anlatiminin saglikli timusta yok denecek kadar az diizeyde
oldugu bildirilmistir (34). Biz de c¢alismamizda saglikli timosit alt guruplarini
inceledigimizde erken timositlerde son derece diisiik miktarda TUBB2A oldugunu ve
olgunlagsma ileriledik¢e yiikseldigini belirledik. Bununla beraber hastalarda
gozledigimiz yliksek anlatim diizeyi, TUBB2A’nmin T-ALL patogenezinde rolil
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bildigimiz kadariyla literatiirde T-ALL hastalarinda
TUBB2A anlatimu ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir.

Calismamizda beyaz kan hiicre sayilart1 50binin {izerinde olan hastalarda
TUBB2A anlatiminin daha yiiksek oldugunu ve daha kisa genel sagkalim gosterdikleri
tespit edilmistir. Ayrica, bulgularimiz yliiksek TUBB2A anlatiminin 33. giin tedavi
yanitsizligina neden olabilegini igaret etmektedir. TUBB2A anlatiminin diger kanser
tirlerindeki sag kalima etkisini incelemek amaciyla basvurdugumuz PRECOG (100)
veritaban1 bulgularma gore de yiikksek TUBB2A anlatimi, mesane kanserinde,
astrositomada, gliyomada, kolon kanserinde, metastitik melanoma ve over kanserinde
kotii prognozla iliskili olarak gézlenmistir. Bu verilerin daha genis hasta gruplarinda ve
daha uzun takip siireleri ile degerlendirilmesi TUBB2A’nin patogenezdeki roliiniin

aydinlatilmasi agisindan 6dnemlidir.

Tubulin B isotiplerinin bir¢ok kemoterapi ajaninn hedefi olmasi ve bazi
izotiplerin de kansere 0zgii olarak artmasi veya azalmasi, bu genlerin kanser spesifik
anlatim bozukluklarinin fonksiyonel Oneminin arastirilmasint 6nemli kilmaktadir.
Calismanin devaminda artimis TUBB2A anlatiminin siRNA kullanilarak T-ALL hiicre

serilerinde baskilanmasi ve etkilerinin incelenmesi planlanmaktadir.

Han ve arkadaslari, insan ve fareden elde ettikleri hematopoetik kok hiicre ve farkli
hiicre soylarina farklilagsan hiicre populasyonlarinda mir-29a anlatimini incelemistir ve
en ilkel kok hiicrede en yiiksek oldugunu ve hiicre farklilagmaya gittikge anlatiminin

azaldig1 gostermislerdir (20). Bizim g¢alismamizda ise, saglikli timus, CD3+ve CD3-
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timositler ve periferik kandan elde edlen CD3+ ve CD3- hiicrelerde her ii¢ miR-29
ailesi tiyelerinin anlatim seviyeleri belirlendi. Periferik kandaki T hiicrelerinin miR-29
ailesinin gen anlatimi, timosit hiicreleri ve total timus dokusuna gore yiiksek
bulunmustur. microRNA.org veritabanina bakildiginda, T hiicre olgunlasmasiyla paralel
mir-29a anlatimi arttig1 goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda T-ALL hastalarindaki
miR-29 ailesi iiyelerinin anlatim diizeyleri immiin fenotiplerine gore olgun olmayan,
kortikal ve olgun T-ALL olarak ayirarak {i¢ grup halinde incelendiginde, olgun olmayan
grubun diger gruplara nazaran daha yiiksek anlatim gosterigi tespit edilmistir. Bizim
caligmamizda da mir-29a’nin bir onkomir gibi hareket ettigi diisiiniilebilir. Oliveira ve
arkadaglar1 2015’te yaymladiklar1 ¢alismada eriskin ve pediatrik T-ALL hastalarindan
olusan bir hasta grubunda, miR-29a anlatiminin diisiikk oldugunu bildirmislerdir ancak
bu ¢alismada da saglikli kontrol 6rnegi olarak periferik T hiicresi kullanmigtir (91). mir-
29 ailesinin daha once hepatoselliiler karsinoma (32), akciger kanserinde (92) ve kronik
lenfoblastik 16semide (CLL) (28) tiimor siipresor olarak davrandigi bildirilmistir. Han
ve arkadaslar1 (18), miR-29a’nin yiiksek anlatimi myeloid progenitérlerin ¢ogalma
kapasitelerinin artisina ve AML gelisimine sebep olabilecegini gostermistir. Bir baska
calismada ise miR-29’un diisiik anlattminin AML gelisimiyle ilgili oldugu (93-95),
NPM1 mutasyonu tastyan AML hastalarinda miR-29a anlatimimin yiiksek oldugu
gosterilmistir (96). Bunlar disinda invaziv meme kanserlerinde (97), Diffiiz Biiyiik B-
Hiicreli Lenfoma (DLBCL) hastalarinda (33), hepatoselliiler karsinomada (98) yiiksek
mMiR-29 anlatimlar1 gésterilmistir. MiR-29 ailesi tiyeleri, kanser tipine gore hem timor

baskilayict hem onkogen gibi davranabilmektedir.

Calismamizda mir-29 ailesi {iyelerinin anlatimi ile herhangi bir klinik bulgu
arasinda istatistiksel bir anlamlilik tespit edilememistir. Bunun nedeni miRNA
caligmasina katilabilen hasta sayisimin sinirli olmast ve gruplara ayrildiginda
karsilagtirilabilir sonuglar verememesidir. Her ne kadar Olivera ve arkadaslar1 kontrol
olarak periferik kan kullansalar da ¢alismalarinda yiiksek mir-29a anlatimi gésteren
hastalarda genel sag kalim oranlarin1 azalmis olarak bildirilmistir (91). Bizim hasta
grubumuzda, yiiksek risk grubu (HRG) olarak siniflandirilan hastalar, 6zellikle mir-29b
ve mir-29¢ anlatiminin standart (SRG) ve orta (MRG) risk grubu hastalarina gére daha
yiiksek olmasi da dikkate alinirsa, mir-29 ailesinin T-ALL’de anlatiminin arttigini ve

kotl prognostik bir belirteg olabilecegi goriilmektedir.

Sonug olarak bu ¢aligsma ile;
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MRNA  mikroarray ve miRNA  mikroarray  verileri  birarada

degerlendirilmistir
Dogru kontrol grubu kullaniminin 6nemi ortaya konmustur
Ik kez T-ALL’de mir-29a ve TUBB2A yiiksek anlatimlari tanimlanmistir

TUBB2A anlatimmin T-ALL hastalarindaki sag kalima olan etkileri

belirlenmistir

Veri tabanlarinin aksine T-ALL’de mir-29a ve TUBB2A genlerinin ayni

yonde anlatimi oldugu ve etkilesimde olmadiklar1 belirlenmistir.
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GOTERM_BP_DIRECT
UP_KEYWORDS
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
UP_KEYWORDS
GOTERM_BP_DIRECT
UP_KEYWORDS
GOTERM_CC_DIRECT
UP_KEYWORDS
GOTERM_CC_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_CC_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
KEGG_PATHWAY
GOTERM_BP_DIRECT
UP_KEYWORDS
UP_KEYWORDS
UP_KEYWORDS
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_CC_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
UP_KEYWORDS
UP_KEYWORDS
KEGG_PATHWAY
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_CC_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
KEGG_PATHWAY
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT

RT

Immunity

Innate immunity

innate immune response

Adaptive immunity

inflammatory response

immune response

Phosphoprotein

adaptive immune response
Chemotaxis

extracellular space

Membrane

cell surface

negative regulation of apoptotic process
signal transducer activity

plasma membrane

leukocyte migration

chemotaxis

Transcriptional misregulation in cancer
regulation of protein phosphorylation
Immunoglobulin domain
Inflammatory response

Apoptosis

IgG binding

phospholipase inhibitor activity
hemoglobin complex

positive regulation of angiogenesis
apoptotic process

Alternative splicing

Proto-oncogene

Chemokine signaling pathway

T cell costimulation

extracellular region

blood vessel development
Cytokine-cytokine receptor interaction
movement of cell or subcellular component
chronic inflammatory response
positive regulation of cell proliferation
positive regulation of cell adhesion
regulation of cytoskeleton organization
regulation of cell size
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Count P-Value

61
32
44
24
37
39
320
21
16
80
291
40
35
20
178
15
15
19
8
34
15
33
5
5
5
13
36
367
18
18
10
76
7
20
10
4
29
7
5
5

1,1E-19
1,4E-10
3,8E-10
4,3E-9
4,0E-8
6,5E-8
7,3E-8
1,8E-7
2,7E-7
5,1E-7
6,2E-7
5,5E-6
2,1E-5
6,6E-5
7,5E-5
8,0E-5
8,0E-5
1,2E-4
1,3E-4
1,9E-4
2,6E-4
3,0E-4
3,5E-4
3,5E-4
4,8E-4
6,1E-4
6,5E-4
7,3E-4
1,1E-3
1,2E-3
1,4E-3
1,7E-3
1,8E-3
2,0E-3
2,8E-3
2,9E-3
3,2E-3
3,4E-3
3,6E-3
4,4E-3
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UP_KEYWORDS
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GOTERM_BP_DIRECT
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GOTERM_CC_DIRECT
KEGG_PATHWAY
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT

GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
KEGG_PATHWAY
GOTERM_CC_DIRECT
GOTERM_CC_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_CC_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
UP_KEYWORDS
GOTERM_BP_DIRECT
UP_KEYWORDS
GOTERM_BP_DIRECT
KEGG_PATHWAY
GOTERM_BP_DIRECT
KEGG_PATHWAY

cellular response to starvation

leukocyte migration involved in inflammatory response
Receptor

Src homology-3 domain

Transmembrane

protein homodimerization activity

NOD-like receptor signaling pathway

positive regulation of NF-kappaB transcription factor
activity

Alternative promoter usage

Cell membrane

negative regulation of calcineurin-NFAT signaling
cascade

Basic leucine zipper domain, Maf-type

response to cytokine

positive regulation of |-kappaB kinase/NF-kappaB
signaling

extracellular matrix

angiogenesis

cellular response to mechanical stimulus
regulation of cell proliferation

Stress response

cell-cell junction

Pathways in cancer

induction of positive chemotaxis

actin filament binding

signal transduction

receptor internalization

cell adhesion

transcription factor binding

regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway via
death domain receptors

positive regulation of histone H3-K4 methylation
Hematopoietic cell lineage

T cell receptor complex

death-inducing signaling complex
integrin-mediated signaling pathway

endosome membrane

histone deacetylase binding

cytoskeletal protein binding

Mitochondrion outer membrane

response to vitamin A

Actin-binding

regulation of cell shape

TNF signaling pathway

MyD88-dependent toll-like receptor signaling pathway
MAPK signaling pathway
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16
204
39

12

122

16
11
10

18
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5,3E-3
5,5E-3
5,6E-3
5,6E-3
5,7E-3
5,8E-3
5,9E-3

6,3E-3
6,6E-3
6,8E-3

6,8E-3
7,8E-3
8,7E-3

1,0E-2
1,0E-2
1,1E-2
1,1E-2
1,2E-2
1,2E-2
1,3E-2
1,4E-2
1,4E-2
1,4E-2
1,5E-2
1,6E-2
1,6E-2
1,7E-2

1,9E-2
1,9E-2
2,0E-2
2,1E-2
2,1E-2
2,1E-2
2,1E-2
2,2E-2
2,3E-2
2,3E-2
2,3E-2
2,3E-2
2,3E-2
2,5E-2
2,6E-2
2,6E-2
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GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
INTERPRO
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
UP_KEYWORDS
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
KEGG_PATHWAY
GOTERM_BP_DIRECT
UP_SEQ_FEATURE
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
UP_SEQ_FEATURE
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
KEGG_PATHWAY
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
KEGG_PATHWAY
GOTERM_CC_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
KEGG_PATHWAY

Cell adhesion molecules (CAMs)
cell surface receptor signaling pathway

positive regulation of interleukin-8 biosynthetic process

positive regulation of protein phosphorylation

Fc-gamma receptor signaling pathway involved in

phagocytosis

regulation of transcription from RNA polymerase Il

promoter

regulation of apoptotic process
response to drug

Death-like domain

positive regulation of immune response
B cell receptor signaling pathway
Protease inhibitor

phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate binding
positive regulation of protein complex assembly

positive regulation of ERK1 and ERK2 cascade

negative regulation of tumor necrosis factor production

regulation of cell migration

acute-phase response

Leukocyte transendothelial migration
extracellular matrix disassembly
DNA-binding region:ETS

[aminin binding

cellular protein metabolic process

zinc finger region:RING-type 2

positive regulation of MAP kinase activity
negative regulation of axon extension
peptidyl-threonine dephosphorylation
regulation of cytokine secretion

cellular response to amino acid starvation
response to tumor necrosis factor
Natural killer cell mediated cytotoxicity
negative regulation of protein kinase activity
cell cycle arrest

positive regulation of T cell proliferation
positive regulation of apoptotic process
positive regulation of interleukin-8 production
Toll-like receptor signaling pathway

actin cytoskeleton

cellular response to epinephrine stimulus
regulation of necrotic cell death

Jak-STAT signaling pathway
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2,6E-2
2,8E-2
2,9E-2
3,2E-2

3,2E-2

3,2E-2
3,3E-2
3,4E-2
3,5E-2
3,6E-2
3,8E-2
3,8E-2
3,9E-2
3,9E-2
4,0E-2
4,1E-2
4,2E-2
4,4E-2
4,6E-2
4,7E-2
5,1E-2
5,1E-2
5,1E-2
5,2E-2
5,2E-2
5,3E-2
5,3E-2
5,3E-2
5,3E-2
5,3E-2
5,5E-2
5,5E-2
5,5E-2
5,5E-2
5,6E-2
5,9E-2
6,1E-2
6,1E-2
6,2E-2
6,2E-2
6,4E-2
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