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OZET
Doktora Tezi

Miyelodisplastik Sendrom (MDS) ve Akut Miyeloid Lésemi (AML) hastalarinin kemik
iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin (MKH) karakterizasyonu ile gen/ mikroRNA

(miRNA) ifade profillerinin saglikli kontroller ile karsilagtirmali analizi
Hakan Ozdogan
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danigman: Yrd. Dog. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Miyelodisplastik Sendrom (MDS) ve Akut Miyeloid Lésemi (AML) kemik iligindeki kok
hiicreleri etkileyen klonal hastaliklarin heterojen gruplarini temsil etmektedir. Mikrogevre
direkt olarak hematopoetik hiicrelerle etkilesime girerek ve/veya diizenleyici molekiiller
salgilayarak hematopoezi diizenler. Hematopoetik mikrogevrenin ana bileseni mezenkimal
kok  hiicreler (MKH)’dir. MKH’lerin hastalik patogenezine katkist yeterince

arastirilmamustir.

Bu calismada 22 MDS/AML hastasi ve 8 saglikli kontrol kemik iliginden MKH’ler izole
edilmis ve hiicre kiiltiirlerinde ¢ogaltilmistir. MKH karakterizasyonu i¢in ylizey antijen
ozellikleri akim sitometrisiyle analiz edilmistir. MKH’lerin osteojenik ve adipogenik
farklilagsma potansiyelleri test edilmistir. MKH’lerden RNA izole edilmis, daha sonra
miRNA mikrodizin teknolojisiyle miRNA ifade profilleri analiz edilmis ve farklilik
gosteren miRNA’lar es zamanli PZR ile dogrulanmistir. Biyoinformatik analizler ile
miRNA’lar tarafindan diizenlenen edilen genler belirlenip mRNA seviyeleri hastalar ve
normal kontrollerde karsilastirilmistir. DICER1 gen ifade profili hasta ve normal 6rnekler

arasinda incelenmistir.

2016, 189 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kemik iligi mikrogevresi, Mezenkimal Kok Hiicre (MKH),
mikroRNA (miRNA), Miyelodisplastik Sendrom (MDS), Akut Miyeloid Lésemi (AML).



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

Characterization and Gene/MicroRNA Expression Profile Analysis of Mesenchymal Stem
Cells Derived From Myelodysplastic Syndrome and Acute Myeloid leukemia (AML)
Patients and Comparison with Healthy Controls

Hakan Ozdogan
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Assist. Prof. Bala Gur Dedeoglu

Myelodysplastic syndrome (MDS) and Acute Myeloid Leukemia (AML) represent the
heterogenous groups of clonal diseases that affect the stem cells in bone marrow. The
microenvironment can regulate hematopoiesis by interacting directly with hematopoietic
cells and/or by secreting regulatory molecules. The key component of the hematopoietic
microenvironment is mesenchymal stem cells (MSCs). The contribution of MSCs to

disease pathogenesis has remained poorly explored.

In this study MSCs were isolated from the bone marrow of the 22 MDS/AML patients and
8 controls and expanded in the cell culture. The surface antigen features of MSCs were
analyzed by flow cytometry for MSC characterization. The osteogenic and adipogenic
differantiation potentials of MSCs were also tested. RNA isolation was performed from
MSCs and then miRNA expression profiles of MSCs were analysed by microarray
technology. Differentially expressed miRNAs were validated by qRT-PCR. The genes
regulated by miRNAs were identified by bioinformatic analyses and their mRNA levels
were compared in patients and controls. DICER1 expression profiles were also be

investigated in normal and patients.
2016, 189 pages

Keywords: Bone marrow microenvironment, Mesenchymal stem cell (MSC), microRNA
(miRNA), Myelodysplastic Syndrome (MDS), Acute Myeloid Leukemia (AML).
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1. GIRIS

Miyelodisplastik sendrom (MDS), kan hiicrelerinin yetersiz itiretimi ve displazisi ile
karakterize bir klonal kok hiicre hastaligidir. En 6nemli klinik 6zelligi, birlikte veya tek
bagina goriilebilen anemi, lokopeni ve trombositopeni olusturmasidir. Kronik ve
asemptomatik sitopeniler ile seyredebilecegi gibi semptomatik anemi, enfeksiyon ve
kanama ile de kendini gosterebilir, ayrica akut 16semiye doniisebilir. Siklikla ileri yaslarin

hastaligidir (1).

MDS hastalarinda hematopoetik bozukluga neden olan mekanizma tam olarak
anlagilamamistir. Genetik anormallik kazanimina yol acan genetik kararsizliga yatkinligin
ve klonal hematopoezin MDS’de 6nemli rolii oldugu goriilmiistiir (2). Fakat anormal
kemik iligi mikrogevresi tarafindan hematopoezin yetersiz desteklenmesinin de MDS’de
hematopoetik bozukluga katkida bulundugu tespit edilmistir (3). Anormal hematopoetik-
stromal hiicre etkilesimleri, aktiflesen klonlarin sagladigi lenfositlerin varligi, normal ve
klonal kemik 1iligi alt populasyonlarin1 etkileyen makrofajlar, hematopoetik biiylime
faktorlerinin goreceli eksikligi ve inhibitorlerin anormal salimimi MDS’de rapor
edilmektedir. Biiylimeyi engelleyen sitokinler arasinda tiimér nekroz faktor (TNF)-a,
interlokin (IL)-1B, interferon (IFN)-y, TNF iligkili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) ve
TGF-B1, MDS hastalarinda kemik iligi hematopoetik hiicrelerinin apoptotik siirecinde
iliskilidir (4-6). Sitokin, kemokin ve ¢06ziiniir faktorlerin biiyiikk bir ¢ogunlugu kemik

iliginde stromal bileseni olugturan MKH’ler tarafindan salgilanmaktadir.

Akut Miyeloid Lésemi (AML) kok hiicre veya progenitor hiicrelerde kontrolsiiz biiyiimeye
yol agan genetik anormallikler serisinden meydana gelir (7). AML biyolojisi karmasiktir ve
patolojik sartlar hematopoetik hiicrelerin bir anormal klonundan daha ¢ogunu
kapsamaktadir. Yetersiz hematopoez, hematopoetik hiicre ve hematopoetik mikrogevre
arasindaki karmagsik etkilesimden meydana gelmektedir (8,9). Gegen yillardan elde edilen
veriler hematolojik malignitelerin patogenezinde hematopoetik mikrogevrenin iligkisinin

oldugunu gostermektedir (7).

Hematopoetik kok hiicreler (HKH) nis olarak da bilinen olduk¢a 6zellesmis karmasik

mikrogevrede bulunurlar (10,11). Hematopoetik mikrogevre, ekstraseliiler matriks yanisira



normal hematopoezi desteklemede birlikte is goren ¢Oziiniir ve membran bag faktorleri
gibi hematopoetik olmayan ve hematopoetik hiicrelerin karmasik yapisindan olugmaktadir.
Hematopoetik mikrogevrenin ana bileseni mezenkimal stromal hiicrelerdir. Son
zamanlarda mezenkimal kok hiicre (MKH) olarak tanimlanan plastige yapisabilen bu
hiicreler multipotent mezenkimal stromal hiicreler olarak tanimlanmistir (12). MKH’ler
mezodermal germ tabakasindan meydana gelen primitif hiicrelerdir ve bu hiicrelerin bag
dokusuna, iskelet kas dokusuna ve vaskiiler sistem hiicrelerine doniisebildigi bildirilmistir.
Friedenstein ve arkadaslar1t MKH’leri (1974) kiiltlirde plastige yapismayla kemik iliginden
izole edilebilen fibroblast benzeri hiicreler olarak ilk tanimlayanlardir. Friedenstein
MKH’leri koloni olusturan birim fibroblast (CFU-F) olarak kiiltiir sartlarinda ig seklinde
klonogenik multipotansiyel stromal 6nciil hiicrelerin popiilasyonu olarak tanimlamistir (13).
MKH’ler mezenkimal ve mezenkimal olmayan hiicre serilerine farklilasabilen
hematopoetik olmayan multipotansiyel kok hiicrelerdir (14). Bu hiicreler in vitro ve in vivo
kosullarda adipositlere, kondrositlere, osteositlere ve miyoblastlara farklilasabilmektedir
(15-17). Kemik iligi mikrogevresinin hematopezi esas destekleyen hiicresel elementleri
olan adipositler, osteoblastlar ve fibroblastlar MKH’lerden meydana gelmektedir (15).
Dolayisiyla hematopoetik mikrogevrenin ana bileseni kemik iligi MKH’leridir. MKH’ler
hematopoetik mikrogevrenin baslica bileseni olarak hematopoezi desteklemede énemli rol

oynarlar (18).

MDS/AML gibi hematolojik hastaliklarda kemik iligi mikrogevresi hiicrelerinin herhangi
birinin say1 veya fonksiyonundaki degisikliklerin kemik iligi mikrogevresini olusturan
diger hiicrelerin  fonksiyonu ve sayisim  degistirerek, bdylece hematopoezin
diizenlenmesinin bozulmasi sonucu gelistigi ¢esitli arastirmalarda belirtilmektedir. Bu
nedenle MDS/AML gibi hastaliklarda kemik iligi mikrogevresinin dengesi degismektedir
ve kemik iligi mikrogevresinin baslica bileseni MKH oldugundan bu hastaliklarda MKH
anormalliklerinin bulunabilecegi gozoniinde bulundurulmalidir. MKH anormalliklerinin
hematolojik hastaliklar iizerinde etkili olup olmadig1 ve varsa boyle degisikliklerin hastalik

gelisimine, hastaligin seyrine nasil katkida bulundugu tartismali kalmistir.

MikroRNA’lar (miRNA) yaklasik 21-23 niikleotit uzunlugunda tek iplikli RNA molekiilii

turtidir ve gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynar. miRNA’lar kodlamayan


http://tr.wikipedia.org/wiki/RNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kodlamayan_RNA

RNA'’lardandir, yani DNA’dan transkripsiyonu yapilan ama proteine gevirisi yapilmayan
genler tarafindan kodlanirlar. DICER1, miRNA biyogenezi igin gerekli olan enzimdir.
DICER1, mikroRNA olgunlasmasinin diizenlenmesiyle embriyonik gelisme, hiicre
biiyiimesi ve fenotip farklilasmasi gibi ¢ok genis araliktaki fizyolojik siireclerde Kritik rol
oynar. Yapilan ¢alismalardan elde edilen kanitlar miRNA’larin kok hiicre farklilasmasinda,
MKH’lerden salgilanan sitokinlerin ifadelerinin diizenlenmesinde, hematopoezde énemli
rol oynadiklarin1 gostermektedir. Bu veriler hematopoetik nis iizerinde bu miRNA’larin

onemli diizenleyici roliiniin olabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alismada MDS ve AML hastalarinda kemik iligi kokenli MKH’lerin roliinii aragtirmak
tizere DICER-1 geni ve miRNA ifadeleri incelenmistir. Yakin zamanda yapilan bir
calismada miRNA biyogenezi i¢in gerekli bir RNaz III endoniikleaz olan DICER-1 gen
delesyonunun osteoprogenitor hiicrelerde fonksiyon bozukluguna neden olup mikrogevreyi
bozarak perifer kan sitopeni, miyelodisplazi ve sekonder l6semiye yol actigi tespit
edilmistir (19). Osteoprogenitor hiicreler MKH’lerden koken aldiklar1 i¢in MKH’lerde
mIiRNA ifade analizleri ve DICER1 geninin ifade analiziyle MDS ve AML’deki
MKH’lerde molekiiler anormallikler arastirilmistir. Bu ¢alismada DICER-1 geninin ve
ifadesinde 6nemli degisiklikler tespit edilen miRNA’larin, bu miRNA’larin hedefledikleri
genlerin hastalik patogenezindeki katkist ve kemik iligi mikrogevresindeki diizenleyici

rollerinin anlasilmas1 amaglanmustir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kodlamayan_RNA
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2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. HEMATOPOEZ

Insan viicudu her giin hastalik veya travma yanisira normal hiicre dongii siireglerinde yok
olan kan hiicrelerini yenilemek i¢in milyarlarca yeni beyaz kan hiicreleri, kirmiz1 kan
hiicreleri ve trombositleri tiretir. Cesitli homestatik mekanizmalar kanama veya infeksiyon
gibi streslere hizlica yanit vermek icin kan hiicresi tiretimine olanak saglar ve daha sonra
stres ortadan kalktifinda kan hiicresi iiretimi normal diizeylere geri doner. Kan hiicresi
tiretiminin ve homestazin son derece organize siireci “hematopoez” olarak adlandirilir (20).
Hematopoez kirmizi kan hiicreleri (eritrositler) beyaz kan hiicreleri (lokositler) ve
trombositleri igeren yeni kan hiicreleri olusumunun karmasik gelisimsel siirecidir (21,22).
Her giin hematopoez ile yaklasik olarak 175 milyar kirmizi kan hiicreleri, 70 milyar
graniilosit (nétrofiller, eozinofiller, bazofiller) ve 175 milyar trombosit iiretilir. Eger

ihtiya¢ duyulursa tiretim 5-10 kat artirilabilir (21,22).

Olgun kan hiicreleri agirlikli olarak kisa omiirlii oldugu icin yasam boyu c¢oklu dizinli
progenitorleri ve bireysel hematopoetik serilere yonlendirilen onciilleri yenilemek igin kok
hiicrelere gereksinim vardir. HKH’ler eriskin memelilerdeki kemik iliginde seyrek olarak
bulunur ve giderek birka¢ veya tek seriye kisitlanan progenitor hiyerarsisinin lstiindedir
(23). Bu progenitorler kirmizi kan hiicreleri, megakaryositler, miyeloid hiicreler
(monosit/makrofaj ve notrofil) ve lenfositler gibi olgun kan hiicrelerinin {iretimini saglayan
kan oncillerini verir. Tim diger kok hiicreleri gibi HKH’ler de kendi kopyasini
yapabilmekte ve farklilagabilmektedirler (6zellikle tiim kan hiicre serilerine) (24).

HKH ve son olarak farklilasan hiicreler arasinda boliinebilen ve belirli serilere ilerleyebilen,
belirli uyarilara bagl, farkli asamalardaki progenitorler biitiinii vardir (Sekil 2.1) (25,26).
Gergekten giderek gelistirilen kiiltiir yontemleri sayesinde kok hiicreleri ve progenitdr
hiicreleri en ilkelden en olgun olana dogru ayirt etme imkani ortaya ¢ikmistir. Buna gore
en ilkelden olguna dogru geldik¢e hiicrelerin ¢ogalma kapasiteleri giderek azalmakta,
bununla ters orantili bir sekilde farklilasmalar1 artmaktadir. Dogal olarak daha olgun
basamaklara gelindik¢e logaritmik olarak bu Ozellikleri tasiyan hiicrelerin sayisi

artmaktadir (27).



Genellikle hematopoetik gelisimin erken bir asamada miyeloid ve lenfoid dallara
ayrildigina inanilmaktadir. Lenfoid dali B, T ve dogal oldiiriicii hiicreleri olustururken
miyeloid dali eritrositler gibi diger hiicre tiplerine farklilasabilmektedir. Aslinda ortak
lenfoid progenitorler ve ortak miyeloid progenitdrler olarak adlandirilan lenfoid veya
miyeloid potansiyelli iki farkli progenitor popiilasyonu fare kemik iliginden izole edilmistir
(25,26). Boylece ¢ok az sayidaki gergek kok hiicreden gercekte kesintisiz bir doniisiimle
daha fazla sayidaki progenitdr hiicrelere, onlardan da kemik iligi aspiratlarinda morfolojik
olarak tanimlanabilir Onciiller olan prekiirsor hiicrelere doniisiim gerceklesmis olur. En
sonunda onciillerden olgunlasan bildigimiz kan hiicreleri ortaya ¢ikar. Kok hiicrelerden
progenitor hiicreler ve onlardan da en sonunda taninabilir olgun hiicrelerin olusmasinda
karmagik ve tam anlagilmamis kontrol mekanizmalar1 rol oynar. Baslangicta lokal kontrol
mekanizmalarinin baskin olarak rol oynadigi ve olgunlagma ilerledikge bunun yerine

kademe kademe humoral diizenlemenin daha etkili olmaya basladig1 sylenebilir (27).

Hematopoez siireci kan hiicreleri ve ¢evreleri arasindaki karmasik etkilesimi gerektirir. Bu
etkilesim HKH’lerin, progenitorlerin ve olgunlasan kan hiicrelerinin sessiz kalip
kalmamasini, ¢ogalip ¢cogalmamasini, farklilasip farklilasmasini, kendini yenilemesi veya
kendini yenilememesini veya apoptoz gegirip gegirmemesini belirler (24,28,29). Kan
tiretimini yoneten genetik ve ¢evresel mekanizmalarin tiimii bu temel hiicresel siireclerin
goreceli dengesini etkileyerek ¢alisir. Normal sartlar altinda HKH’lerin ve progenitorlerin
¢ogu hiicre dongiisiiniin GO fazinda sessizdir, fakat progenitorlerin ¢ogu ¢ogalmakta ve
olgun {irtin tiretmektedir (30). Herhangi bir stres yoklugunda, bu durum progenitérlerde ve
olgun hiicrelerde apoptoz oraniyla dengelenir (29). Kanama veya infeksiyon gibi stres
durumunda birkag siire¢ olusur. Kemik iligine veya endotelyuma yapisan hiicreler hizlica
hasar bolgesine ulagsmak igin dolasima salinir (31). Ek olarak sessiz progenitorler ve
HKH’ler ¢ogalmak ve olgun beyaz hiicrelere, kirmiz1 kan hiicrelerine ve trombositlere
farklilasmak i¢in c¢esitli bliyiime faktorleriyle uyarilir. Kanama, infeksiyon, altta yatan
diger stres durumu ortadan kalktiginda ve kan hiicrelerine olan ihtiya¢ normale
dondiigiinde kan hiicreleri depolandiklar1 bolgelere geri dagilirlar ve hematopoez baglangic

seviyesine geri doner. Bu siire¢ bireyin yasam siiresi boyunca sayisiz kez kendini tekrarlar.
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Sekil 2.1. Hematopoetik hiicrelerin hiyerarsisi. Hiyerarsinin en {stiindeki kendini
yenileyen HKH’ler multipotent progenitorleri olusturmaktadir. Multipotent progenitorler
olgun B lenfositlerini, T lenfositlerini ve NK hiicrelerini olusturan CLP gibi oligopotent
progenitdrleri olugturmaktadir. CMP, monosit/makrofaj ve graniilositlere farklilasan GMP
ve megakaryosit/trombosit ve eritrositlere farklilasan MEP’ni vermektedir. CMP ve
CLP’lerin dendritik hiicreleri olusturdugu o6ne siiriilmektedir. CMP, ortak miyeloid
progenitor; CLP, ortak lenfoid progenitor; MEP, megakaryosit/eritrosit progenitorleri;
GMP, graniilosit/makrofaj progenitorleri (32).



2.2. MIYELODISPLASTIK SENDROM (MDS)
2.2.1. TANIM VE TARIHCE

Miyelodisplastik sendrom (MDS) kemik iligi yetersizligi, perifer kan sitopenileri,
morfolojik displaziler, kontrolsiiz ¢cogalma, yetersiz hematopoetik farklilasma ve AML’ye
transformasyon riski yiiksek olmasiyla karakterize edilen hematolojik bozukluklarin

heterojen klonal kok hiicre hastaliklart grubunu olusturmaktadir (33).

Hastalik 19. yiizy1l bagindan itibaren tarif edilmeye baslamustir. Ilk kez 1907 yilinda
Luzatto ve arkadaslar1 (34) aplastik anemiye benzeyen, ancak kemik iliginde eritroid
hiperplazi saptanilan bir hasta igin pseudo-aplastik anemi tanimini kullanmigtir. 1982
yilina kadar hastalig1 tanimlamada bir kavram kargasasi devam etmistir. Bu tarihe kadar
multipl refrakter sitopeni ve morfolojik olarak kemik iligi displazisi bulunan hastalarda
altta yatan patolojiyi tanimlamak ic¢in; miyelodisplastik ya da dismiyelopoetik sendrom,
prelosemi, oligolosemi, refrakter anemi, smoldering 16semi gibi subakut ya da yavas seyirli
16semi gibi gesitli terimler kullamlmustir (35). Bu tarihte Fransiz-Amerikan-Ingiliz (FAB)
calisma gurubu tarafindan MDS ve alt guruplari tanimlanmistir (36). FAB simiflandirmasi
15 yil siire ile hekimlere bir kilavuz olmustur. 1997 yilinda hastalik igin klinik, morfolojik
ve sitogenetik 6zellikler temel alinarak uluslararasi prognoz skorlama sistemi onerilmistir
(37). 1997 yilinda Diinya Saghk Orgiiti (DSO; World Health Organization, WHO)
MDS’yi farkli sekilde siniflandirmustir (38).

2.2.2. EPIDEMIiYOLOJi

MDS tipik olarak ileri yaslarda tan1 alir, ayrica klinisyenler tedavi ile iliskili MDS (t-MDS)
ihtimalinin de farkinda olmalidir. Mevcut veriler MDS’nin agirlikli olarak bir yashilik
hastalig1 oldugunu gostermektedir. MDS’1i hastalarin %80’den fazlas1 60 yasin iizerindedir.
MDS 50 yasin altinda nadir goriiliir. Vakalarin sadece %6’s1 50 yas ve daha kiigiik
bireylerde tan1 almistir (1,39). Ancak yasin ilerlemesiyle prevalans hizla artar. Ortalama
goriilme yas1 70°tir. 50 yasin altindaki hastalarda insidans 0.5/100000 iken, 70 yasin
tizerinde 45/100000°den fazladir (1).



2.2.3. SINIFLANDIRMA

MDS degisik derecelerde anemi, l6kopeni ve trombositopeni ile seyreden, hastalarda
transfiizyon ihtiyacina yol acan veya enfeksiyon ya da kanamaya duyarli hale getiren bir
cesit kemik iligi yetmezligi sendromlarindan olusur. 1974-1975 yillar1 arasinda FAB
calisma grubu olarak adlandirilan hematolog ve patologlardan olusan bir grup, akut
l16semilerin siniflandirmast igin ilk sistematik terminolojiyi gelistirmistir (40). 1976
raporunda (41) FAB grubu dismiyelopoetik sendromun 2 genis kategorisini (Blast Artigh
Refrakter Anemi ve Kronik Miyelomonositik Lésemi) tanimlamigtir. 1982°de FAB grubu
MDS’nin son FAB siniflandirmasini olusturmak {izere bu semay1 yenilemistir (36). Blast
yiizdesine, ring sideroblastlarin ve/veya monositlerin tanimlanmasina dayanarak FAB,
MDS’nin 5 morfolojik alttipini tanimlamigtir. FAB siniflamasi MDS’nin  anemik
degisiklikleri yanisira 16semik bilesenlerini de kapsamaktadir (Cizelge 2.1) (36). Bu
siiflamada, akut 16semi tanist i¢in kemik iligi ya da periferik kanda %30’dan fazla
miyeloblast bulunmas1 gerekmektedir. %30 veya daha az miyeloblast bulunan hastalar
MDS olarak simiflandirilmustir. IIk iki kategori olan RA ve RARS, kemik iliginde %5 ten
az miyeloblast bulunmasiyla karakterizedir. RA ve RARS’l1 hastalarda ortalama sagkalim
daha uzundur ve diger kategorilere gore akut l6semiye ilerleme daha diisiik oranlardadir.
RAEB ve RAEB-T’li hastalarin kemik iliginde sirasiyla %5-20 ile %21-30 miyeloblast
bulunmaktadir. Bu hastalarda siklikla daha agir sitopeni vardir, akut 16semiye ilerleme
riski artmigtir ve ortalama sagkalim daha kisadir. KMML’li hastalar heterojen bir gruptur.
Bazi hastalarda belirgin pansitopeni ve kemik iliginde {i¢ seride de displazi yanisira
bazilarinda ise artmis beyaz kiire sayisi, periferik monositoz, splenomegali ve
hipermetabolik semptomlarin oldugu miyeloproliferatif hastalik tablosu izlenebilir. FAB
smiflandirmasindan genel bir prognostik gosterge olarak faydalanilmasinin yaninda bu

smiflandirma miyelodisplazilerin tanimlanmasinda dnemli bir gelisme saglamustir.



Cizelge 2.1. Miyelodisplastik sendromlar i¢in FAB siniflama kriterleri (36).

Alt Grup Kisaca | Periferik Kan Kemik ligi
Refrakter Anemi RA Blast < %1 Blast < %5
. ) ] . Blast<%5,Ring
Ring Sideroblastli Refrakter Anemi RARS Blast < %1 .
Sideroblast > %15
Blast Artislt Refrakter Anemi RAEB Blast < %5 Blast %5-20
Transformasyonda Blast  Artigh Blast %21-30 ya da Auer
) RAEB-T | Blast > %5
Refrakter Anemi Rod
Kronik Miyelomonositik Losemi KMML Monosit >1000/mm3 Herhangi biri
Akut Miyeloid Losemi AML Blast > %30

MDS’de FAB smiflamasi zamanla 6nemli kisitlamalara yol agmistir. Zamanla sitogenetik,
immiinolojik ve molekiiler alandaki gelismeler ve ayrica “hipoplastik MDS” ve “fibrozisli
MDS” gibi farklt morfolojik alt tiplerin tanimlanmasi (42) ve tedaviye ikincil MDS’lere
ayr1 bir yer verilmemesi ile bu siiflama yetersiz kalmaya baslamistir. RAEB, RAEB-T ve
AML benzer biyolojik siirecleri gostermektedir. MDS ile akut 16semi ayiriminda kullanilan
kemik iligindeki %30’luk miyeloblast orani biyolojik olarak uyumsuzdur ve siklikla tedavi
seceneklerinin belirlenmesinde karisikliga yol agmaktadir. Bu nedenle WHO simiflama
semas1 gelistirilmistir. 2008°’de WHO simiflandirmasi morfoloji, sitopeni, blast sayisi ve
sitogenetige dayali 6 eriskin ve 1 cocuk MDS kategorisi tanimlamistir: 1) Refrakter anemi
(RA), refraktor ndtropeni (RN) ve refraktdr trombositopeni (RT) igeren tek dizeli displazili
refraktor sitopeni (RCUD), 2) halka sideroblastli refrakter anemi (RARS), 3) ¢oklu dizide
displazili refrakter sitopeni (RCMD), 4) artmis blasth refrakter anemi-1 (RAEB-1), 5)
artmus blasth refrakter anemi-2 (RAEB-2), 6) siiflandirilamayan MDS (MDS-U) ve 7) iyi
prognoz grubu olarak izole del 5q ile iliskili MDS (Cizelge 2.2).

Klinik olarak MDS ayni zamanda de novo ve sekonder/terapi iliskili olmak tizere ikiye
ayrilabilir. Son WHO smiflandirmast MDS teshisini kolaylastirmada mutasyonlarin
varligimmi dikkate almamaktadir. Sadece spesifik bir WHO MDS siniflandirmasiyla iligkili
olan tek sitogenetik bulgu izole del 5q’dur.

Yeni WHO siniflamasinda AML miyeloblast sayisinin %20 ve daha fazla olmasi seklinde
tanimlanir ve RAEB-T kategorisi bulunmaz (Cizelge 2.2) (38). Ayrica RA ve RAEB-T

grubunda yer alan hastalarin en azindan prognostik davranislarinda farkliliklar da



belirlenmistir. Refrakter anemi tanili hastalarin yalniz eritropoetik displaziye sahip olanlari
ile daha kotli prognoza sahip c¢ok dizeli displazi gosterenlerin farkli seyirleri nedeniyle
ayrilabilecegi belirtilmistir. Benzer sekilde bir alttipleme RAEB-T grubu hastalar i¢in de
ongoriilerek hem blast sayillar1 hem de Auer cisimlerinin varlifina gore yapilmigtir
(Cizelge 2.2). Bunlara ilaveten Auer cisimciklerinin mutlaka kotii prognoz ile birlikte
olmayabilecegi ya da 16semik transformasyon i¢in tim miyeloblast oranindan daha fazla
belirleyici olmadig1, prognostik anlaminin tekrar incelenmesi gerektigi gibi bazi itirazlar da
geligmistir (43). Bu ve benzeri arayislardan dolayt WHO, FAB smiflama sistemine bazi
eklemeler yapmustir (43-45). Bu diizenlemede RAEB, ilik blast sayisi temelinde RAEB-I
(<%5-10) ve RAEB-II (%11-20) olarak iki alt gruba ayrilmis ve RAEB-T olarak
tanimlanan %?20-30 ilik blastina sahip tip ise AML olarak siiflandirilmisir (44,45). Eski
FAB smiflamasinda MDS baslig1 altinda ele alinan KMML kategorisi de problemlidir.
Yeni WHO siniflamasiyla KMML, MDS kategorisinden ¢ikarilmis ve miyeloproliferatif
hastaliklar grubuna alinmistir. Bu degisiklik sadece klinik degerlendirme agisindan degil
aynt zamanda KMML’li hastalar i¢in gereken ¢ogu tedavi secimleri agisindan da daha

uygundur.

Sonugta WHO simiflamasinda RAEB’in 2 alt kisma ayrilmas1 ve RAEB-T nin AML olarak
tamimlanmas1 (46,47), KMML gruplamasi1 onay bulurken bu sistemin de tamamen
morfolojik temelde displazi tanimi ile yapilan alt tiplemeleri ve hipoplazik ilikli MDS’yi

icermemesi tartigmalara agik kalmistir (48).
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Cizelge 2.2. WHO (2008) MDS siniflamasi (49).

Alttip

Cevre Kam

Kemik Iligi

Tek dizide displazi

ile seyreden refrakter
sitopeniler (RCUD)

Refrakter anemi (RA)
Refrakter notropeni (RN)
Refrakter trombositopeni (RT)

Tek veya iki dizide
sitopenil

Blast nadir veya yok
(<% 1)

Tek dizide displazi; Etkilenen
dizide >% 10 displazi
Blast<% 5

Halka sideroblast<% 15

Halka sideroblastli
refrakter anemi (RARS)

Anemi var

Blast yok

Sadece eritroid displazi
Halka sideroblast>% 15

Coklu dizide displazili
refrakter sitopeni (RCMD)

Sitopeni (ler)
Blast<% 12
Auer cisimeigi yok

Monosit<1000/mm3

>2 miyeloid dizide (nétrofil ve/ veya
eritroid onciil ve/veya megakaryosit)
>% 10 displazi

Blast<% 5

Auer cisimeigi yok

+% 15 halka sideroblast

Artmis blastl refrakter
anemi-l (RAEB-I)

Sitopeni (ler)
Blast<% 5
Auer cisimcigi yok

Monosit<1000/mm3

Tek veya ¢ok dizide displazi
% 5-9 blast2

Auer cisimeigi yok

Artmis blastl refrakter
anemi-11 (RAEB-II)

Sitopeni (ler)
Blast<% 5-19

Auer cisimcigi+3

Tek veya ¢ok dizide displazi
% 10-19 blast

Auer cisimceigi +

trombosit sayisi

Blast<% 1

Monosit<1000/mm3
] ) Bir veya daha fazla miyeloid
Simiflanmamis MDS Sitopeniler
hiicre dizisinde <% 10 displazi
(MDS-U) Blast<% 12
Blast<% 52
. Cekirdegi az lobiillii normalsa
Anemi .
veya artmig megakaryosit
. Normal/artmig
Izole del 5q Blast<% 5

Sitogenetik olarak izole del 5q Auer

cisimcigi yok

2.2.4. PROGNOZ

Uluslararas1 Miyelodisplastik Sendrom Risk Analizi ¢alismasinda 800’den fazla hasta

izerinde yapilan analizlerle yeni tan1 almig MDS hastalarinin prognozunu belirlemek igin
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Uluslararas1 Prognostik Skorlama Sistemi (IPSS=International Prognostic Scoring System)
kullanilmaktadir (Cizelge 2.3 ve 2.4) (50). IPSS en genis kabul goren ve kullanim alani
bulan skorlama sistemidir. IPSS hastalar1 sagkalim sonucuna ve AML’ye ilerleme riskine
dayanan farkli altgruplara ayirmak icin prognoz iizerinde en 6nemli degiskenler olarak
kemik iligi miyeloblast yiizdesi, spesifik sitogenetik anormallikleri ve sitopeni derece ve
sayisint kullanmaktadir (Cizelge 2.3) (37). Sitogenetik oOzellikler ortalama sagkalim
tizerinde giiclii etkiye sahiptir (37,51). Klonal sitogenetik anormallikler tiim hastalarin
yaklasik olarak %50’sinde bulunmaktadir ve teshisde yardimci olmasinin yanisira FAB ve
WHO smiflandirma sistemleriyle birlikte kullanildiginda prognozun gostergesi olabilir
(52). Dogru prognozu saptamak i¢in hastanin sitogenetigi hakkinda bilgi edinmek
onemlidir. Ek olarak tespit edilen sitogenetik risk faktorlerinden bagimsiz olarak bazi
genetik mutasyonlarin MDS’li hastalarda kotli sagkalim sonucunun 6ngoriiciisii oldugu
bulunmustur (53). Ayrica prognozun kemik iligindeki miyeloblast sayisiyla ters orantili
oldugu gosterilmistir. Diger kotii prognostik 6zellikler ise yasin 60’tan yiiksek olmasi ve
erkek cinsiyettir. Yasin etkisi ise tartigmalidir ama yine de yasla iliskili gruplamalarin
sagkalim degerlendirilmesinde 6nemine isaret edilmektedir (37,51). Bu veriler kullanilarak
olusturulan puanlama sistemi ile hastalar diistik risk, orta-1, orta-2 ve yiiksek risk olarak
ayrilan dort risk sathasindan (Cizelge 2.4) birine girmektedir (50,54,55). Bu safhalara gore
hastalarin %25’inin AML’ye ilerlemesi i¢in belirlenen zaman ve sagkalim siirelerini
degerlendiren caligmalar da bulunmaktadir (Cizelge 2.4) (37,48,54). Medyan sagkalim
[PSS’nin tanimladig: yiiksek riskli hastalarda 0,4 yildan, diisiik riskli hastalarda 5,7 yila
kadar degismektedir (Cizelge 2.4) (37). Hastalarin yaklasik %25-30 kadar1 zaman dilimleri
degisik de olsa sonugta AML’ye ilerlemekte ve 16semi ile kaybedilmektedir (56).

Cizelge 2.3. Uluslararasi prognostik puanlama sistemi (IPSS) (37).

Puan degeri
Prognostik degisken 0 0.5 1 1.5 2
Kemik iligi blast(% ) <5 5-10 - 11-20 21-30
Karyotipl Iyi Orta Kotii
Sitopeniler2 0/1 2/3
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Klinikte iyi risk temelinde segilecek tedavide IPSS sisteminin yararli bulundugu, ancak
ileri yas, kotii performans ya da bagimsiz bagka hastalik varligi gibi 6zelliklerin risk
temelindeki tedavi uygulamalarini smirlandirdign da  belirtilmektedir (37). Ayrica
sitogenetik ¢aligmalarin yapilamadigi durumlarda da IPSS’den yararlanilamayacaktir.
Yillar oOnce sitopenilerin derecesi ve ilik blast yiizdesinin birlestirilerek yapildigi
Bournemouth, Sanz puanlama sistemi, Diisseldorf sistemi ile diger gesitli benzerlerinden
bu  durumlarda yararlanilabilinmektedir. ~ Ayrica kok  hiicre ve  blastlarin
imminfenotiplerinin, kromozom degisimlerinin, primer ya da sekonder gelisimin ve bazi
laboratuvar bulgularinin prognostik etkilerini belirleyen ve farkli sistemleri birbirine gore
degerlendiren yeni ¢alisma sonuglar bildirilmekte (48,55,57) ve artmis lenfosit sayist gibi

yeni parametreler ifade edilmektedir.

Cizelge 2.4. IPSS’e gore genel sagkalim ve 16semiye doniisiim olasiligi (37).

) Ortanca % 25 AML ye doniisiime kadar gecen
Risk grubu Puan
yasam (y1l) stire (yil)
Diisiik risk 0 5,7 9,4
Orta-1 0,5-1,0 3,5 3,3
Orta-2 1,5-2,0 1,2 1,1
Yiksek Risk >2.5 0,4 0,2

Hernekadar IPSS sag kalim ve AML gelisimini belirlemede mevcutlarin en iyisi olarak

tanimlansa da heniiz hi¢bir siniflama tek basina her konuda tatminkar degildir.

2.25. ETiYOLOJIi

MDS’de hastalarin %80’inde etiyolojik bir neden ortaya konulamamis olsa da bazi genetik
bozukluklar, edinsel faktorler, ¢evresel/mesleki olarak bazi kimyasallara maruziyet ve
kemoterapi tedavisi MDS riskini artirmaktadir (1). Fankoni anemi gibi dogustan gelen
hastaliklar ve down sendromu gibi yapisal genetik bozukluklarin MDS riskini artirdig
bilinmektedir (1,58). Ek olarak iyonize radyasyon ve benzene mesleki maruziyet de risk
faktorleri arasindadir (59). Genel popiilasyonda benzen maruziyetinin en énemli kaynagi
sigaradir. Su anda MDS ile baglantili ¢evresel risk faktorleri sigara (60,61,62), ¢oziiciilere
maruziyet ve pestisitlerdir (62,63). Diisiik yogunluktaki manyetik alan ile MDS gelisimi
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arasinda iliski mevcuttur (64). Tedavi ile iliskili MDS 6zellikle hodgkin hastaligi, non-
hodgkin lenfoma, meme kanseri ve ¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik 16semi (ALL) gibi
tedavi edilebilir hastaliklarin kemoterapisi sonrasi gozlenen ciddi bir komplikasyondur
(65). Bu hastaliklarin tedavisinde radyasyon, alkilleyici ajanlar ve topoizomeraz Il
inhibitorleri kullanildi ise MDS gelisme olasilig1 artmaktadir. Kanser tedavisi ge¢misi olan
MDS’li hastalarin sekonder veya tedavi ile iliskili MDS oldugu 6ngoriilmektedir ve bu
hastalar ¢ok daha koétii prognoza egilimlidir. WHO bu vakalarin diger MDS’lerden ziyade
AML ile gruplandirilmasii tavsiye etmektedir (66). Miyeloproliferatif hastaliklarda
hidroksiiire kullanihm: sonrasi AML ve MDS gelisme olasiligi %14’diir. Otoimmun
hastaliklar (alerjik degil) MDS gelisim riskini artirabilir. K6k hiicre transplantasyonu
sonrast MDS gelisme olasiligr %20 diizeyindedir (67). Cocuklarda hodgkin ve ewing
sarkomu tedavi sonrasi tedavi ile iliskili MDS gelisebilir. Cocuklarda gozlenen tedavi ile
iliskili MDS’nin bir baska nedeni, aplastik anemi nedeni ile immiinbaskilayici tedavi ve G-
CSF kullanilmasidir. Bu hastalarda G-CSF kullanilmast MDS klonunun gelisimine yol
acabilir (68).

2.2.6. MDS PATOLOJISi

2.2.6.1. Sitogenetik Degisimler

MDS’li hastalarin yaklasik yarisinda tan1 aninda kromozomal anormallikler bulunur. Bu

durum hastaligin klonal oldugunu gostermesinden baska prognostik skorlama igin

onemlidir (69).

Daha onceleri primer olarak degerlendirilen sitogenetik bulgularin son yillarda sekonder
oldugu yoniinde goriisler agir basmaktadir. Sekonder bozuklugun ortaya c¢ikmasi ise
genetik kokenli faktorlerle olabilecegi gibi cesitli ¢cevresel etkenlerle de olabilir. Cevresel
etkenler DNA hasar1, genomik kararsizlik, DNA tamir hasar1 veya sinyal iletim yollarinda
bozukluklara neden olarak sekonder bozuklugun ortaya cikisina sebep olur. Bu durum
kromozomlarin bazi bolgelerinde siklikla kaybolmalar veya daha nadiren kazanimlar
seklinde kendini gostermektedir. Cevresel nedenlerin her bireyde hastalik ortaya
cikarmamasi ise genetik polimorfizmlerle agiklanmaktadir. Sekonder bozukluk en az

baslatan olay kadar onemli olup genellikle {i¢ veya daha fazla anormalliklerin oldugu
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sitogenetik bozukluk (kompleks karyotip) veya bir kromozomda birden fazla bolgede

delesyonlar seklinde karsimiza ¢ikmaktadir (55).

Kromozomal anormallikler MDS i¢in patojenite gostergesi olmamasimna ragmen bazi
sitogenetik degisiklikler siirekli belirtilmektedir. MDS’de translokasyonlar ve tiim
kromozomun kayb1 veya kazanci da meydana gelmesine ragmen kromozomal delesyonlar
en yayginidir (70). Primer MDS’li hastalarda en yaygin sitogenetik degisiklik tiim
vakalarin %30’u kadarinda goriilen kromozom 5 (5q-) delesyonudur (Sekil 2.2) (71). Diger
yaygin degisiklikler trizomi 8 (%19) ve 7q- veya monozomi 7’dir (%15). Kromozom Y
kayb1, 17p-, izokromozom 17q ve 3, 11, 12, 13 ve 20 delesyonlar1 gibi ek olarak belirtilen
karyotipik degisiklikler hastaligin daha ileriki asamalarinda sik sik gozlenmektedir (71).
Primer MDS’li hastalarin %10-20’si arasinda ii¢ veya daha fazla anormalliklerin oldugu
karyotip bulunmaktadir. Tedavi ile iliskili MDS, monozomi 7, 7g-, monozomi 5 ve 5g-
onceki alkile edici ajanlara maruziyete iliskin en yaygin degisikliklerdir. 11q23’deki
degisiklikler genellikle topoizomeraz II inhibitorleriyle tedaviyi takiben goriilmektedir (72).
Bu kromozomal degisiklikler hastalarin bu grubunda kétii prognozla iligkilidir. MDS’deki
prognostik skorlama sistemi hem kromozomal degisikliklerin varligi ve hem de tipi ile
ilgili ana degisken olarak sitogenetigi igermektedir. IPSS’de normal bir karyotip veya Y
varligi, del(5q) veya del(20q) diisiik risk olarak smiflandirilmaktadir. Ug¢ veya daha fazla
anormalliklerin oldugu sitogenetik bozukluk veya kromozom 7 anormalliklerinin varligi
yiiksek risk MDS sinifina girmektedir (37). Diger tiim degisiklikler orta risk olarak
degerlendirilmektedir. Bu kriter ayn1 zamanda WHO siniflandirma temelli prognostik

skorlama sisteminde de (WPSS) kullanilmaktadir.
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Sitogenetik anormallikler

Sekil 2.2. MDS’deki en yaygin sitogenetik anomalilerin frekansi. Izole, +1 ek anomali ve
kompleks anomalilere ayrilan MDS’deki en yaygin sitogenetik anomalilerin frekansi

goriilmektedir (52).

2.2.6.2. Molekiiler Degisimler

MDS’de molekiiler diizeydeki degisiklikler hala yetersiz bir sekilde tanimlanmistir. Siklig1
genellikle yiiksek olmamasina ragmen cesitli yeni mutasyonlar MDS’li hastalarda
tanimlanmistir. RUNX1, TP53 ve NRAS gibi en yaygin nokta mutasyonlar1 sadece
hastalarin azinliginda goriilmektedir ve baslica prognozun koétii oldugu tedavi ile iliskili
MDS’1i hastalarda bulunmaktadir (73). CBL, IER3, TET2, ASXL ve miyeloid tiimorlerle

ilgili diger genlerdeki yeniden diizenlenmeler ve mutasyonlar tanimlanmasina ragmen

MDS’deki rolleri heniiz iyi bilinmemektedir.
2.2.6.2.1. Sinyal iletim Degisikligi

RAS alt ailesi H-, N- ve K-RAS genlerinden olugmaktadir. Bu genler hiicrelerin ¢gogalmasi
ve farklilagsmasinda 6nemli rol oynarlar ve hiicresel transformasyonla iliskilidirler (74).
RAS proteinleri (p21RAS) plazma membraninin i¢ kisminda yer alir, GDP ve GTP’ye

baglanir ve GTPaz aktivitesi gosterirler. Hiicre i¢i sinyal iletiminde yer alarak ¢ogalma,

farklilasma, transformasyon ve apoptoza etki ederler (75).
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RAS gen mutasyonlar1 nokta mutasyonu seklinde olup MDS de %10-15, AML’ de %20-30
(N-RAS’m siklikla mutasyona ugradigi) oraninda goriiliir. Nokta mutasyonlarmin siklikla
meydana geldigi bolgeler (hot spot) kodon 12, 13 veya 61°de bulunurlar (76). RAS
mutasyonlart disindaki diger degisiklikler RAS yolaginin kontrolsiiz aktivasyonuna yol
acar. GAPs fonksiyon kaybi RAS-GTP diizeylerinde artisa neden olur. RAS gen
mutasyonundan baska RAS geninin normalden fazla ifade edilmesi de RAS genini
onkogenlere ¢evirebilmektedir (75). N-RAS mutasyonu iceren MDS Kot prognozla iliskili
olabilir (76). MDS’de N-RAS mutasyonu kisa yasam siiresi ve AML’ye transformasyon

riskinde artig ile tanimlanir (77).

Jak kinaz ailesi arasinda yeralan JAK2 son zamanlarda miyeloproliferatif sendromlarin
(MPS) patogenezinde 6nemli rol oynadigr i¢in ¢ok ilgi ¢cekmistir. Birka¢ grup (78,79)
JAK2’nin (JAK2V617F) 617. aminoasit pozisyonunda valin-fenilalanin degisikligini
tanimlamislardir. Bu aminoasit degisikligi kromozom 9’un kisa kolunda bulunan JAK2 nin
12. ekzonunda G-T degisikligi nedeniyle olmustur (78). Bu mutasyonun sonucu olarak
hiicreler ~ sitokinlere  asir1  duyarlillk  gostermistir  (79).  Polisitemia  vera
hastalarinin %97’sinde, trombositemili hastalarin %57’si ve idiopatik miyelofibrozlu
hastalarin %50’sinde JAK2V617F mutasyonu birkag ¢alismada tespit edilmistir (78,79).
Bu da bu mutasyonun MPS patogenezinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir. Fakat
JAK2V617F mutasyonu MDS’de nadir bulunur ve vakalarin %5’inde bulunmustur (80,81).
Son bulgular ring sideroblastli ve trombositozlu refraktér anemi (RARS-T) olarak
adlandirilan MDS’nin belirli bir alt grubunda JAK2V617F mutasyonunu agiga ¢ikarmistir.
JAK2 mutasyonlar1 normal platelet sayili RARS hastalarinda olduk¢a nadir olmasina
ragmen belirgin trombositozlu RARS-T hastalarinin yaklasik %350’sinde meydana
gelmektedir (81,82).

FLT3 geni tirozin kinaz reseptoriinii kodlamaktadir ve hematopoetik hiicrelerde ¢cogalma,
farklilasma ve apoptozun diizenlenmesinde iliskilidir. FLT3 genindeki mutasyonlar
MDS’de daha azdir, fakat AML’de ¢ok siktir (MDS’de %5, AML’de %25-30) ve AML’de
kotii  prognozu  gostermektedir  (83,84). FLT3’ln en sik goriilen mutasyonlar

juxtamembran domain igindeki internal tandem duplikasyonlar1 (ITD) ve FLT3 yolaginin

17



ligand-bagimsiz aktivasyonuna yol agan tirozin kinaz domainindeki (TKD) nokta

mutasyonlaridir.

Niikleofozmin (NPM1) geni kromozom 5’de q35 bandinda bulunmaktadir ve solid
tiimorlerin ve hematolojik malignitelerin ¢esitli tiplerinin tiimorigenezinde iliskili olan ¢ok
fonksiyonlu bir proteini kodlamaktadir. NPM1 farkli biyolojik fonksiyonlardan sorumlu
olan fonksiyonal domainleri igermektedir. NPM1 niikleus ve sitoplazma arasinda gelip
giderek ribozomal biyogenez, stres uyarisina yanit, hiicresel ploidi kontrolii ve genomik
kararliligin devamliligi, DNA tamir siire¢leri ve kromatin yogunlasmasinin ayarlanmasiyla
DNA transkripsiyonunun diizenlenmesi gibi ¢esitli hiicresel siireclerde yeralir (85). Farkli
hiicresel siireglerdeki rolii nedeniyle NPM1 protoonkogen ve timor siipresor geni olarak

atfedilmistir.

AML’de NPMI1 mutasyonlarmin yiiksek sikliginin aksine bu mutasyonlar MDS’de
nadirdir. Zhang ve arkadaslari yaptigi bir ¢alismada (86) 38 MDS hastasindan sadece
ikisinde (%5.2) NPM1 mutasyonlart bulmustur; biri RA ve digeri RAEB1. Bu bulgular
diger gruplarin sonuglartyla uyumludur (87,88). Onceden belirtilen veriler NPMI1
mutasyonlarinin MDS hastalarinin bir alt grubunda rol oynayabilecegini gostermektedir,
fakat MDS’nin baslangic1 ve ilerlemesine tam katkisinin anlasilmasi i¢in daha fazla

arastirma yapilmasi gereklidir.

2.2.6.2.2. Transkripsiyon Faktorleri ve Hiicre-Dongiisii Kontrol Degisiklikleri

Insan AML1 geni (CBFA2, PEBP2aB, veya RUNX1 olarak da bilinir) 21q22 kromozomal
bandinda bulunur ve bir heterodimerik transkripsiyon faktorii olan insan kor-baglayici
faktorii (CBF) olusturan iki altbirimden birini kodlar. AMLI proteini CBF’nin beta alt
birimiyle heterodimerizasyon ve DNA baglayiciligindan sorumlu olan kiiciik domain
olarak adlandirilan 128 aminoasitlik ve evrimsel olarak olduk¢a korunmus domain igerir.
AML1 normal olarak tiim hematopoetik serilerde ifade edilir ve miyeloid farklilagmada
onemli rol oynayan hematopoeze Ozel ¢esitli genlerin ifadesini diizenler (89). AML1
mutasyonlart AML vakalarinin yaklagik olarak %25’inde meydana gelir (cogunlukla AML
MO) ve asir1 blasth MDS’de siklikla gozlenir (90). AML1 mutasyonlariyla AMLI
fonksiyon kaybinin MDS/AML bagslangici icin tek bagina yeterli olmadig gosterildigi i¢in
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epigenetik degisiklikler (metilasyon ve deasetilasyon) AML1 mutasyonunu tasiyan
MDS/AML nin gelisimini tesvik edebilir.

Ekotropik viral integrasyon site 1 (EVI1) geni kromozom 3q26.2 bandinda bulunmaktadir
ve bir onkoprotein olarak gorev yaptigi gosterilen, 10 ¢inko parmak motifi i¢eren genis
niikleer proteini kodlar. EVI1’in iki formu bulunmaktadir: 145 kDa EVI1 geni ve
MDSI1/EVI1 genidir (91). EVI1 ve MDSI1/EVI1’in hematopoetik hiicrelerdeki yetersiz
ifadesi miyeloid bozukluklarin (AML veya MDS) gelisimi veya ilerlemesiyle iligkilidir
(92).

Yetersiz  aktivite translokasyonlar veya inversiyonlar gibi 3926 yeniden
diizenlenmelerinden kaynaklanmaktadir. Fakat birka¢ grup 3q26’nin yapisal degisikligi
olmaksizin kismen MDS’deki EVI1’in sik ifadesini rapor etmistir. Bu da muhtemelen
EVI1 ifadesiyle iligkili promotor diizenlenmesinin bozulmasini gostermektedir (93). MDS
hastalarinda EVI1 ifadesi ¢ok kotii prognostik gostergedir ve siddetli eritropoetin (EPO)-
tepkisiz anemiyle iliskilidir (94). Ek olarak ayn1 zamanda MDS’de kotii bir prognozu
gosteren bir 6zellik olan EVII ifade ve kromozom 7°deki delesyonlar arasinda bir iliski
oldugu goriilmektedir (95). EVI1’in gen ifadesini degistirme mekanizmasi heniiz tam
olarak anlagilamamaktadir. EVI1 bir taraftan hedef genlerde bir baskilayici olarak ve diger
taraftan bir aktiflestirici olarak rol oynamaktadir. EVI1 hematopoetik hiicrelerde biiyiik
Olgide ifade edilen eritroid ve megakaryositik farklilasmayla iliskili bir gen olan
GATA2’ye baghdir (96). Ustelik Laricchia-Robbio tarafindan yapilan arastirmadaki son
bulgular EVI1’in DNA baglayict protein olan GATAL ile etkilesimiyle eritroid
farklilagmasini baskiladigini gostermistir (97).

p53 gen degisiklikleri MDS’nin %10’unda meydana gelmektedir (98). Anormal klonlu
hastalarin hiicrelerindeki p53 mutasyonu siklikla izokromozom 17q’da bulunmaktadir. Bu
mutasyonlar genellikle proteinin DNA’ya baglanabilme yetenegini engeller. P53

mutasyonlart MDS’de hastalik progresyonuyla ve kotii prognozla iligkilidir.

2.2.6.3. Epigenetik Degisiklikler

MDS’de bazi gen promotorlarinin metilasyonu kanitlanmistir ve MDS patogenezine

katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Ozellikle sitogenetik degisiklikleri olan MDS’li
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hastalardaki delesyona ugrayan 5q bolgesindeki potansiyel tiimér baskilayict genin
varh@min arastirllmasit aday gen olarak RIL (reversion induced LIM) geninin
tanimlanmasini  saglamistir (99). RIL geninin anormal metilasyonu orta-ytiksek risk
MDS’1i hastalarin %50’sinde ve diisiik risk MDS olarak siniflandirilan hastalarin %6’sinda
tanimlanmistir. Yiiksek-risk hastalar arasinda RIL metilasyonlu olanlari, metilasyonsuz
hastalar ile 119 hafta sagkalim agisindan karsilastirildiginda 55 hafta ortalama sagkalim

gosterirler. Bu da bu genin MDS patogenezindeki roliinii gostermektedir.

Hiicre-dongiisiinlin - diizenlenmesinde ©6nemli rolii olan genler siklin bagimli kinaz
inhibitorleri p1SINK4b ve pl16INK4a’dir (100). Siklin-bagimli kinaz inhibitdr genleri olan
pI5SINK4B ve pl6INK4A tiimor baskilayici genler icinde yer almaktadir ve pek ¢ok
timorde genetik degisiklikler sonucu aktivasyonlari kaybolmaktadir. Ozellikle anormal
metilasyon ile bu genlerin aktivasyonunun bozulmasi hematolojik malignitelerde siktir.
P15INK4B metilasyonu MDS de %30-50 oraninda goriilmektedir. Bu genin metilasyonu
ile 16semik hiicreler TGFB’nin etkisinden kurtulmaktadirlar. Bu iki gen nadiren mutasyona
ugramaktadir, fakat p15INK4b geninin transkripsiyonu bu genin promotor bdlgesinin
anormal metilasyonu nedeniyle sik sik susturulur. Boylece siklin-bagimli kinaz 4 ve 6’y1
baskilayarak hiicre dongiisiinii negatif olarak diizenleyen proteinleri kodlayan p15ink4b
geninin promotor bolgesindeki CpG adaciklarinin hipermetilasyonu yaygin bir sekilde
orta-yiiksek risk MDS’de meydana gelir ve P15 gen ifadesinin kaybiyla iligkilidir (100).
Birkag calismada MDS hastalarinin yaklagik %50’sinin  bu degisikligi gosterdigi
belirtilmistir (100,101). Tanida p15ink4b hipermetilasyonlu hastalar normal metilasyonlu
orneklerine goére Onemli derecede daha kisa sagkalim gosterirler. Genin metilasyonu
blastlarin yiizdesiyle iligkilidir ve metilasyon varlig1 hastalik ilerlemesine isaret edebilir,
¢linkii AML’ye doniisen hastalarda p15ink4b metilli hiicrelerde artis tespit edilmistir (102).
MDS’de ayn1 zamanda E-kaderin (CDH1), estrojen reseptor (ER), MYOD1, HCI ve kanser
1 (HIC1) gibi diger genlerin anormal metilasyonu (hipermetilasyon) sessizlesen timor
baskilayici genlerin 6rnekleri olarak belirtilmistir. Ek olarak bu genlerin hipermetilasyonu

erken agsama MDS’de kétii prognozla iliskilidir (103).
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Genetik degisikliklerin aksine DNA metilasyonuyla genlerin susturulmasi geri dontisiimlii
bir siirectir ve demetile edici ajanlar (5-azasitidin, desitabin ve 5-aza- 2'-deoksisitidin) ile

tedavi, ozellikle yiiksek-risk MDS’de umut verici sonuglar vermistir (104).

Niikleozomal histonlarin asetilasyonu ve deasetilasyonu transkripsiyonal siiregde kritik rol
oynamaktadir. Histon asetilazlar (HAT) tarafindan katalizlenen histonlarin aminoasitlerinin
asetilasyonu niikleozom yapisinin agilmasina ve sonra transkripsiyon ile sonuclanan
histon-DNA etkilesiminin bozulmasma Yol agmaktadir. HAT’larin karsitt  kromatin
yapisini kararlilagtiran ve promotor sekanslarini ulagilamaz kilarak bu bolgedeki genlerin
sessizlesmesine yolagan, histonlardan asetil gruplarim1 ¢ikaran histon deasetilazlar
(HDAC)’dir (105). Fakat HDAC inhibitorii olarak bilinen valproik asitin (VPA) in vitro
ortamda 16semik hiicre hatlarinin farklilagmasi ve apoptozunu tetikledigi gosterilmistir.
Kuendgen ve arkadaslar1 (106) VPA’nin IPSS kriterlerine gore MDS hastalarinin %30’una
kadar yanit orant olan MDS’de bazi etkileri oldugunu gostermistir (107). Yanit oranlari
kemik iliginde normal blast sayili hastalarda ytiksektir (%50). Yanit oram1 ve IPSS
arasindaki iligki diisiik riskli MDS hastalarinda vakalarin %70’e kadarinin tepki verdigini
gostermigtir. Ustelik DNA metilasyonu ve histon asetilasyonunun birbiriyle yakindan
baglantili oldugu gosterildigi i¢in demetile ajanlar ile VPA’nin birlesiminin MDS ve

AML nin ileri asamalarinda ek etkileri olduguna dair kanitlar vardir (108,109).

2.3. AKUT MIYELOID LOSEMI (AML)
2.3.1. TANIM VE TARIHCE

Akut 16semiler, hematopoetik progenitor hiicrelerin neoplastik transformasyonu sonucu
gelisen ve 16semik hiicrelerin farklilasma ve olgunlasma kusuru gostermeleri ile, normal
kan hiicrelerinin yapilamamasi, asir ¢ogalma kabiliyeti gosteren 16semik hiicrelerin kemik
iligini, periferik kan1 ve takiben diger dokular istila etmesi ile tanimlanan kemik iliginin
malin bir grup hastaligidir (110). Akut miyeloblastik 16semi (AML), miyeloid, monosit,
eritroid ve megakaryositik hematopoetik oOnciillerde olgunlagsmanin erken doénemde
durakladigi malin bir hastaliktir. Hematopoetik onciillerde olgunlagsmanin duraklamasi ve
blastlarin hizli ¢ogalmasi, programli hiicre 6liimii olan apoptoz yapabilme o6zelliginin

azalmas1 sonucunda kemik iligi, dalak, karacigere sizma ve normal kan hiicrelerinin hizla

21



azalmasiyla cesitli derecelerde anemi, trombositopeni ve l6kosit sayisinda degisiklikler

meydana gelmektedir (111).

Hipokrat’in 16semi belirti ve bulgularindan bahsettigi bildirilmekle birlikte, 16seminin
Klinik bulgularinin yeterince tanimi ilk kez 1827 yilinda Velpau tarafindan yapilmistir.
Ancak tanmsal gelismeler 1839-1845 yillar1 arasinda olmaya baslamistir. 17. yiizyilda
Malpighi’nin mikroskobun 6nemini fark etmesi, hematoloji tarihinde 6nemli bir doniim
noktasini olusturmustur. Hastada 16seminin ilk fark edilmesi 1845°de Carigie ve Bennett,
ardindan 1846’da Virchow tarafindan olmustur. 1847°de Virchow “l6semi” kelimesi ile
hastaligin adini koymustur (112). lyi tariflenmis ilk akut 16semi olgusu Friedreich’e (1857)
atfedilmekle birlikte, 1889’da “akut 16semi” tanimini ilk kullanan Ebstein olmustur (110).
1879’da Ehrlich tarafindan boya tekniklerini tanimlamas: ve lokositleri graniillerine gore
ayinminin yapilmasini takiben Naegli tarafindan ilk miyeloblast ve miyelosit tanimi
yapilmistir (1900) (110,112). 1913 yilinda bir Tiirk hematologu olan Hasan Resad Sigindi
ile birlikte Schilling-Torgau ilk monositer 16semiyi tanimlamiglardir (110). 1976 yilinda
Fransiz, Amerikan ve Ingiliz bir grup hematolog tarafindan orijinal akut 16semi FAB
siniflamasi olusturulmustur. FAB siniflamasinda akut 16semiler morfolojik ve sitokimyasal
boyanma oOzelliklerine gore gruplanmistir. Ancak FAB siniflamasi immiinfenotipleme,
elektron mikroskobu, sitogenetik, molekiiler biyolojik tetkik yontemlerini ve nadir 16semi

tiplerini icermeyen bir siniflamadir (113).
2.3.2. EPIDEMIYOLOJI

AML c¢ocukluk ¢agi 16semilerinin %15-20’sini olusturmaktadir (111). AML’nin gériilme
insidansit 2.7/100 000°dir. Ortalama goriilme yast 65°tir (114). Yeni dogan doneminde
l6semilerin en fazla goriilen tipidir, ancak ¢ocukluk ve adolesan déneminde goriilme orani
diiser. Erigkin yasta goriilen akut 16semilerin ise %80’ini AML olusturur (115). AML 40
yasin altindaki kisilerde nadiren goriiliir, bununla birlikte insidansi yasla birlikte artig
gosterir. ABD’de yilda yaklasik 13000 kisi AML tanis1 almaktadir. 2000-2003 yillar
arasinda ABD’de 65 yasin altinda AML insidans orani 1.8/100 000 iken, 65 ve iizerindeki
yaslarda insidans1 17/100.000’ye kadar ¢ikmaktadir. AML erkeklerde ve beyazlarda biraz
daha sik goriilmektedir (114). Tim AML vakalarmin %10-20’sinden sorumlu olan
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sekonder AML insidans1 kanser terapisinde DNA’ya hasar veren ajanlarin yiiksek doz

yogunlugunda kullanimi nedeniyle artmaktadir (116).

2.3.3. SINIFLANDIRMA

1976 yilinda Fransiz, Amerikan ve Ingiliz bir grup hematolog tarafindan akut I6semi FAB

siniflamasi

olusturulmustur. FAB simiflamasinda akut 16semiler morfolojik ve

sitokimyasal boyanma 6zelliklerine gore gruplanmistir (Cizelge 2.5) (113).

Cizelge 2.5. AML’de FAB smiflamasi (111,117).

AKkut Miyeloid Losemi

Alt Tip Tamimlama

MO Minimal farklilagma gosteren akut miyeloblastik 16semi

M1 Olgunlagma gostermeyen akut miyeloblastik 16semi

M2 Graniilositik olgunlagma gosteren akut miyeloblastik 16semi

M3 Akut promiyelositik 16semi (APL)-hipergrantiler tip

M3V APL’nin mikrograniiler varyanti, hiperlokositoz ve ciddi koagiilopati ile birliktedir, prognoz
kotidir

M4 Akut miyelomonositik 16semi

M4eo Eozinofili ile birlikte akut miyelomonositik 16semi

M5 Akut monositik 16semi (M4 ve M5 6zellikle <2 yasta siktir)

Mb5a Farklilagma olmaksizin akut monositik 16semi (monoblastik)

M5b Farklilagma ile birlikte akut monositik 16semi

M6 Akut eritroid 16semi-Eritroldsemi (Diguglielmo hastaligr)
Akut megakaryositik 16semi (Miyelofibrozla birliktedir, blastlardaki sitoplazmik ¢ikintilar

M7 belirgindir, siklikla trizomi 21°li ¢ocuklarda goriiliir)

Akut 16semide sitogenetik ve molekiiler genetik anomalilerin bariz bir hale gelmesi ve

bunlarin prognostik 6nem arz etmesi nedeniyle yeni bir simiflandirma ihtiyact oldugu

gozlenmistir. 2001 yilinda WHO tarafindan akut losemiler de dahil olmak {izere

hematopoetik ve lenfoid neoplazmlari igeren yeni bir siniflama yapilmistir. WHO

stniflamasinda morfoloji, immiinfenotipleme, sitogenetik ve molekiiler biyolojik 6zellikler

g0z Oniine alinmis, akut 16semi tanisi i¢in blastik hiicre sayis1 %30°dan %20’ye indirilmis

ve nadir 16semi tipleri de dahil edilmistir (113,118). WHO siniflamasinda akut 16semiler;

miyeloid, lenfoid ve serisi belirlenemeyen olmak tizere 3 gruba ayrilmistir. Akut miyeloid

l6semiler: a. tekrarlayan sitogenetik anomalilerle seyreden AML, b. ¢ogul seri displazisi ile
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seyreden AML, c. tedaviye ikincil AML ve MDS, d. tanimlanan gruplara girmeyen AML
olmak tizere dort gruba ayrilarak degerlendirilmistir (Cizelge 2.6) (112,113,118).

Cizelge 2.6. AML’de WHO simiflamasi (113,118).

1. Tekrarlayan Genetik Anomalilerle Seyreden AML

- 1(8;21)(922;922), (AML 1/ETO) ile AML

- inv(16)(p139229 veya t(16;16)(p13;922), (CBFB/MYH11) ile AML
- Akut promiyelositer 16semi (t(15;17)(q22;q22), (PML/RARa) ile AML)
- 11923 (MLL) anomalisi ile AML

2. Cogul Seri Displazisi ile Seyreden AML

- Onceden miyelodisplastik sendromlu

- Onceden miyelodisplatik sendrom olmadan

3. Tedaviye ikincil AML ve MDS

- Alkilleyici ajanlarla iliskili

- Topoisomeraz II inhibitor ile iligkili

4. Tanemlanan Gruplara Girmeyen AML

- Minimal farklilasma gosteren AML

- Olgunlasma gostermeyen akut miyeloblastik

- Akut miyelofibrozis ile panmiyelozldsemi

- Graniilositik olgunlagma gosteren akut miyeloblastik [6semi
- RARa rearrajmani géstermeyen akut promiyelositer [6semi
- Akut miyelomonositik 16semi

- Akut monoblastik ve monositer 16semi

- Akut eritroldsemi

- Akut megakaryoblastik 16semi

- Akut bazofilik 16semi

- Miyeloid sarkom

2.3.4. PROGNOZ

Tedaviye yanit gosterecek hasta olasiligini 6ngérmede AML heterojenitesini yansitan ¢ok
sayida klinik ve biyolojik 6zellik kullanilmaktadir. K&tii prognostik faktorler; 60 yas

Ustilinii, tedavi Oncesi kotii performans skoru, onceki kemoterapiden veya MDS gibi
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hematolojik bir bozukluktan kaynaklanan AML ve her milimetrekiipte 20.000’den fazla
beyaz-hiicre sayis1 veya artan serum laktat dehidrogenaz seviyesini icermektedir. Ustelik
coklu ilag direnci ve immiinfenotiplendirme degerlendirmesi prognostik bilgi saglayabilir.
Losemik blastlarin detayli sitogenetik analizinin ayni zamanda kritik prognostik bilgi
sagladig1 gosterilmistir. FAB alttipi M3 AML ve t(15;17) translokasyonu arasindaki gibi
belirli FAB alttipi ve sitogenetik anormallikler arasindaki baglantilara ragmen
anormalliklerin kendilerinin daha &nemli prognostik faktdr oldugu goriilmektedir. Bu
Klinik ve laboratuvar verisi AML nin ii¢ genis prognostik gruba ayrilmasini saglamistir: iyi,
orta ve kotii. Bu gruplar tanimlamada kullanilan kriterde ince farkliliklar olmasina ragmen

prognostik ayrim, daha Onemli olan c¢esitli sitogenetik anormalliklerin varhigiyla

miimkiindiir (119-121).

60 yasinda veya daha geng olan hastalar arasindaki vakalarin yaklasik olarak %20’sini
igeren 1yi prognostik altgrup t(15;17), t(8;21) veya inv(16) mutasyonlu 16semik blastlarin
varligiyla veya bu anormalliklerin molekiiler kanitryla tanimlanmaktadir. Bu mutasyonlar
tam remisyonun yiiksek oranina (%85’den daha fazla) ve nispeten diisiikk risk relapsa
(%30-40) sahip daha geng hastalarda daha siktir. Ayrica yaslar1 15-60 arasindaki hastalarin
yaklagik olarak %15’ini igeren kotii prognostik altgrup vardir. Bu istenmeyen vakalar 2
kromozomdan fazla, kromozom 5 veya 7 delesyonu olan monozomi, kromozom 5’in uzun
kolunun delesyonu (del5q) veya kromozom 3’iin uzun kolunun anormallikleriyle ilgili
sitogenetik anormallikleri olan 16semik blastlarin varligiyla tanimlanmaktadir. Bu
anormallikler daha yasli hastalarda ve sekonder AML’li hastalarda daha siktir, fakat geng
hastalar arasinda bile hayatta kalma oranmi 5 yilda %20’den daha azdir. Bu hastalar
transplantasyon gibi tedavi yaklasimi olmayan oldukga terapétik direng gosterirler. Orta
risk relaps ile tanimlanan hastalar bu iki grup arasindadir. Bu hastalarin 16semik blastlari
normal karyotiptir veya diger alt gruplarin taniminda bulunmayan sitogenetik
anormallikleri vardir. 60 yasindan daha yash olan hastalarin 5 y1l %10’dan daha az yasama
olasiligr (kotii prognozu isaret etmektedir) vardir (122). Geng AML hastalarinin aksine
daha yasli AML hastalar1 daha kotii sitogenetik anormallikler (-7, 79—, -5, 50—, veya
kompleks karyotipler) ve diger kotii prognozu gosteren biyolojik 6zellikler (kemik iligi

hasar1 ve ila¢ direncinde artig) ile iligkilidir. Yasli AML hastalarinda goriilen 6nemli
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derecedeki daha kotii prognoz kismen bu kotii sitogenetik anormallikler ve biyolojik
ozelliklerin daha yiiksek sikligiyla agiklanabilir (123, 124).

2.3.5. ETIYOLOJi

AML etiyolojisinde birgok faktér yer almasina ragmen ¢ogu hastada tanimlanabilen bir
risk faktorii yoktur (de novo AML) (111). Olgularin ¢ogunda etiyolojik bir faktor
saptanamamakla birlikte AML gelisiminde ¢esitli risk faktorleri bildirilmistir. Cevresel
faktorler, genetik bozukluklar, onceden uygulanan kemoterapi, radyoterapi ve daha

onceden mevcut olan hematolojik hastaliklar AML igin birer risk faktoriidiir (58).

AML gelisiminde cesitli ¢evresel etkenler sorumlu tutulmaktadir. Bu etkenler arasinda
iyonize radyasyonun AML igin risk faktorii oldugu bilinmektedir. Japonya’ya atilan atom
bombasimna maruz kalan Japonlarda AML insidansinda bir artis goriilmiistiir. Atom
bombasina maruziyetten 5-7 yil sonra AML goriilme insidansi pik yapmustir (125). Tedavi
amactyla uygulanan radyasyonun da AML gelisiminde bir risk faktorii oldugu
bildirilmektedir (126). Alkilleyici ajanlar (siklofosfamid, melfalan, nitrojen mustard vb.)
ve topoizomeraz II inhibitorleri (etoposid, teniposid vb.) gibi kemoteropatik ajanlarin

kullanim1 sekonder AML etiyolojisinde yer alan kemoterapdtiklerdir (127).

Kloramfenikol, fenil butazon, klorokin ve metoksip soralen gibi ilaglar da ilik hasarina ve
daha sonra da AML’ye neden olabilir. Benzen, iizerinde en fazla ¢alisilan potansiyel
l6komojenik ajandir. Bunun yanisira boyalar, pestisidler, herbisidler ve etilen oksit de
AML risk artisina neden olan ajanlardir. Sigara igiciligi de 6zellikle 60-75 yas arasindaki
kisilerde AML gelisiminde bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (58,114).

AML gelisen hastalarin  bir kisminda O6nceden miyeloid olmayan hastaliklar
bulunabilmektedir. Aplastik anemi, multiple miyeloma veya AIDS gibi miyeloid olmayan
hastaliklarda AML gelisebilmektedir. Immiintiroid hastaliklar ve ailesel poliendokrin
hastaliklar ile AML arasinda bir iligkinin olabilecegi one siiriilmektedir (128,129). Bunun
disinda dogustan kazanilmis genetik bozukluklardan bloom sendromu, fankoni anemisi,
kostmann sendromu, wiskott-aldrich sendromu, ataxia telanjiektazi sendromu, down
sendromu (trizomi 21), klinefelter sendromu, patau sendromu (trizomi 13), shwachman

sendromu, neurofibromatozis ve li-fraumeni sendromu AML gelisimindeki risk
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faktorleridir. Down sendromlu ¢ocuklarda AML gelisim orani normal ¢ocuklara gore 10-

20 kat daha fazla bulunmustur (58,114).

AML, MDS, miyeloproliferatif hastalik (polisitemia vera, kronik miyeloid 16semi, primer
trombositemi, miyelofibrozis) gibi multipotansiyel hematopoetik hiicrenin klonal
bozuklugu ile tanimlanan hastaliklarin seyri sirasinda ortaya cikabilir. Polisitemia vera
veya esansiyel trombositemi gibi hastaliklarin seyri sirasinda kemoterapi veya radyoterapi
uygulamalar1 AML’ye doniisiim sikliginit artirabilir (115). En 6nemli risk faktorlerinden
biri etiyolojisi bilinmeyen, haftalar, aylar veya yillar boyunca ilerleyici sitopenilerle
tanimlanan MDS’dir. MDS’nin RAEB-II alt tipinde siklikla AML gelisir. Karsinojenleri
metabolize eden NAD(P)H: kinon oksidorediiktaz (NQO1) gibi enzimlerin polimorfizmi
artmus AML riski ile birliktedir. Glutatyon S-transferaz enzimi polimorfizmi de sekonder
AML gelisimi ile birliktedir. Bir graniilositik farklilasma faktorii ve bZIP ailesi liyesi olan
“CCAAT/enhancer binding protein, alpha” genini kodlayan CEBPA mutasyonu bir ailenin

3 tiyesinde tanimlanmustir (111).

2.3.6. AML PATOLOJIiSi

2.3.6.1. Genetik Degisiklikler
2.3.6.1.1. Anormal Cogalma

Hiicre cogalmast normal hiicrelerde biiyiime faktorlerinin ve adezyon sinyallerinin
varligiyla diizenlenmesine ragmen, l6semi hiicreleri bu diizenleyici mekanizmalarin
bozulmasi nedeniyle anormal sekilde ¢ogalma gosterir. Bu anormal ¢ogalma genellikle
cogalmay1 saglayan sinyal yolaklarini etkileyen mutasyonlarin sonucundadir. Kronik
miyeloid 16semi (KML)’deki BCR-ABL tirozin kinazin kesfini takiben diger aktive olmus
kinazlar AML patogeneziyle iliskilidir. FLT3 tirozin kinaz hemen hemen AML’li
hastalarin tiimiinde ifade edilir. FLT3 tirozin kinaz AML’nin yaklasik olarak %30’unda
juxtamembran domain igindeki internal tandem dublikasyonuyla veya kinazin aktivasyon

ilmegi i¢indeki mutasyonla aktive edilir (130).

C-Kit trozin kinaz AML hastalarinm %60-80’inde ifade edilir. Bu kinaz mast hiicre
l6semisinde ve bazi AML vakalarinda mutasyonla aktive edilir. Jak2 kinaz, AML’ye
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donen polisitemia verali hastalarin gogunlugunda ve essential trombositemia veya idiopatik
miyelofibrozis (131) hastalarinin bilyiik oraninda V617F nokta mutasyonuyla aktive edilir.
Aktiflesen Jak2 c¢ogalmayi uyarir. V617F JAK2 mutasyonu MDS’li hastalarin %5’inde
bulunur. Bu da bu mutasyonun AML’ye doniisen hastalarda da bulundugunu gosterir (132).

Aktiflesen tirozin kinazlar kiiciik G proteinlerinden olan RAS ailesinin katilimiyla ve
reseptor tirozin kinaz mutasyonlarinin etkilerini taklit eden proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonla ¢ogalmayr saglayan sinyalleri iletir. NRAS mutasyona ugrayarak AML
hastalarinin %10-20’sinde aktive edilir, KRAS AML hastalarinin %5-15’inde mutasyona
ugrayarak aktive edilir. HRAS ise nadir olarak mutasyona ugrar (133). RAS mutasyonu
iceren AML orneklerinde kinaz fiizyonlar veya aktive edici mutasyonlar yoktur. AML’de
genellikle reseptdr tirozin kinaz yolaklar1 fonksiyon kazanimi mutasyonlariyla aktive edilir.
GTPaz aktivitesini artirarak RAS’ 1n aktivitesinin kaybolmasina yol agan tiimor baskilayici
protein olan Norofibromin (NF1)’in ifade kayb1 istisnadir. Norofibromatozis’li ¢ocuklarda
bir NF1 alelinin germ hatt1 kayb1 vardir ve bu ¢ocuklarda juvenil miyelomonositik 16semi
(JMML) veya AML gelisebilir. Ancak, NF1 kaybi de novo c¢ocuk ve eriskin AML’de
nadirdir. Reseptor tirozin kinaz yolagini aktive etmenin bir bagka yolu nokta mutasyonuyla
SHP-2/PTPN11’in fosfataz aktivitesinin aktivasyonudur. Belirli ana substratlardan fosfat
gruplarinin ayrilmasi reseptor tirozin kinaz yolaklariyla sinyalizasyonu uyarir. JMML’de
de novo AML hastalarinin kii¢iik oraninda SHP-2 aktive edici mutasyonlar bulunur (134).
Reseptor tirozin kinaz yolak mutasyonlart AML’li hastalarin yaklagik %50’sinde
goriilmektedir. Tim AML vakalariin hiicre ¢ogalmasini saglayan sinyallerde bozukluga

yol agan genetik anormallikle iliskili oldugu varsayilabilir.
Sinyal yolak anormalliklerinin tanimlanmast AML’de potansiyel terapotik hedef olabilir.
2.3.6.1.2. Farkhlasmanin Durmasi

AML’de transkripsiyon faktorleri kromozomal translokasyonlar veya nokta mutasyonu
sonucu fiizyona ugrayarak ¢ogunlukla bozulmustur. Kromozomal yeniden diizenlenmelerle
etkilenen faktorler: kor baglayic1 faktdr (CBF) kompleksi, retinoik asit reseptor (RAR),
MLL protein ve Hox proteinleridir. C/EBPa ve PU.1 gibi miyeloid transkripsiyon
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faktorlerindeki nokta mutasyonlar1 ayn1 zamanda AML’de normal miyeloid farklilasmanin

kaybina yolagar.

CBF kompleksi RUNX1 (6nceki adi AML1) ve CBFp protein kompleksinden olusur ve
normal miyeloid gelisim i¢in kritik olan genleri aktive eder. AML’de bu kompleks faktorii
en az U¢ translokasyonla bozulur: Runx1-MTGS8 flizyonunu olusturan t(8;21), CBFj-
MYHI11 flizyonunu olusturan kromozom 16’nin inversiyonu ve MDS ve terapiyle olusan
AML ile iligkili RUNXI-EVII fiizyon proteini olusturan t(3,21) translokasyonu. Bu
fiizyonlarin tiimii en azindan kismen CBF kompleksinin baskin negatif formlar1 olarak
gorev yapar. Ek olarak RUNX1’in DNA baglayic1 domainindeki nokta mutasyonlar
AML’nin nadir vakalar1 yanisira 16semiye egilimi olan olan ailesel trombosit bozukluguyla
iligkilidir. Bu bulgular RUNX1 fonksiyon kaybinin farklilagmada bozulmaya ve 16semiye
yol actigimi gostermektedir. RUNX1-MTGS8 fiizyonu RUNX1 ile aktive edilen genleri
baskilar (135,136). MTGS8, histon deasetilazlara ve transkripsiyon faktorlerine baglanan bir
transkripsiyonal baskilayicidir. DNA metiltransferazlar ayn1 zamanda potansiyel olarak
hedef genlerin daha uzun siiren epigenetik sessizlesmesine yolagan RUNXI hedef
genlerine de baglanirlar (137). RUNXL hedef genlerinin baskilanmasi normal farklilasma

programini engeller.

pl4 ARF’nin baskilanmasi fonksiyonel olarak p53’ti bozar ve 16semik bir hiicrede diger
mutasyonlarin  olusumuna izin verir. Histon deasetilaz inhibitorleriyle tedavi
RUNXI1/MTG8 barindiran hiicre hatlarmin farklilagmasint uyarir. Alternatif olarak
Runx1/MTG8 onkoproteiniyle yardimci baskilayicilarin etkilesimini engelleyen bir peptid
ifadesi ayn1 zamanda transkripsiyonal baskilamayi tersine ¢evirir ve hiicre farklilasmasinin

devamini saglar (138).

RUNX1-MTGS8 ve diger fiizyon onkoproteinleri ayni zamanda losemi patogenezi igin
onemli olan genleri aktive eder. RUNX1-MTGS8, insan CD34* hiicrelerinde ifade
oldugunda olgunlagsmamus hiicrelerin siirekli kendini yenilemesine izin verir (139). Benzer
sekilde RUNX1-MTGS8 fare kemik iliginde ifade edildiginde ex vivo kemik iligi progenitor
hiicrelerinin yenilenmesini saglar. Bu goézlem PML-RARa filizyon proteini yanisira
RUNX1-MTGS fiizyonunun Wnt sinyal yolag: bilesenlerinin ifadelerini aktive ederek kok

hiicre yenilenmesini artirdigini gosteren ¢alismalarla uyumludur (140,141).
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Runx1-MTG8 kendi basina AML olusturmak i¢in yetersizdir. Fakat fare kemik iliginde
aktive olan tirozin kinaz ile birlikte Runx1-MTG8’in birlikte ifadesi miyeloid 16semiyi
baglatabilir (142). Fakat son yayimlanan bir makalede RUNX1-MTG8’i ifade eden faredeki
spontan bir mutasyonun 16semiyi baslatan flizyon proteininin olusumuna yol agtig1 siirpriz
bir sonu¢ gosterilmistir (143). Bu sonug reseptor tirozin kinaz yolagmin mutasyonunun

AML patogenezi i¢in daima gerekli olmadigin1 gostermektedir.

AML’de farklilagmanin durmasinin net bir 6rnegi olan akut promiyelosit 16semi (APL)
daima retinoik asit reseptor-alfa (RARa) yeniden diizenlenmesiyle iliskilidir. RARa
lokusuyla ilgili bilinen 5 translokasyon vardir. En sik goriilen ve en ¢ok ¢alisilan t(15;17)
translokasyonu PML-RARa gen flizyonuna yol agar (144). APL vakalarinin %98’inden
fazlas1 PML-RARa fiizyon proteini olusturan t(15;17) ile iliskilidir. t(11;17) ile iliskili olan
PLZF-RARa fiizyonu hastaligin retinoik asit diren¢ formuna yol agar ve vakalarin %1’den

azini temsil eder.

ATRA ve arsenik, APL tedavisinin dayanak noktasidir ve RAR hedef genlerinin yeniden
aktivasyonuyla ve PML-RAR fiizyonunun yikimiyla promiyelositlerin farklilasmasina yol
acarak islev gordiigii disiiniilmektedir. AML’nin diger formundaki farklilasma terapisi
denemelerinde smirli basar1 saglanmistir. Histon deasetilaz inhibitorii VPA yalniz veya
ATRA ile birlikte verildiginde hastalarda farklilasma ve blast sayilarinda azalmayi
saglamistir (106).

Kromozomal translokasyonlardaki iliskisine ek olarak AML1 fonksiyonunun ayni
zamanda AML’de bozuldugu bulunmustur. AML1 haployetersizligiyle bir ailesel
trombositopeni  bozuklugu siklikla AML ile iliskilidir (145) ve somatik AML1
mutasyonlart siklikla olgunlasmamis bir fenotiple karakterize edilen AML vakalarinda
tanimlanmistir (146). Bu mutasyonlar ¢ogunlukla AML1’in RUNT homoloji domaini
icinde meydana gelir ve boylelikle AMLI’in DNA baglayiciliinm1  engelleyerek

transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonunu bozmaktadir.

Miyeloid farklilasmasindaki transkripsiyon faktorleri Pu.1, C/EBPa ve GATA-1’in énemli
fonksiyonu ve AML iligkili flizyon proteinleri ile gézlemlenen fonksiyonel inaktivasyon

dikkate alindiginda baz1 gruplar AML’deki bu transkripsiyon faktdrlerinin
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inaktivasyonunun anlamini arastirmiglardir. Buna ragmen kromozomal translokasyonlarda
iligki tespit edilememistir. Ancak bu ii¢ transkripsiyon faktoriiniin AML hastalarinin alt

gruplarindaki somatik mutasyonlarla etkilendigi bulunmustur.

Pu.l mutasyonlart son zamanlarda AML hastalarinin %7’sinde tanimlanmstir (147).
Simdiye kadar bu mutasyonlarin AML patogenezine nasil katkida bulundugu
bilinmemekteydi. Bu mutasyonlar baskin bir negatif protein olusturmaksizin genin bir
alelinin fonksiyonunu bozar. Transkripsiyon faktdrlerinin mutasyonlart ya olgunlasmamis
fenotipli (FAB MO0), miyelomonositik veya monositik alttiplerde (FAB M4 veya M5) veya
eritrolosemili (FAB M6) AML hastalarinin grubu i¢inde bulunmustur.

Son yillarda baz1 gruplar benzer sikliktaki AML vakalarinin %10°u kadarinda meydana
agirlikli olarak AML FAB M1 veya M2 alttiplerinde meydana gelmektedir. Bu
mutasyonlar diger C/EBP aile iiyeleriyle proteinin dimerizasyonu yanisira DNA-
baglanmasini da bozar (149). Mutasyonlarin ikinci tipi proteinin N-terminal bolgesini
kodlayan bolge iginde cerceve kaymasina neden olur. Bu mutasyon sadece N terminal
kismini igeren C/EBPa proteinin (30 kDa) daha kisa formunun translasyonuna neden olur
(148,149). Bu protein, baskin negatif tarzdaki normal C/EBPa’y1 baskilar (148). C/EBPa

mutasyonlar1 varliginin nispeten iyi prognostik isaret oldugu belirtilmektedir (150,151).

Yukarida bahsedildigi gibi Pu.l ve C/EBPa fonksiyonunun bozulmast AML’de bazi
primer genetik anormalliklerde yaygindir. C/EBPa, FIt3-ITD ve AML1-ETO tarafindan
inaktive edilirken veya transkripsiyonel olarak baskilanirken, fizyolojik FIt3 sinyali Pu.1
fonksiyonunu uyarmasma ragmen Pu.l FIt3-ITD tarafindan transkripsiyonel olarak
baskilanabilir (152). Pu.l fonksiyonunun bozulumunun 6nemi hala anlagilamamasina
ragmen C/EBPa’nin farklilagma uyaricisi fonksiyonu tesinde bir timor baskilayici protein
oldugu farkedilmistir. Ornegin C/EBPo, p21 gen ifadesini ve protein kararliligini artirarak
hiicre ¢ogalmasini engeller (153). C/EBPa ayni zamanda direk olarak CDK2 ve CDK4’e
baglanir, bu genlerin fonksiyonlarini ve boylece hiicre dongiisiiniin (G1-S) ilerlemesini
durdurur. Ek olarak C/EBPa, CDK2 yikilimini artirir (154). DNA baglanma kapasitesini
engelleyen C/EBPa mutasyonlart G1-S gegisini yavaslatir, fakat grantilosit farklilagsmay1
uyarmada yetersizdir (153). C/EBPa, E2F yolaklarimi engeller ve boylelikle C-MYC ve
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hiicre ¢ogalmasini yavaglatir (155). Boylelikle C/EBPa. fonksiyonunun bozulmasi sadece
graniilositik farklilasmay1 engellemez, ayn1 zamanda miyeloid hiicrelerin ¢ogalmasini

saglar.

GATA-1 megakaryositik ve eritroid serilerin gelisiminde 6nemli fonksiyonu olan iyi
tamimlanmis bir transkripsiyon faktoridiir (156). GATA-1 megakaryositik gelisimde
gerekli oldugu icin megakaryoblastik 16semilerde GATA-1 mutasyonlarindan
siphelenmek mantikli  goriinmektedir. Down sendromlu ¢ocuklarda c¢ocukluk
baslangicinda megakaryoblastik 16semi gelisimi riski artmaktadir. Ilgingtir ki son bir
calismada Wechsler ve arkadaslart megakaryoblastik 16semi ile iligkili her down
sendromunda GATA-1 mutasyonlari bulmustur. Down sendromlu diger hastalarda boyle

bir mutasyon bulunmamustir (157).

RUNX1-MTG8, PML-RARa ve diger RARa flizyon proteinleri baskilayici proteinler
olarak 1iyi anlasilmistir. MLL nin kendisi 6zellikle Hox gen promotorlarindaki 6zel DNA
dizileriyle iliskili bir aktiflestirici proteindir. MLL, Hoxc8 gen ifadesi i¢in gereklidir. Hox
lokusundaki histonlara baglanir ve metiller (Histon H3, lizin 4). Histon metilasyonu hedef
genlerin aktivasyonuyla iliskilidir. MLL fiizyon proteini proteinin N terminal bdlgesine
baglanir (158). MLL fiizyon proteininin bir evrensel 6zelligi kendilerini ve yaban tip
MLL’leri dimerize edebilmeleridir. MLL fiizyonlari, MLL komplekslerinin Hox genlerine
(ifadelerini aktive etmek igin) toplanmalarini tesfik etmektedir. Hox gen ifadesi
hematopoetik hiicreler tarafindan kendini yenilemede artis1 saglamaktadir. Ek olarak bir
calismada MLL fiizyonlarinin asetilasyon ve p53 aktivasyonunu onledigi (hiicre siklusu,
apoptoz ve genomik kararliligi etkileyen bir 6zellik) belirtilmistir (159). Bazt MLL fiizyon
proteinleri aktivasyon igin aktivatorlerin anormal birikimiyle Hox genlerini direk olarak
hedefleyebilir. Ornegin MLL-CBP fiizyonu direk olarak histon asetil transferazlar1 hedefler
(160).

HOX homeodomain proteinleri homeobox genleri tarafindan kodlanan proteinlerin genis
ailesinin bir pargasidir. HOX genleri kromozom 7,17,12 ve 2’de 4 kiimede (A-D) organize
olmustur. HOX proteinleri embriyogenezde viicut aksinin olusumunda énemli rol oynar ve
gelismekte olan ve eriskin hematopoezinin 6nemli diizenleyicileri oldugu gosterilmistir

(161,162).
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Farklilasma siireci ile ilgili olarak hematopoetik gelisme siiresince HOX gen ifadesinin
diizenlendigi diisiiniilebilir. Ornegin HOXA9 progenitor hiicrelerde ifade edilmektedir,
farklilagsma siireci i¢inde ifadesi azalmaktadir ve farklilagsmis hiicrelerde tespit

edilememektedir (163).

Loseminin ¢ogu diger tiplerinin HOX11, HLX, HEX, PMX1, DLX, LHX2, GBX2 ve
CDX2 gibi homeobox genlerinin diizenlenmelerinin  bozulmasiyla iliskili oldugu
gosterilmistir. Lokomogenezdeki bu proteinlerin rolii ve fonksiyonu Owens ve Hawley

tarafindan degerlendirilmistir (162).

HOX aile iiyeleri aynt zamanda AML ile iliskili kromozomal translokasyonlarla da
iliskilidir. Ornegin  t(7;11) ve t(2;11) translokasyonlar1 NUP98/HOXA9 ve
NUP98/HOXD13 fiizyon proteinlerini olusturmaktadir. NUP98, niiklear kor kompleksinin
bir bilesenini kodlamaktadir. Fiizyon proteini, HOXA9’un homeodomaini ve NUP98’deki
fenilalanin-glisin tekrarlarindan olusmaktadir (164). Fiizyon proteinlerinin fazla
ifadelenmesi NIH3T3 hiicrelerini degistirir, miyeloid progenitor hiicrelerini 6liimstizlestirir
(165) ve transplante edilen farelerde AML olusumuyla izlenen bir miyeloproliferatif
hastalig1 baslatabilir (166,167).

2.3.6.2. Epigenetik Degisiklikler

Kanserler DNA metilasyon durumunu degistirir. Cogu kanserde genomun belirli
bolgelerinde es zamanli olarak hipermetilasyon meydana gelir (168,175). Bu durum
AML’de de goriiliir. AML’de siklikla meydana gelen anormal gen metilasyonu genellikle
kot prognozla iliskilidir (174). Hipometilasyon ilk olarak onkogenlerin aktivasyonuyla
karsinogenezin bir mekanizmasi olarak goriilmiistiir (169). Hipometilasyonun ayni
zamanda in vitro ortamda kromozomal kararsizlik ile iligkili oldugu bilinmektedir ve bu
karsinogenezde rol oynayabilir (170). Diger taraftan anormal DNA hipermetilasyonu
tiimor baskilayici genlerini susturarak karsinogeneze agikg¢a katkida bulunur ve boylelikle
fonksiyonel proteinlerin ifadesini durduran delesyon veya fonksiyon kaybi1 mutasyonuna
alternatif bir mekanizma olarak Onemli rol oynayabilir (168). Bazi genlerdeki
hipermetilasyon yaslanma siireci boyunca normal dokularda gozlenebilir (171). Diger

genler kanser hiicrelerinde metillenir. Farklt malin hastaliklar essiz DNA metilasyonlari

33



sergiler. Ornegin RB1 geni retinoblastomada siklikla metillenebilir (172). AML’de
p15INK4B’nin promotor metilasyonu uzun siiredir bilinmektedir (173) ve MDS’de bu
genin metilasyonunun kotii prognozla ve AML gelisimi riskiyle iligkili oldugu
bildirilmistir (101). AML’de siklikla metillenen diger genler: p15, p16, p73, HIC1, ID4,
RARP2, DAPK, CDH1 (E-kaderin), SHP1, MGMT, FHIT, CRBP1, ER, SOCS1, WIT-1,
MYOD1, PITX2, GPR37, SDC4, MEIS1, THBS1, kalsitonin’dir. Bu genlerin sadece
birka¢inin tiimor baskilayict fonksiyonu oldugu bilinmektedir ve bazilar1 da normal

hematopoetik hiicrelerde ifade edilmez (174).

Kromozomal translokasyonlarin direk sonucu olarak histon kuyrugunu modifiye eden
enzimlerin anormal aktiviteleri de ayn1 zamanda AML’de goriilebilmektedir. Bu epigenetik
degisikliklerin AML gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli rol oynadig1 aciktir ve tedavi igin

onemli hedefler olabilir.

2.4, KOK HUCRELER

Canli viicudunda uzun siire béliinebilen, kendini yenileyen ve ayni zamanda viicudun
ihtiyacina gore farklilasarak diger doku hiicrelerine doniisebilen hiicreler ‘‘kok hiicreler’’
olarak bilinmektedir. Farklilasmamis kok hiicrelerin diger hiicrelerden farkli olarak
baslangigtaki hiicrenin karakteristik Ozelliklerini tagiyan en az bir benzer hiicre
olusturabilme yetenegi (kendini yenileme, selfrenewal); tek bir hiicreden birden fazla hiicre
serisine farklilasabilme yetenegi (¢coklu seriye farklilasma, multi-lineage differentiation) ve

bir dokunun islevsel olarak yeniden yapilandirilmasi 6zellikleri vardir (176).
2.4.1. MEZENKIMAL KOK HUCRELER (MKH)

MKH’ler bag dokunun ana hiicreleridir. Yag, kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament gibi
hiicrelere farklilasabilir. Bunun yani sira tim dokularda destek hiicreleri olan stromal
hiicrelerin de kokenini teskil etmektedirler. Bu hiicreler ilk kez Fridenstein tarafindan
tanimlanmiglardir. Fridenstein, FCS (fotal buzagi serumu) kullanilarak yapilan kemik iligi
kiiltiirlerinde yapisma yetenegi gosteren, morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen (Sekil
2.3) hiicre kolonilerinin bulundugunu ve bunlarin kemik ve yag hiicrelerine farklilasma
yetenegine sahip olduklarimi gostermistir (177). Yillar sonra yapilan ¢alismalarda bu

hiicrelerin hematopoetik 6zellikte olmayan multipotent kok hiicreler oldugu, her {i¢ germ
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yapragindan koken alan hiicrelere farklilasma yetenegi bulundugu ortaya konmustur (178).
Onceleri, CFU-F (koloni olusturan birim fibroblast) ve “kemik iligi stromal fibroblast’lar1
denilen bu hiicreler daha sonra mezenkimal kok/ stromal hiicre olarak tanimlanmislardir.
Caplan ve Correa son zamanlarda MKH’lerin terapdtik potansiyeline gonderme yaparak
MKH’ler i¢in yeni bir isim olarak kullanilan iyilestirici/tibbi sinyal hiicreleri terimini

onermistir (179,180).

Kemik iliginden kesfedildiklerinden bu yana MKH’ler yag dokusu (181), sinovyum (182),
amniyotik sivilar (183), perifer kan (184) endometrium ve menstrual kan (185), umbilikal
kordon kani (186) ve fetal dokular (187) gibi viicudun pratik olarak tim dokularinda
bulunmustur. Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi insan MKH’lerini tanimlamak igin
minimal kriterler onermistir (188). Bu Kriterler; plastige yapisabilme, in vitro ortamda
osteoblastlara, adipositlere ve kondrositlere farklilasabilme (Sekil 2.4) ve CD105, CD73,
CD90 yiizey belirteclerinin pozitif ve CD45, CD34 ve CD14 veya CD11b, CD79a veya
CD19 ve HLA-DR belirteglerinin negatif ifadesini icermektedir. MKH’ler ek olarak CD73,
CD54 (ICAM-1), CD105, CD39, CD49¢ (a5-integrin), HLA-1 gibi belirtecleri ifade
ederler (176,189).

Hematopoetik mikrogevrenin ana bileseni MKH’lerdir (190). MKH’ler fonksiyonel olarak
farkli hiicre tipleri ve yapilar1 iireterek hematopoetik mikrogevrenin ana bileseni olarak
hematopoezi desteklemede onemli rol oynarlar (18). MKH’ler kemik iliginde HKH’ler,
endotelyal hiicreler, adipositler, osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar1 igeren diger
kemik iligi hiicre tipleriyle iletisim kurarlar (191). Ustelik MKH’lerin HKH gdgiiniin
diizenlenmesinde, kendini yenileme ve farklilasmasinda 6nemli rol oynayarak HKH
nisinde Onemli diizenleyici rolii oldugu bulunmustur (18,192). Kemik iligi stromal
hiicrelerinin  HKH biiylimesi ve farklilasmasin1 destekleme gozlemleri temelinde

MKH’lerin kemik iliginde HKH’lere benzer bir bélgede bulundugu agiktir (193).

Calismalar paralelinde HKH’lerle zenginlestirilmis MKH’lerin birlikte transplantasyonu
engraftmani (tutma, kok hiicrelerin alic1 kemik iligine yerlesip kan yapimina baslamasi)
diizeltmis ve graft bozuklugunu azaltmistir (194). Benzer sekilde HKH’lerin MKH’lerle
kokiiltiirti kisitli derecede ex vivo ortamda HKH’lerin biiyimesini kolaylastirmistir (195).

Sonug olarak osteoblastlar ve endotelyal hiicreler yanisira MKH’ler HKH nisinin 6nemli
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bir bilesenidir. MKH’ler hematopoez boyunca fibronektin, osteopontin, CXCL12, Ang-1,
trombospondin ve diger molekiiller gibi hematopoetik destekleyici molekiillerin bol
miktarda tiretimiyle HKH’lere destek saglar (196). MKH’ler ayn1 zamanda IL-6, -7, -8, -11,
-12, -14, -15, LIF, makrofaj (M)-CSF, FIt3-L ve kok hiicre faktor (SCF) gibi diger
hematopoetik aktif sitokinlerin zengin kaynagidir (197).

Sekil 2.3. Ig seklinde ve fibroblast benzeri insan MKH’leri (198).
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Sekil 2.4. MKH’lerin farklilasma potansiyeli. Farklilasmamis MKH’ler (A) ve osteogenik
(B), adipogenik (C) ve kondrojenik (D), (E) farklilasma. Hiicre farklilasmasi bu kiiltiirlerde
von kossa (B), nil kirmizis1 O (C), safran O (D) ve (E) tip II kollajen i¢in antikora 6zgii
immmiinoboyamayla boyamay1 takiben gozlenmistir (199).

2.5. KEMIK iLiGi MIKROCEVRESI
2.5.1. KEMIK VE KEMIK iLiGi

Kemik viicudun yapisi, korunumu ve hareketinde onemli rol oynar. Memeli kemigi
preosteoblatlar, osteoblastlar ve osteositler gibi farkli gelisim asamalarindaki kemik
hiicrelerinden, kollajen fibrillerinden, kalsiyum ve fosfat gibi minerallerden olusmaktadir
(200). Kemik boslugu yumusak kemik iligi ve kan damarlari ile doldurulmustur. Kemik
boslugu icinde gelisen hematopoetik hiicreler olgunlasana kadar kemik iliginde tutulur ve
daha sonra vaskiiler sisteme salinirlar (201). HKH’ler ve onciil hiicreler kemik iliginde
stromal hiicreler tarafindan ¢evrelenmislerdir. MKH’ler de aymi zamanda kemik
boslugunda bulunurlar ve in vitro ve kismen in vivo ortamda kanitlandigi tizere
kondrositlere, osteoblastlara, fibroblastlara, adipositlere, endotelyal hiicrelere ve myositler

gibi kemik iligi stromal hiicre serilerinin ¢ogunlugunu olusturmaktadir (160,202). Ek
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olarak endotelyal hiicreler ayni zamanda hemongioblastlardan ve embriyonik asama
boyunca hematopoetik ve endotelyal hiicrelerin her ikisini olusturan progenitor
hiicrelerden meydana gelmektedir (203). Bununla birlikte, su ana kadar in vivo kosullarda
MKH’lerin yerlesimi ve seriye yonlenmesi HKH’lerden daha az tanimlanmustir.
Osteogenez ve hematopoez arasinda yakin bir iliski vardir ve osteoblastlarin yalnizca
iskelet gelisimi degil, ayn1 zamanda hematopeoz diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig:

bilinmektedir (204,205).
2.5.2. KEMIK iLIGINDEKI HKH NiSi

Kok hiicre nisi; kok hiicrelerin bulundugu ve kendini yeniledigi, yetiskin dokulardaki 6zel
bir mikrogevresel bolgedir. Yapisal olarak nis; destekleyici hiicrelerden yayilan sinyaller
yanisira kok hiicreler i¢in bir mikrogevre saglayan destekleyici hiicreler tarafindan
olusturulur (206,207). HKH nis konsepti ilk olarak Schofield tarafindan 1978’de kok
hiicrelerin bulundugu fizyolojik olarak kisitli mikrogcevreyi tanimlamak i¢in Onerilmistir

(208).

Kemik iligindeki hematopoetik mikrogevre hematopoetik ve hematopoetik olmayan
stromal hiicrelerin heterojen popiilasyonundan, bu hiicrelerin biyosentetik iirlinlerinden ve
hematopoetik sitokinlerden olusmaktadir (209). Hematopoetik olmayan stromal hiicreler;
myofibroblastlari, diger fibroblastoid hiicreleri, endotelyal hiicreleri, osteojenik onctilleri,
adipositleri, CAR hiicrelerini, perisitleri ve makrofajlar1 igerirler. Bu hiicreler
proteoglikanlar ve proteoglikanlarin biitiiniinii  olusturan glikozaminoglikanlardan,
kondroitin, heparin, dermatan tiirleri ve hyaliinorik asitten olusan ekstraseliiler matriks
(ECM) molekiillerini iiretir (209). Ek olarak bu hiicreler fibril olusturan ve kollajen tip 1,
I, 1V, V ve VI gibi bazal lamina kollajenlerini iiretirler. Stromal hiicreleri ayn1 zamanda
fibronektin, trombospondin, hemonektin, sialoadezin, laminin ve tenaskin glikoproteinleri
gibi diger matriks molekiillerini sentezler (210). Hematopoetik mikrogevreyi olusturan
hiicreler ayn1 zamanda ¢ogu ya salgilanan veya membran bagi olan GM-CSF, G-CSF ve

kok hiicre faktorii (SCF) gibi hematopoetik sitokinlerin kaynagini saglar.

HKH’lerin kemigin endosteal ylizeyine geri doniisii agiga kavusturulmus olmasina ragmen

(211) HKH nisinin bulundugu bolge, hiicresel bilesimi ve HKH nisi ile ilgili molekiiler
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sinyaller son zamanlara kadar belirsiz kalmistir. Memelilerde ¢ogunlukla hematopoetik
hiicrelerden olusan kemik iligi kemik yapisi tarafindan Ortiilmiistiir. Bu hematopoetik
hiicrelerin bir kismi baslica osteoblastlar tarafindan kaplanan endosteal kemik ylizeyinin
yakininda bulunabilir. Bu anatomik diizenleme iki hiicre tipi arasindaki karsilikli iletisim
ve HKH’leri diizenlemede osteoblastlarin (kemik biiylimesinden sorumlu) potansiyel
roliinii gostermektedir (204). Yapilan ¢alismalarda HKH’lerin endosteal kemik yiizeyine
bitisik bulundugu tespit edilmistir (211). HKH biiylimesini desteklemedeki osteoblastlarin
rolii in vitro kokiiltiir deneyleriyle gosterilmistir (212) ve genetik mutant fare modelleri
kullanarak yapilan birka¢ ¢alismada osteoblastik hiicreler HKH nisinin ana bileseni olarak
tamimlanmustir (213-215). Bu sonuglar HKH’leri desteklemede osteoblastlarin roliinii
kanitlamaktadir. Bazi hematopoetik progenitdér hiicrelerin kemik iliginde siniizoidal
endotelyum ile temas halinde oldugu goriilmektedir (216). Son zamanlarda sinyal lenfosit
aktivasyon molekiilii (SLAM) ailesinin (CD150"CD48-CD41") HKH tanimlayict oldugu
gosterilmistir. SLAM, kemik iligi ve dalakta endotelyal hiicreler yanisira kemik yiizeyine
yakin bulunmustur (217). Siniizoidal endotelyum ile HKH’lerin etkilesimi endotelyal
hiicrelerin alternatif bir nis olusturdugunu gostermektedir. Bu nisi osteoblastik nisten
ayirmak i¢in kemik iligindeki endotelyal hiicre iceren vaskiiler bolge vaskiiler nis olarak
adlandirilmistir (217,218). Ozet olarak kemik iliginde HKH’leri destekleyen en az iki

farkli nis tanimlanmistir; osteoblastik nis ve vaskiiler nis.

2.5.2.1. Osteoblastik Nis

Kemik olusumunda kok hiicre destekleyici aktivitesi olan hiicrelerin ilk direk kaniti
kiiltiirde hematopoetik hiicrelerin ¢ogalmasini artiran ¢ok sayida sitokini salgiladigi
gosterilen fare ve insan osteoblast hiicre hatlarimin g¢alismalariyla saglanmistir (219).
1970’lerdeki caligmalar farklilasmamis hematopoetik hiicrelerin endosteal kemik yiizeyine
yakin bulundugunu ve farklilagan hiicrelerin iligin merkezi eksenine dogru hareket ettigini
gostermistir. Kemik sert ve kati1 bir organ olmasina ragmen endosteal nis boyle degildir;
daha ziyade esneklik sergiler ve sistemik diizenlenme altindadir. Endosteal bolgedeki nisin
tanimlanmasindan sonra endotelyal yiizdeki hiicreler nisin hiicresel bileseni olarak
Onerilmistir. Fakat, heterojen hiicre popiilasyonlar1 olgun kemik hiicreleri, osteoblastlar ve

proosteoblastlari igeren endosteal bolgede bulunmustur (220).
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HKH’lerin uzun-siireli ve kisa siireli olmak ilizere 2 simifi vardir. Uzun siireli HKH’ler
aylarca, hatta hayat boyu hematopoeze katkida bulunabilirler. Kisa siireli HKH’lerin
birka¢ haftayla sinirli yeniden olusturma yetenekleri vardir (221). Kisa siireli HKH’ler
aktif olarak dongii ge¢irirken uzun siireli HKH’ler baslica seSsiz veya yavas dongii geciren
hiicreler olarak stirdiiriiliir. Kemik morfogenik protein (BMP) reseptor I A (BMPRIA) nin
kondisyonal inaktivasyona ugratildig1 fare calismasindan elde edilen veriler uzun siireli-
HKH’lerin sayisindaki artigla baglantili olarak trabekiiler kemikteki osteoblastik hiicreler
alt kiimesi olan ig seklindeki N-kaderin+CD45—osteoblastik (SNO) hiicrelerin sayisinda
artis1 ortaya koymustur. Bu da nisin ana bileseni olarak SNO hiicrelerinin fonksiyonunun
HKH’leri desteklemek oldugunu gostermektedir (213). Benzer sekilde paratiroid hormonu
(PTH) ve PTH ile ilgili protein reseptorii (PTHrP) PTH/PTHIP reseptorii (PPR) transgenik
fare modelinde osteoblast sayisinda artts HKH’lerin sayisinda paralel artisa yolagmistir
(214). Bu calismalarin her ikisi osteoblastik niste uzun siireli-HKH’lere olan bagimlilig
isaret etmektedir. Osteoblastik nisin kok hiicreleri sessiz asamada tutma yeteneklerinin
yeterli kok hiicre sayisinin siirdiiriilmesinde 6nemli bir mekanizma oldugu goriilmektedir
(215). Bu ¢alismalar HKH’leri destekleme ve devamliliginin siirdiiriilmesinde osteoblastik
nisin rollinii desteklemektedir. Visnjic ve arkadaslar1 yaptig1 bir calismada HKH’lerin ve
hematopoetik sistemin destek i¢in osteoblastlara bagli olduklarini kanitlamistir (222) Diger
bir ¢alismada osteoblastlarin bir allojenik ¢evrede HKH’lerin engraftmanini kolaylastirdig:

goriilmistiir (223).
2.5.2.2. Vaskiiler Nis

Kemik iliginde siniizoidal damarlarin endotelyal hiicreleri boyunca bulunan diger bir nis
¢esidi vardir. Bu mikrogevre vaskiiler nis olarak adlandirilmaktadir. Vaskiiler nis son
zamanlarda tanimlanmistir. Bu yeni tip nis SLAM aile reseptorleri kullanilarak kemik
iligindeki kok ve progenitor hiicreleri ayirmak icin yapilan son calismayla agiga
cikarilmistir (217). Vaskiiler nis ¢ogalmayi ve farklilasmay1 artirmakta, hiicre dongiisiinii
ve kisa siireli HKH’leri aktive etmektedir. CD150* CD48™ CD41  Lin™ hiicrelerini igeren
cogunlugu saflagtirllmis HKH’lerinin kan damarlarin1 kaplayan siniizoidal endotelyum ile
yakindan iligkili oldugu bulunmustur. Bu da endotelyal hiicrelerin HKH’ler i¢in hiicresel
bir nis olusturdugunu gostermektedir. HKH’ler ile temas halindeki wvaskiiler nis

cevresindeki endotelyal hiicreler ayn1 zamanda HKH davranis1 iizerindeki sinyallerin
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devamliligin1 saglar (224). Fakat damarlanmanin kemik iliginin merkezi bolgesine
boliimlenmedigini akilda tutmak 6nemlidir ve aslinda kemigin endosteal bdlgesi de ayni
zamanda damarlidir. Boylece, ilik igindeki osteoblastlar ve vaskiiler nisler tamamen
ayrilamaz ve HKH’leri olusturmak ve devamimi saglamak icin birlikte fonksiyon

gosterirler (225).

Nis icindeki HKH’leri diizenlemeyle iligkili olan molekiiller biiyiik 6lciide
tanimlanamamistir. Bununla birlikte hematopoetik progenitor hiicre (HPH)’lerin endotelyal
ylizeye toplanmasiyla ilgili yapilan c¢alismalar vaskiiler nig ile ilgili olarak HKH
davranislarini anlamada onemli bilgi saglamistir. Vaskiiler nisin, HKH’lerin nisten hareket
ederek dolasima girmesi, nise geri donmesi ve engraftmani i¢in onemli olan faktorleri
tirettigi goriilmiistiir. Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAML1) ifade eden endotelyal
hiicreler SDF-1 ve FGF4 gibi kemotaksik faktorlere yanit olarak VLA-4 ile
megakaryositler ve progenitorleriyle yakin iliski halindedir; boylece bu hiicreler
megakaryosit olgunlasmasi ve trombosit tiretimi i¢in bir nis saglar (226). HPH’lerin
vaskiiler nise toplanmasi FGF-4 ve CXCL12 gibi kemokinlere baglidir (218,226). SDF-1,
CD41" megakaryositlerin transendotelyal gocii i¢in giiglii bir kemotaksik faktorken FGF-4
megakaryosit progenitorlerinin vaskiiler nise yapismasim artirir. FGF-4 ve SDF-1
endotelyal hiicrelerde VCAM-1 yanisira megakaryositlerde VLA-4 adezyon molekiiliiniin

ifadesini artirir.

HKH’ler ayn1 zamanda FGFR1, -2 ve -3 ifade eder ve FGF’nin in vitro ortamda HKH
kendini yenilemesi ve ¢ogalmasini uyarabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle vaskiiler nisten
yayilan FGF sinyallerinin osteoblastik nisten (daha diisiik FGF ifadesi) vaskiiler nise (daha
yiksek FGF ifadesi) bir egim olusturarak HKH’lerin/HPH lerin toplanmasinda rol
oynamasi mimkiindiir. FGF’nin bu diizenleyici rolii embriyonik gelisim boyunca hiicre

gOclinii uyarabilme yetenegiyle uyumludur (227).

Hematopoez ve damarlanma gelisim boyunca es zamanli olarak meydana gelir. Aslinda
HKH’ler ve endotelyal hiicreler embriyonik asamada ayni progenitdr hiicrelerden
(hemangioblastlar) koken almaktadirlar ve vitelliis kesesi, aort-gonad-mezonefroz, plasenta,
fetal karaciger, dalak ve eriskin kemik iliginde meydana gelen hematopoez gelisimiyle

yakindan iliskilidir (203,228). Gergekten de SLAM belirteglerini ifade eden HKH’ler
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sinlizoidal endotelyal hiicrelere bitisik olmanin yanisira trabekiiler kemigin osteoblastik
yiizeyinde de tespit edilmistir (217). Bu gozlemler HKH’lerin farkli kosullar altinda nis
olarak osteoblastlar1 ve endotelyal hiicreleri kullandigimni gostermektedir. Siniizoidal
endotelyal hiicrelerin osteoblastik nis olarak bilinen nisle birlikte alternatif bir HKH nisinin
bir parcast olarak gorev yapma potansiyelinin olmasinin kesfi sessiz bir mikrogevre
saglayan osteoblastik nis ve ¢ogalma ve farklilagsmay: tesfik eden vaskiiler nis olarak daha

onceden Onerilen modeli desteklemektedir (218).

Diger ¢aligmalar da HKH sessizliginin siirdiiriilmesinin saglanmasinda osteoblastlarin daha
belirgin rol oynadigimi desteklemektedir ve olgun kan hiicrelerinin nihayetinde perifer
dolasima salindig1 yer olan siniizoidal endotelyumun yiiksek konsantrasyonlu oksijen ve
biiyiime faktorlii, besin agisindan daha zengin mikrogevre saglayarak kok hiicrelerin ve
progenitdr hiicrelerin ¢ogalmasimni ve farklilasmasini tesvik ettigini gostermektedir
(218,229). Vaskiiler nisin ikinci fonksiyonu; nisten ayrilma (mobilizasyon) ve nise geri
doniisiin  (homing) her ikisi boyunca 6nemli olan HKH’lerin transendotelyal gdgiine
yardimct olmaktir (230). Vaskiiler nisin t¢iincii fonksiyonu, kemik iligi nisi stres

altindayken kemik iligi niginin yenilenmesinde gorev yapabilmesidir (217).
2.5.2.3. Osteoblastik ve Vaskiiler Nis Arasmdaki fliski

Hiicre yiizey reseptorlerinin bir ailesi olan SLAM ile in vivo immiinfloresan ¢alismasina
dayanarak Kiel ve Morrison bazi1 dokularda ayni1 zamanda siniizoidal endotelyal nis olarak
da bilinen HKH’lerin vaskiiler nisini tanimlamistir (231) HKH’lerin nislerinin bu iki ¢esidi
anatomik ve fonksiyonel olarak tanimlanmasina ragmen eldeki veriler endosteal ve
vaskiiler nisin hem konum ve hem de fonksiyon olarak ortiistiigiinii gostermektedir. Ug
boyutlu goriintiileme ¢alismalar trabekiiler kemiklerin yiizeylerinde bol miktarda vaskiiler
yapilar bulundugunu, bu damarlarin ve endosteal yiizeylerin trabekiiler bdlge icinde

birbirleriyle ¢ok yakindan baglantili oldugunu tespit etmistir (232).

Kemik boslugunun i¢ yiizeyinde bol miktarda osteoblastlarin bulundugu osteoblastik nis,
sessiz asamada uzun siireli HKH depolanmasi igin bir havuz olarak gorev yapabilirken,
kan damarlarin1 kaplayan siniizoidal endotelyal hiicrelerden olusan vaskiiler nis kisa siireli

HKH c¢ogalmasi ve farklilasmasi i¢in bir c¢evre saglar. Her iki nig de hematopoetik
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hemostazi siirdiirmek veya hasardan sonra hematopoezi yenilemek igin birlikte is goriir
(233).

Osteoblastik ve vaskiiler nig arasindaki fonksiyonel farklilik heniiz aydmlatilmistir. Bu iki
mikrogevre arasindaki baslica farkliliklardan birincisi oksijen diizeyidir. Vaskiiler niste
osteoblastik nise gore oksijen diizeyi daha yiiksektir. Boyle bir mikrogevre altinda kok
hiicrelerin hiicre dongiisii devam etmektedir (234). Bolgesel hipoksi altinda GO asamasinda
osteoblastik niste bulunan HKH’ler belirli bir zamanda vaskiiler nise hareket edebilirler,
farklilasma gegirebilirler ve olgun hiicrelerin perifer kan akisina gereken miktarini
karsilayabilirler (235). Kaynak miktar gerekli olgun hiicreleri karsiladiginda vaskiiler
nisteki HKH’ler GO asamada tekrar devamliliklarinin siirdiiriildiigli yer olan osteoblastik

nige geri hareket eder.

Endosteal nisteki sessiz HKH’ler her ikisi de CXCL12, SCF, angiopoetin-1 (Ang-1),
VCAM-1 ve trombopoietin (TPO) gibi HKH devamliligi ve sessizligini saglayan
faktorlerin kaynagi olan osteoblastlar (OB) ve nestin® MKH’lerle olduk¢a yakin temas
halindedir. Osteoblastlar (OB) ve nestin® MKH’ler HKH’leri bu nis kisminda tutmak igin
birlikte gorev yaparlar. Perivaskiiler nis endosteumdan daha uzaktadir ve osteoblastlari
icermez, fakat aktif HKH’lerin kendini yenilemesini artiran faktorler salgilayan
perivaskiiler CAR hiicrelerini igerirler. Kendini yenileme ayni zamanda siniizoidal
endotelyal hiicreler tarafindan ifade edilen Notch ligandlar1 tarafindan uyarilir. Her iki nis
ana bilesen olarak perivaskiiler nestin® MKH’ler igerir. Fagositlerin gesitli alttipleri
osteoblastlarin (osteomaklar) devamliligint ve MKH’lerin (makrofajlar) devamliligi ve
cogalmasini desteklerler. Ayn1 zamanda HKH devamliligini saglayan faktorlerin ifadesini
uyarir. Sempatik sinir sistemi (SNS) MKH c¢ogalmasini 6nler ve CXCL12 ifadesinin
sirkadyan dongiisiinii tetikler (Sekil 2.5) (236).
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Sekil 2.5. Kemikteki endosteal ve perivaskiiler HKH nisi (236).
2.5.3. MDS VE AML’DE KEMIK iLiGi MiKROCEVRESI

MDS patolojisindeki en dnemli olayin HKH/HPH’lerdeki molekiiler bir anormallik oldugu
goriinmesine ragmen Yetersiz hematopoez ayni zamanda degisen hematopoetik-stromal
etkilesimler, biiylime faktorleri ve hematopoetik diizenleyicilerin tiretimindeki
degisiklikler gibi kemik iligi mikrogevresindeki anormalliklerden de
kaynaklanabilmektedir. MDS klonal bir kok hiicre bozuklugudur, fakat hematopoezin
diizenlenmesi mikrogevrenin fonksiyonuna bagli oldugu i¢in MDS patofizyolojisinde
mikrogevrenin rolii ile ilgili sorular da artmaktadir. Diislik risk MDS’nin baslica 6zelligi
apoptozda artis iken yiiksek risk MDS’de apoptozda azalma goriilmektedir. Yapilan
calismalar MDS’li hastada sitokinlerin anormal ifadesini ve kemik iligi mikrogevresindeki
sinyalleri diizenleyen apoptozda artist gostermistir. MDS’li hastalarin bir kisminda
AML’ye ilerlemenin goriilmesi l0semiye doniisimde hematopoetik mikrogevrenin

potansiyel katkisini gosterme c¢aligmalart icin bu hastaligi uygun bir model kilmaktadir
(237).

Son birka¢ yilda yapilan arastirmalardan elde edilen kanitlar hematolojik malignitelerin

patofizyolojisinde kemik iligi mikrogevresi anormalliklerinin iliskisini acik¢a
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gostermektedir. Nisin hiicresel bilesenleriyle iliskili yaymlanan verilerin ¢ogunlugu nis
hiicrelerinin ~ degisiklik gosterdigini  kamitlamustir.  Walkley ve ark. kemik iligi
mikrogevresinde retinoblastoma geninin (RB) delesyonunun farede preldsemik
miyeloproliferatif hastalik gelisimine katkida bulundugunu kanitlamistir. Bu arastirmada
Walkley ve arkadaglari bu durumun miyeloid hiicreler ve mikrogevre arasindaki
etkilesimin sonucu oldugunu gosterdiler. Hastalig1 baslatan etken hematopoetik hiicreler ve
mikrogevrenin her ikisinde de bulunmaliydi. Hiicre dongiisiiniin merkezi diizenleyicisi ve
timor baskilayict olan RB’nin aktivasyonunun bozulmasi farelerin hematopoetik
sisteminde ekstramediilar hematopoeze ve miyeloproliferatif hastaliga yolagmustir. Fakat
RB’nin miyeloid kaybi miyeloproliferatif hastaligi veya HKH anormalliklerini
baglatamamigtir. RB mutantlarinda miyeloproliferatif benzeri hastalik hematopoetik
hiicreler ve kemik iligi mikrogevresi arasindaki bozulan etkilesimler sonucu olusmustur

(238).

Bir baska ¢alismada ayni grup farede Retinoik Asit Reseptér y (RARy) delesyonunun
kronik miyeloproliferatif bozukluga yol agtigini rapor etmistir. Transplant caligmalari
RARy-hematopoetik hiicrelerin normal fareye transplante edildiginde normal olarak
fonksiyon gosterdigini agiga ¢ikarmistir. Fakat normal hematopoetik hiicrelerin RARYy-
mikrogevreye transplantasyonu, transplante edilen hiicrelerde miyeloproliferatif bozukluga
yol acmustir (239). Bu c¢alismalar hematopoetik mikrogevredeki bir anormalligin

miyeloproliferaif bozuklugu olusturmak i¢in yeterli olabildigini gostermistir.

Fare modellerinden faydalanilarak yapilan son kesifler hematopoetik mikrogevrede
lokomogeneze katkida bulunan veya lokomogenez i¢in gerekli olan genetik degisiklikler
icin ilk deneysel kaniti saglamistir. Raaijmakers ve arkadaglar1 transgenik fare modeli
kullanarak hematopoetik mikrogevredeki genetik degisikligin yetersiz hematopoezli ve
sekli bozulan hematopoetik hiicreli ve arasira AML’ye transformasyon gdosterebilen
MDS’yi tetikledigini gostermistir (19). Raaijmakers ve ekibi ilk kez endosteal nis
bozulmasinin MDS’ye yolagabilecegine dair kanit saglamistir. Arastirmact mezenkimal
osteodizin hiicrelerinin alttiplerindeki birka¢ gen iirliniinii degistirmek icin DICER1 gen

delesyonunu gergeklestirmistir.
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DICER1 mikroRNA biyogenezi i¢in (240) gerekli olan bir RNAz III endoniikleazdir. Fare
osteoprogenitdrlerinde (fakat olgun OB deyil) DICERI’in delesyonu hematopoezin
biitiinliigiinii bozmustur. Osteoklast sayist ve fonksiyonu etkilenmemesine ragmen
osteoblast sayist onemli sekilde azalmistir. DICER1 delesyonuyla miRNA olgunlagmasinin
baskilanmasi hiicresel transformasyonu ve tiimorigenezi artirmistir. Bu fareler MDS nin
belirtileri olan hiperplastik kemik iligi ve dismiyelopoezli fatal ndtropeni gelistirmistir.
Yaban tip alic1 fareye transplante edildiginde bu MDS hiicreleri hastalig: ilerletememistir.
Aksine DICER knock-out fareler yaban tip farelerdeki kemik iligi hiicreleriyle yeniden
olusturuldugunda bu fareler MDS gelistirmistir. Bu sonu¢ HKH/HPH’lerin MDS fenotipi

edinmesinde nisin 6nemli roliinii géstermektedir.

Genetik fare modelleri kemik iligi niginin kritik roliinii giliglii bir sekilde gostermesine
ragmen bu bulgularin insan MDS’unda goriilmesi oldukga tartismalidir. Fakat ilgingtir ki
bir insan ¢alismasinda MDS hastalarindan izole edilen MKH’ler ayn1 zamanda miRNA
ifadesinin global azalmasi yanisira DICERI ve diger RNA III endoniikleaz olan
DROSHA’nin diisiik ifadesini gostermistir (241). Son bir ¢alisma hasta kokenli stromal
hiicrelerinin in vivo ortamda insan MDS kdk hiicrelerinin idamesinde 6nemli roliiniin
oldugu goriistiniin ilk kanitin1 saglamistir (242). Gergekten de arastirmacilar hasta kokenli
CD34" hiicrelerin ve immiin uyumlu farelerin kemik iligi bosluguna MKH/MPH’lerin
birlikte enjeksiyonunun farkli genetik yapidaki diisiik risk MDS vaka grubunda kuvvetli
miyeloid egilim ve klonaliteyle gosterildigi gibi MDS hiicrelerinin uzun dénem ve énemli
engraftmanina yol agtigini gostermislerdir (243). Arastirmacilar ayn1 zamanda hiicresel
sinyal yolaklarinin bilesenlerinin birbirini etkilemesiyle iligkili bazi siireglerin MDS
MKH’lerinde bozulmus olduguna dair deneysel kanitlar1 saglamistir. Birlikte
degerlendirildiginde bu veriler stromal nis elementlerinin muhtemelen MDS patogenezine

katkida bulundugunu gostermektedir.

Yapilan baz1 c¢aligmalar MDS hastalarinin  kemik iliginde osteoprogenitdrlerin ve
MKH’lerin normal morfoloji ve sikliginin yanisira in vitro ortamda bozulmayan
osteoblastik, adipositik ve kondrositik farklilasma potansiyeli gosterdigini kanitlamigtir
(244). Benzer sekilde MDS-MKH’lerinin MDS koékenli HKH’lerin in vitro biiylimesini
destekledigi rapor edilmistir (244,245). Aksine diger gruplar azalan osteojenik farklilagsma
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ve uzun-donem kiiltiir baglatici hiicre denemelerinde hematopoezi diisiik destekleme

yetenegini kanitlamistir (246,247).

Bazi arastirmacilar MDS-MKH’lerinin CD90 ve CD105’in 6nemli derecede diisiik ifade
diizeyini 6ne slirmiistiir (248,249). Aksine bazi ¢alismalarda MKH’lerin ve kollajen tip-
I’in etkilesiminde ikiskili bir integrin olan CD49b yiiksek diizeyde ifade edilmistir
(245,250). Bunun disinda MDS’deki MKH’ler CXCL12’nin daha yiiksek ifadesini
gosternistir (251).

Birka¢ c¢alismada farkli hematolojik hastalarin MKH’lerinde Onemli kantitatif ve
fonksiyonel degisiklikler meydana geldigi one siiriilmiistiir (245,252). Miyeloproliferatif
hastaliklarda megakaryosit ve makrofajlarin PDGF, FGF ve TGFa sitokinlerini
salgilayarak fibrotik reaksiyon patogenezinde 6nemli rol oynadiklar1 goriilmiistiir (253).

MDS’de MKH’ler TNFa diizeylerinde degisikliker gostermistir (254).

MDS’li hastalarda kromozom 1 ve 7°’nin MKH’lerdeki yapisal anormalliklerde daha sik
olarak iliskili oldugu gosterilmistir ve MKH’lerdeki anormallikler ve tam sagkalim
arasinda bir iligskinin oldugu tespit edilmistir (255). MDS-MKH’lerindeki kromozomal
anormalliklerin (¢ogunlukla andploidi) varliginin AURKA ve AURKB genlerinin degisen
ifadesiyle iliskili oldugu bulunmustur (256). Bdylece MDS-MKH’lerindeki genetik
anormalliklerin varlig1 kemik iligi mikrogevresinin genetik kararsizliginin malin hiicrelerin
cogalmasini kolaylagtirabilecegi ve boylelikle lokomogenezin 6zel bir diizenleyicisi

olabilecegini gostermektedir.

Hematopoetik nisin bozulmasina katkida bulunabilen diger 6nemli hiicresel bilesenler
monosit ve makrofajlardir. MDS kokenli monositler stromal sinyallere anormal sekilde
yanit vermistir. Aslinda MDS’li hastalarin monositleri klonal HKH’lerinden kdken
almaktadir ve stromal sinyallere karsilik olarak matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) gen
ifadesini artirmada basarisizdir (257). MMP-9 mikrogevreden SDF-1’in ayrilmasinda
iligkilidir ve hematopoetik hiicrelerin  kemik iliginden perifer kana ge¢isini
kolaylagtirmaktadir (235). Hiicrelerin kemik iliginden ¢ikisin1 kolaylastirmada MMP-9’un
rolii dikkate alindiginda MMP-9’un tetiklenebilir diizeyleri azalirken duyarli olmayan

monositlerin birikmesini ve boylelikle MDS’1i hastalarin kemik iliginde ¢ok hiicrelilige

47



(hiperseliilerite) yol agmasini varsaymak mantiklidir. MDS’de makrofajlar TNF-o’nin
artan senteziyle MKH’ler ve hematopoetik progenitorler arasindaki normal etkilesimi
engelleyebilmektedir (258). Ag¢ikgast MDS’de bu yolaklar tetikleyen aktivitelerin yanisira
stromal hiicreler, makrofajlar ve HKH’ler arasinda degisen yanittan sorumlu olan sinyal

yolaklarinin daha iyi tanimlanmasina ihtiyag vardir.

Marcondes ve arkadaslar1 yaptig1 bir ¢alismada MDS’li hastalardan elde edilen MKH’lerin,
MDS’nin daha ileriki asamalarinin aksine saglikli kontrollerden 14-17 kat daha yiiksek
diizeyde 1L-32 ifade ettigini kanitlamistir ve bu yiiksek IL-32 ifadesi MDS hiicrelerinde
yetersiz hematopoezi ve MDS iliginde asir1 apoptozu yeniden olusturarak MDS
hiicrelerinde apoptozu artirmistir (259). Bu bulgular stroma tarafindan tiretilen IL-32’nin
MDS patofizyolojisine katkida bulunabilecegi ve terapdtik bir hedef olarak gorev

yapabilecegini gostermektedir.

MDS patogenezinde MKH’lerdeki bozulan Wnt sinyalinin etkisi belirsizdir. Wnt
antagonistlerini kodlayan genlerin MDS’1i hastalarda hipermetile oldugu gosterilmistir. Bu
sonu¢ metilasyon durumu ve losemi gelisim riski arasindaki direk bir baglant1 oldugunu
gostermektedir (260). Wnt sinyalinin bozulmasi sadece HKH’leri etkilemez, ayn1 zamanda
kemik iligi nisini de etkilemektedir. Osteoblastlardaki Wnt inhibitorlerinin asiri
ifadelenmesi trabekiiler kemikte azalmayla nis yapisin1 degistirerek ve hematopoetik
progenitdr hiicrelerinin kemik iligi icindeki yerlesimini ve fonksiyonunu azaltarak ikili bir
etki sergilemektedir (261). Osteoblastlarda p-katenini aktive edici mutasyonlar ayni
zamanda MDS hastalarinda da bulunmustur (262). Stromal ve hematopoetik sinyal
yolaklarinin bu net baglantis1 patolojik nis-hematopoetik hiicre etkilesimini bozmay1

amaglayan yeni stratejileri gelistirme ihtiyacin1 vurgulamaktadir.

AML kok hiicre veya progenitdr hiicrelerde kontrolsiiz biiylimeye yolagan genetik
anormallikler serisinden meydana gelir. Gegen yillardan elde edilen veriler hematolojik
malignitelerin patogenezinde hematopoetik mikrogevrenin iligkili oldugunu gostermistir
(7). Mikrogevresel degisikliklerin kok hiicre hareketliliginde artisa ve alternatif nis
olusumuna yol acarak 16semide 6nemli ve patojenik olabilecegine dair kanitlar artmaktadir
(263). AML anormal bir hematopoetik mikrogevrede olusabilir. Elde edilen son veriler

hematopoetik sistemde l6semik olaylarin paralelinde nisin hiicre ¢ogalmasi ve biiylimesi
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lehine baskin sinyalli bir ¢evreye doniistiiriildiiglinii isaret etmektedir. Baz1 durumlarda bu
olaylarin birlesimi gerekebilir (264). Boylece 16semi kok hiicreleri (LKH) yasamak igin
kemik iligi nisinin destegini alabilir ve daha sonra ¢ogalmayi artiran sinyalleriyle kemik
iligi niginin diizenlenmesinin bozulmasinda etkili olabilirler. Normal kok hiicrelerin
sessizligini siirdiiren molekiiler mekanizmalar ayn1 zamanda LKH’lerin sagkalimina da
olanak saglayabilir. LKH sagkalimi, ¢ogalmasi ve farklilagsmasi i¢in osteoblastik ve
vaskiiler niglerin her ikisi de kritik 6dneme sahiptir (213-215,217). LKH’ler HKH’lerle
kendini yenileme ve farklilagsma gibi belli 6zellikleri paylasirken LKH’lerin gogalmalari,
istila etme ve yayilma yetenekleri farklidir. LKH’ler malin klonun devamliligi igin gerekli
yer olan kemik iligi mikrogevresi i¢inde uzun-siireli kendini yenileme (265) kapasitesi
sergiler. LKH’ler 16semik blastlar1 olusturabilirler ve 16semik Klon bir hiyerarsi olarak
organize edilmistir (213). LKH’ler homeostatik mekanizmay1 kullanabilir, kemoterapi
boyunca hematopetik mikrogevre icine siginabilirler ve sonug olarak hastaligin niiksedisine
katkida bulunurlar (266). MKH’ler LKH’lere gerekli sitokinleri ve hiicre kontagiyla
saglanan sinyalleri saglayarak 16semik hiicrelerin biiylimesini, yasamasini ve ila¢ direncini

artirabilir (267).

Kemik 1iligi nisinin bozuldugu 16semi hastalarinda normal hematopoezin yok oldugu
kanitlanmistir (268). Her iki nis LKH’lerin sagkaliminda, ¢ogalmasi ve farklilasmasinda
onemli rol oynamaktadir. Ninomiya ve arkadaslar1 insan 16semi hiicreleri ve kordon kan
CD34" hiicrelerinin nise geri doniisii, ¢ogalma ve sagkalim bolgelerini modellemistir (269).
Transplante edilen 16semi hiicreleri baslangigta epifiz bolgesindeki osteoblastlarin
ylizeyine yerlesmis, daha sonra i¢ vaskiiler ve diyafizyal bolgelere dogru cgogalmustir.
Transplantasyondan 8 hafta sonra I1osemi hiicrelerinin sayis1  ozellikle epifiz
bolgesinde %50 kadar artmustir. Yiiksek doz sitarabinden sonra kalan 16semi hiicreleri
kiimelenmis ve endosteum yanisira kan damarlarina yapismistir. Bu da 16semi hiicrelerinin
yalnizca osteoblastlardan antiapoptopik sinyal almadigi, ayni zamanda vaskiiler
endotelyumdan da antiapoptopik sinyaller aldigini gostermistir (269). Normal HKH’lerin
sessizligini silirdiiren molekiiler mekanizmalar ayni zamanda LKH’lerin sagkalimini

kolaylastirmaktadir.
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Hematopoetik hiicrelerin rejenerasyonuna benzer sekilde 16semik hiicreler ayn1 zamanda
cogalmalarin1 ve yayilma potansiyellerini desteklemek icin osteoblastik ve vaskiiler nisler
tarafindan iletilen sinyallerden faydalanirlar. Osteoblastlar, osteoblastik nise CXCR4 ifade
eden LKH’lerin gogilinii uyaran osteopontin ve SDF-1 kaynagini temin eder. Losemik
progenitdr hiicrelerindeki SDF-1 ve reseptorii arasindaki etkilesim kemik iligi
mikrogevresine 16semik progenitor hiicrelerinin yerlesmesine katkida bulunur. Yapilan bir
aragtirmada AML hastalarinin kemik iliginde anjiyogenezin seviyesinde artis rapor
edilmistir (270). VEGF yeni kan damarlarinin olusumunu tesvik eden bir hipoksi-uyarici
biiyiime faktoriidiir. Hipoksiye bir yanit olarak yeni damarlar anjiyogenezle olusturulur ve
endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi uyarilir. IL-6, IL-3, G-CSF, GM-CSF ve nitrik oksit (NO)
gibi sitokinlerin salimimmiyla (271) endotelyal hiicrelerin 16semik hiicrelerinin ¢ogalmasini
artirdign  gorilmiistir. Bu da aktiflesen anjiyogenik endotelyal hiicrelerin parakrin
sinyallerle 16semi hiicre biiylimesine yol agabilecegini gostermektedir. Kemik iligi nis
fonksiyon bozuklugu ¢ogalmayi artiran ve/veya apoptozu 6nleyen bol biiyiime faktorlerini
saglayarak 1okomogeneze katkida bulunabilir (272). MKH’lerin apoptozu tetikledikleri ve
kemoterapi ile baslatilan hiicre 6liimiinii zayiflattigi igcin AML’de rolii olabilir (273).

Normal hematopoezin baskilanmasi goreceli olarak diisiik tiimor yiiklii 16semi hastalarinda
sikca gozlemlenir. Losemik hiicre biiyiimesinin normal kemik iligi nislerini bozdugu ve bir

timor mikrogevresi olusturdugu kanitlanmistir (268).

Loseminin baslangicinda hematopoetik mikrogevrenin 6nemli rolii fosfataz ve tensin
homolog (PTEN) eksik olan farede ¢aligilarak gosterilmistir (274). HKH ve hematopoetik
mikrogevredeki PTEN eksikligi 1osemi/lenfoma’ya doniisen miyeloproliferasyona yol
acmustir. Fakat yaban tip hematopoetik mikrogevre varliginda HKH’lerdeki PTEN
delesyonu, miyeloproliferasyon veya losemi gelisimi kaniti olmaksizin HKH tiikenmesini
artirmistir. Bu sonu¢lar HKH’lerdeki PTEN eksikliginin yalnizca malin transformasyon

icin yeterli olmadigini géstermektedir.

Son zamanlara kadar hematolojik neoplazmlarin patogenezindeki primer stromal
anormalliklerin roliinii destekleyen cok az kanit bulunmaktaydi. Baz1 bagimsiz ¢aligsmalar
l6semi hastalarinin  stromasindaki genomik degisikliklerin varligimi kanitlamistir

(244,275,276). Farkli gruplar hipodiploidi, dengeli ve dengesiz translokasyonlar, tiim
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kromozom kazanimi ve delesyonlar1 gibi anormalliklerin genis degiskenligini gostermistir.
MKH’lerdeki tiim sitogenetik belirtegler HKH’lerde tanimlanan tekrarlayan degisiklikler
degildir. Bu bulgular 16semideki MKH’lerin genetik kararsizligindaki artig1 gostermektedir
ve bu hastaliklarin patofizyolojisinde MKH’lerin potansiyel iligkisini isaret etmektedir
(275). Son zamanlarda Lopez-Villar ve arkadaslar1 array temelli karsilastirmali genomik
hibridizasyon ve floresan in situ hibridizasyonla MDS hastalarinin MKH’lerinde bazilari
ozellikle MDS alttipi olan 5q sendromuyla baglantili olan sitogenetik degisikliklerin
bulundugunu rapor etmistir (276).

Bu veriler MDS ve AML hastalarindaki MKH’lerde 6nemli fonksiyonel anormallikler,
genetik ve epigenetik degisiklikler oldugunu gostermektedir. Tek bir hiicredeki genetik ve
epigenetik degisiklik serileri onkogenez icin gerekli olmasina ragmen yeterli olmayabilir

ve mikrogevrenin malignitenin olugmasi i¢in gerekli oldugu 6ngdriilmektedir.

2.6. MIKRORNA

MikroRNA’lar hayvanlarda, bitkilerde ve tek hiicreli Okaryotlarda transkripsiyonal
baskilama ve protein-kodlayan mRNA’nin yikilmasiyla gen ifadesini engelleyen 21-23
niikleotid uzunlugundaki kiigiik kodlamayan tek iplikli RNA’larmn bir sinifidir (240).

2.6.1. MIKRORNA’LARIN KESFI

1993 yilma kadar mikroRNA’larin (miRNA) varligt ve Onemi bilinmemekteydi.
Ceanorhabditis elegans adli nematodda, lin-14 geninin (larval donemin zamana bagh
gelisimi ve diizenlenmesini kontrol eden genlerden biri) fonksiyon kaybina yol agan
mutasyonlarin varliginda, yetiskin yapilarinda cesitli bozuklar ve larval gelisimde sorunlar
oldugu gozlenmistir. Yapilan galigmalarla, gelisimsel oneme sahip bir bagka gen olan lin-4
geninin, lin-14 geninin diizenlenmesinde etkin oldugu ortaya ¢ikartilmistir (277). Lee ve
arkadaslar1 “open reading frame” olarak kabul edilen kisimda bolgeye 6zgii mutagenez
yoluyla elde edilen mutasyonlarin lin-4 geninin fonksiyonunu degistirmedigini ortaya
koymuslar ve lin-4 geninin protein kodlamadigi sonucuna varmislardir. Caligmada elde
edilen RNA’lardan birinin 22 niikleotid, digerinin ise 61 niikleotid uzunlugunda oldugu
gbzlenmistir. Uzun olan RNA’nin sap kismindan ilmik olusturacak sekilde kivrilmis

yapida (stem-loop) oldugu ve kisa olan RNA’nin onciilii olabilecegi tahmin edilmistir
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(278). Wightman ve arkadaslari, lin-14 geninin transkripsiyon sonrasi asamada
baskilanabilecegini ve 3° UTR bdlgesinin bu baskilanmada tek basina yeterli rol
oynayabilecegini bulmuslardir. Caligmalar sonucunda lin-4 geni RNA’larinin lin-14 geni 3’
UTR bolgesindeki cesitli alanlara komplementer oldugu ve bu durumun lin-4 gen {iriini ile

lin-14 ifadesinin baskilanmasi seklinde ortaya ¢iktigi vurgulanmustir (277,278).

Lin-4 geninin kesfinden sonra 7 yil boyunca nematodlarda ve baska canlilarda
“kodlanmayan RNA’lar” ile ilgili herhangi bir bilgi agia ¢ikarilamamistir. 2000 yilinda
yine C. elegans’in gelisimsel zamanlamasini kontrol eden genlerden biri olan let-7
kesfedilmistir. Let-7 geni de yaklasik 22 niikleotidlik bir RNA kodlamakta ve bu RNA,
tipki lin-4’de oldugu gibi, nematodun geg¢ larval evreden yetiskin hale ge¢mesinde, yani
gelisimin zamansal kontroliinde etkili olmaktadir. Let-7 geninin larval gelisimde etkili olan
lin-41 geninin 3” UTR bdlgesi tlizerinde iki farkli yere komplementer oldugu gézlenmistir
(Reinhart vd., 2000). Daha sonra yapilan ¢aligsmalarda lin-4 geninin aksine let-7 geninin
evrimsel olarak, sinekten insana kadar uzanan farkli tiirler arasinda korundugu anlasilmis
ve kodlanmayan RNA’larin diger organizmalarda da dnemli olabilecegine dair ilk bulgular
elde edilmistir. Ornegin insanlarda, iclerinde beyin, timiis, bobrek, akciger, karaciger,
dalak gibi organlarin da oldugu pek ¢ok dokuda farkli ifade diizeylerinde tespit edilmistir
(279).

Larval gelisimin zamansal kontroliindeki rolleri nedeniyle lin-4 ve let-7 gibi genler
oncelikli olarak “small temporal RNA” (kiiclik zamansal RNA’lar) (stRNA) olarak
adlandirilmiglardir. Bununla birlikte bir y1l gibi bir siire icerisinde, insan, hayvan ve sinek
hiicrelerinde kii¢ciik RNA’lar1 klonlayan {i¢ farkli laboratuvarda yaklasik 100’{in iizerinde
gen bulunmus ve Drosophila’da 20, insanda 30, solucanlarda 60 yeni kodlanmayan RNA
ile ilgili gen tespit edilmistir. Bu genlerden ilmikli bir Onciil yapiya sahip RNA
sentezlenmektedir ve bu RNA’lar lin-4 ve let-7’ye yapisal olarak benzemektedir. Pek
cogunun sadece degisik gelisimsel evreler sirasinda ifade edilmedigi, daha ¢ok belirli hiicre
tiplerinde belirli genlerin ifade edildikleri fark edilmistir. Boylece, bu fonksiyonlar1 tam
olarak anlagilamayan yapilar i¢in “mikroRNA (miRNA)” ifadesi kullanilmaya baslanmigtir
(280).
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2.6.2. MIKRORNA’LARIN BiYOGENEZI

MiRNA’lar, {ic asamada olusurlar. Ilk olarak miRNA genlerinden primer miRNA (pri-
miRNA)’larm transkripsiyonu gerceklesir. ikinci adimda pri-miRNA’lar prekiirsér miRNA
(pre-miRNA)’lara niikleus ig¢inde doniistiiriilir ve son adimda sitoplazma iginde olgun

miRNA’larin olusumu gergeklesir (Sekil 2.6) (281).

MIRNA’lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz II enzimi tarafindan
sentezlenir. Pri-miRNA (500-3000 baz), sapka (cap) ve poly (A) kuyruguna sahip sap-
ilmik yapisindadir. Cekirdekte pri-miRNA, RNAaz III enzim ailesinin bir endoniikleazi
olan DROSHA ve kofaktorii Pasha (DGCRS) tarafindan yaklasik olarak 70 niikleotid
uzunlugunda olan pre-miRNA’ya donistiiriiliir. Cift iplikli RNA baglayici bir protein olan
Pasha ve bir niikleaz olan DROSHA’nin olusturdugu komplekse mikroislemci

(microprocessor) kompleks adi verilir (282).

Pre-miRNA exportin 5 (tasima reseptorii) ve RAN-GTP’ye bagimli sekilde sitoplazmaya
tasinir (283). Sonrasinda, pre-miRNA’lar sitoplazmada RNAaz III enzim ailesinden
DICER adli endoniikleaz ile kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli
miRNA:miRNA dubleksine ¢evrilir (284). DICER, ayni1 zamanda RNA ile tetiklenmis
susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) olusumunu da baslatir (285).
DICER, pre-miRNA’nin sap-ilmigini kestikten sonra, miRNA:miRNA dubleksinden
sadece biri olusan RISC’e dahil olur. RISC iginde yer alan bir RNaz olan Argonatin
(AGO) etkisiyle iki iplikten daha kararli olan1 (genelde 5° ucu) secilip komplekse dahil
edilir (kilavuz iplik). Diger iplik, anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirilir ve RISC
kompleksinin substrati olarak sindirilir. mikroRNA’lar RISC kompleksine dahil olduktan
sonta AGO proteinleri yardimiyla mRNA’nin  yikimina veya translasyonunun

baskilanmasina neden olurlar (286).

miRNA dupleksinin her iki zinciri de esit etkiye sahip degildir ve hangi zincirin olgun
miRNA olacagina dair karar kalitsal etkenler 1s1¢inda termodinamik etkilesimler ile
belirlenir (287). Genellikle miRNA’nin daha kararli olan 5’ ucuna sahip zinciri olgun
miRNA olarak segilirken, diger zincir yikilir (288). Yine de giiniimiizde ileri sekanslama

yontemleri kullanilarak yapilan calismalar miRNA* olarak ifade edilen ve mRNA ile
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birlesmeyen yapinin her zaman yikilmadigini ve etkin olabilecegini ortaya koymustur

(289).
2.6.3. MIKRORNA’LARIN ETKi MEKANiZMASI

Olgun miRNA’lar gen ifadesini 2 yolla diizenlerler: mRNA’ya tam olarak
komplementerlik goriilen durumda mRNA’nin yikilmasi veya baglanma derecesinin diisiik

oldugu durumlarda translasyonun baskilanmasidir (Sekil 2.6) (240).

miRNA’lar mRNA yikilmasin1i ya da translasyonel baskilamay:r birkag yolla
gerceklestirmektedir; 1) miRISC’in mRNA’ya baglanmasi sonucunda mRNA’nin poly (A)
kuyrugu deadenilasyona ugrar ve deadenil mRNA’lar islem cisimleri (p-body’ler) igine
taginarak depolanir veya yikima ugrar, 2) miRISC’in baglanmasindan sonra mRNA’nin
sapka yapisinin degismesine neden olarak translasyonun baglamasini engelleyebilir, 3)
mRNAya baglanan miRISC’in etkisi ile olusan protein sentezi sirasinda olusan polipeptid
zinciri proteolize ugrayabilir veya 4) miRISC mRNA’ya baglanarak ribozomlarin mRNA

tizerinden diismesine veya peptid sentezinin yavaslamasina neden olmaktadir (290).

54



Cekirdek Sitoplazma

Drosha

e T

"MGpppG

awsa)sa we |,

3" UTR m
| §§ Y-l AAAAA
ORF
Translasyonun baskilanmasi -\_/
ORF

IMGpppG AAAAN
Hedef
mRNA degredasyonu mRNA

Sekil 2.6. miRNA biyogenez basamaklari ve etki mekanizmasi (291).

2.6.4. MIKRORNA’LAR VE KANSER

mMIRNA ifadesinin diizenlenmesinin bozulmasi insan kanserinin tiim tiplerinde yaygindir.
[lk galigmalar tiimérler ve normal dokular arasindaki farkli miRNA ifade profillerini
gostermistir (292,293). Ustelik miRNA’lar tiimérlerin baslangict ve ilerlemesiyle ilikili
ana transkriptleri diizenledigi icin miRNA ifadesindeki degiskenlikler hastaligin siddetiyle
iligkilidir. miRNA’lar tiimorigenezi artirmak ve baskilamak i¢in onkogen veya timor
baskilayict olarak gorev yapabilir (294). ifadesi timérlerde artan miRNA’lar genellikle
timor baskilayici genlerinin, hiicre dongiisii, hiicre farklilagsmasi ve apoptozu kontrol eden
genlerin ifadesini baskilayarak timor gelisimini artirdiklari igin onkogenler olarak
goriilmektedir (295). Aksine ifadesi kanser hiicrelerinde azalan mMIRNA’lar timor

baskilayici olarak adlandirilmaktadir. Tiimor baskilayici miRNA’lar genellikle onkogenleri,
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hiicre farklilasmasini1 veya apoptozu kontrol eden genlerin ifadesini baskilayarak tiimor
gelisimini 6nlemektedir (294). miRNA ifadesinin diizenlenmesindeki bozukluklar siklikla
delesyonlar, amplifikasyonlar, nokta mutasyonlar1 ve anormal DNA metilasyonla
gosterilen genetik veya epigenetik degisikliklerden meydana gelmektedir. Insan
miRNA’larinin yaklasik yaris1 ¢esitli kanserlerde kromozomlarin kirilgan bélgelerinin
icinde bulunmaktadir (296).

Kanserde miRNA profillerinin hastaligin tan1 ve tedavisinde belirte¢ olarak degeri vardir.
Ormegin kokeni bilinmeyen primer tiimérlii hastalarda metastatik tiimoriin koken aldig
dokuyu tespit edebilmek imkansizdir. Cogu miRNA hassas doku 6zgiilliigii gdsterdigi i¢in,
bu lezyonlarin miRNA profillemesi yararli olabilir. miRNA temelli smiflandirmanin
mRNA profillemesine gore kanserlerin koken aldigi dokuyu tanimlamada daha etkili
oldugu goriindiigii i¢in ilk bulgular umut vericidir. insan kanserlerinin miRNA profillemesi
prognostik bilgi saglayarak en iyi tedavi stratejisi se¢imine rehberlik edebilir. Klinikte
hastalarda yiiksek verimlilik ¢caligmalart miRNA profillemesinin tiimorleri siniflandirma ve
yiiksek dogrulukla hasta sonucunu ongérme potansiyelini agiga c¢ikarmistir (293). Ozet
olarak ortaya ¢ikan kanitlar kanserle iliskili miRNA’larin (onkomiR) insan kanserlerinde
onemli rol oynadiklarin1 géstermektedir. Bazi miRNA’lar hiicre farklilasmasi ve apoptozu
kontrol ederek kanser gelisiminde direk olarak iliskili olabilirken digerleri kanser

onkogenleri ve/veya tiimdr baskilayicilart hedefleyerek kanserde iligkili olabilir.
2.6.5. HEMATOPOEZIN DUZENLENMESINDE MiKRORNA’LAR

miRNA’larin  hematopoezdeki veya aslinda hematolojik malignitelerdeki rolii az
caligilmistir. Chen ve arkadaslar1 fare kemik iliginden yaklasik olarak 150 miRNA’y1
klonlamistir ve miR-181a, miR-223 ve miR-142’nin hematolojik dokularda ifade edildigini
tespit etmistir (297). miR-181A B-dizin hiicrelerinin oraninda artisa yol agmaktadir. miR-
223 ve miR-142 miyeloid serilerde oldukga fazla ifade edilmektedir.

Eritropoezde miRNA’larin rolii miR-221 ve miR-222’yi insan kordon kani kokenli
hematopoetik CD34" progenitor hiicrelerinde asir1 ifade edilmis olarak tanimlayan Felli
tarafindan ele alinmistir (298). Bu miRNA’larin diizeylerinin tek dizinli eritroid

farklilasmasina karsilik olarak azaldigi bulunmustur. Biyoinformatik analizler her iki
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miRNA’nin KIT’i hedefledigini géstermistir ve bu mRNA’nin diizeylerinin miR-221 ve
miR-222 diizeyleriyle ters olarak baglantili oldugu bulunmustur (298).

Miyeloid farklilagmadaki miR-223’lin fonksiyonu graniilositik farklilagmanin iki
transkripsiyon faktoriiyle birlikte (NFIA ve CEBPA) miR-223 tarafindan diizenlendigini
kanitlayan Fazi ve arkadaslar1 tarafindan calisilmistir (299). CD34" kemik iligi
hiicrelerinden koken alan in vitro ortamda farklilastirllmis megakaryositlerin ifade
analizleri megakaryositopoezin bir 6zelligi olarak miR-10a, miR-10b, miR-126, miR-17 ve

mMiR-20’nin ifadesinde azalmay1 tanimlamustir (300).

Son zamanlarda CD34" hematopoetik kok-progenitor hiicreleri (HKPH) ile yapilan bir
calismada ifadeleri hem kemik iliginden hem de perifer kandan koken alan HKPH’lerde
ortak olan miR-155, miR-181a, miR-221, miR-222, miR-223, miR-146 ve miR-16-1 gibi
33 miRNA tanimlanmustir. Arastirmacilar miR-16-1, miR-103 ve miR-107"nin HKPH
gelisiminde daha sonraki asamada farklilasmay1 engelleyebilirken miR-17, miR-24, miR-
146, miR-155, miR-128 ve miR-181’in erken asama progenitor hiicrelerin daha olgun
asamaya farklilagmay1 engelleme gorevi olabilecegini ongdrmislerdir. miR-221, miR-222
ve miR-223’{in hematopoetik gelisimin son asamalarini kontrol ettigi ileri stirilmiistiir.

(Sekil 2.7) (301).
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Sekil 2.7. Hematopoetik gelisimde miRNA’larin rolii. Belirli bir asamay1 engelleyen
miRNA’lar gri renk ile belirtilirken gelisimi artiran miRNA’lar siyah renk ile
isaretlenmigtir. LT-HSC: uzun-déonem hematopoietik kok hiicre; ST-HSC: kisa-donem
hematopoetik kok hiicre; MPP: multipotent progenitorler; CMP: ortak miyeloid progenitor;
CLP: ortak lenfoid progenitér; MEP: megakaryosit-eritroid progenitor; GMP: graniilosit-
makrofaj progenitor; ErP: eritroid progenitér; MKP: megakaryosit progenitor (302).
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2.6.6. MKH’LER VE MIKRORNA’LAR

HKH’lerle karsilastirildiginda miRNA ve MKH’ler arasindaki baglanti daha yakin
zamanda bulunmustur (303). MKH’lerin ilging terapdtik potansiyelinden dolayr MKH
kendini yenilemesi ve farklilagmasindaki miRNA’larin rolii hakkindaki ¢calisma sayis1 hizla
artmaktadir. Birka¢ miRNA’nin farkli gelisimsel asamalarda ve serilerdeki MKH’lerin
diizenlenmesinde iligkili oldugu belirtilmistir. Genellikle miRNA ifadeleri MKH
progenitorlerinde ve osteoblastlar, adipositler ile kondrositler gibi tamamen farklilagan
hiicrelerde farklidir. Aslinda bazi miRNA’larin yiiksek veya disiik ifadesi MKH’lerin

belirli serilere yonlenmesi ve farklilagmasi i¢in ongereklilik olabilir (304).

miRNA’larin ¢oklu MKH serilerinde rol oynayabilecegi belirtilmistir. Insan MKH’lerinde
miR-138’in azalan ifadesi osteojenik (305) ve adipojenik farklilagsmayla (306) iligkilidir.
Fakat hedef molekiiller ve miRNA’larin biyolojik fonksiyonlar1 hiicresel ¢evreye baglidir.
Osteojenik uyar1 altinda miR-138’in ifadesi in vitro ortamda osteoblast farklilasmay1
engellemistir ve normal osteoblast farklilasmasi i¢in gerekli olan fokal adezyon kinazin
baskilanmastyla in vivo ortamda kemik olusumunu zayiflatmistir (305). miR-138’in
osteogenez ve adipogenez lizerinde paralel etkisi oldugu goriiniirken miR-204/211 ve miR-
637’nin insan MKH’lerindeki adiposit ve osteoblast farklilagma arasindaki dengeyi kontrol
ettigi  belirtilmistir  (307,308). mMIiR-204/211’nin ifadesi osteoblast farklilasmasin
engellerken osteogenezi engelleyen ve adipogenezi uyaran bir transkripsiyon faktorii olan
Runx2’nin baskilanmasiyla adiposit olusumunu artirmigtir (307). Aksine miR-637’nin asiri
ifadelenmesi adipojenik farklilasmay1 artirmis ve osteogenezde dnemli bir transkripsiyon

faktorii olan Osterix’i hedefleyerek osteojenik farklilasmayi baskilamistir (308).

Bu ¢aligmalarin aksine miRNA’larin kondrojenik farklilasmadaki rolii ile ilgili ¢aligmalar
stirhdir. Insan CD146" MKH’lerinin kondrojenik farklilasmasi boyunca miRNA
ifadesinin karakterizasyonu 36 miRNA’nin ifadesinde artis ve azalmay1 kanitlamistir, fakat

miRNA’larin kondrogenezdeki rollerini dogrulamak i¢in ek g¢alismalara ihtiyag vardir

(309).

HKH’lerdeki gibi MKH kendini yenilemesinde miRNA’larin iliskisi hakkinda daha azi

bilinmektedir. Yapilan ilging bir ¢alismada insan MKH’lerinin gogii ve farklilasmasi
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yanisira ¢ogalmasimni kontrol etmede RUNX2 sinyal yolagmin aktivasyonunun
engellenmesinde miR-335"in 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (310). Cesitli dokulardan
izole edilen farklilasmamis MKH’lerde miR-335’in ifadesinde artis goriiliirken MKH’lerin
farklilasmas1 miR-335’in ifadesinde azalmaya yolagmustir. Ustelik miR-335"in asir1 ifadesi
insan MKH’lerinin ¢ogalmasi, go¢ ve farklilasmasini azaltmistir ve MKH fonksiyonunun
ana diizenleyicileri olan WNT3A ve IFN-y’nin miR-335 ifadesini ayarladigi gosterilmistir.
Benzer mekanizmalar farklilasmamis MKH’lerdeki yiiksek ifadesi osteoblastlara (305)
veya adipositlere (306) farklilasma boyunca gittikge azalan miR-138 igin gosterilmistir.
Sonu¢ olarak bu ve Onceki c¢alismalar MKH farklilasmast ve fonksiyonunun
diizenlenmesinde miRNA’larin 6nemli roliinii kanitlarken MKH kendini yenilemesindeki

miRNA’larn etkileri daha fazla kanit gerektirmektedir.
2.6.7. KOK HUCRE NiSi VE MIKRORNA’LAR

Kemik iliginde bulunan HKH ve MKH’ler rejeneratif tipta kullanilmak icin biiyiik
potansiyel sunmaktadir. Kok hiicre farklilagmasinda miRNA’larin rolii {izerine ¢ok sayida
calisma yapilmasina ragmen kok hiicre nisindeki miRNA’larin roli belirsizdir. Fakat HKH
nisinde miRNA’larin roliinii destekleyen birkac o6zellik bulunmaktadir. Ilk olarak;
MKH’ler, osteoblastlar ve endotelyal hiicreler gibi diger potansiyel nis hiicrelerinin
olgunlagmasi yanisira HKH kendini yenilemesi ve farklilasmasindaki diizenleyici rolleri
nedeniyle miRNA’larin HKH nis fonksiyonunu etkilemesi olasidir. ikincisi; kok hiicre
farklilagmasiyla iligkili olan miRNA ile diizenlenen sinyal yolaklarinin ¢ogu ayni zamanda
HKH nislerinde &nemli rol oynamaktadir. Ugiinciisii;, miRNA’larin mikrovezikiillerle
salinabilecegi ve baska hiicrelere tasinabilecegi gozlemleri hiicreler arasi iletisimde

miRNA’larin potansiyel roliinii gostermektedir (311).

Son yillarda yapilan bazi kapsamli arastirmalar miRNA’larin kemik iligi kok hiicreleri
tizerindeki roliinii gostermistir. HKH ve MKH’lerin ¢esitli serilerinde miRNA ifadesinin
kapsamli tanimi miRNA’larin zaman ve asamaya gore kok hiicrelerin farklilagsmalarini
diizenledigini isaret etmistir. Bazi deneysel kanitlar kok hiicre niginin diizenlenmesinde
miRNA’larin iliskisini desteklemektedir. Ornegin farkli miRNA ifade profilleri son
zamanlarda hiicrelerin nislerine yonlendirilmis gogiiyle iliskili bir kemokin olan

CXCL12'nin diisiik veya yiiksek diizeylerini ifade eden insan stromal hiicre hatlari igin
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tanimlanmustir (312). miRNA ifadesinin tanimlanmasi sonucu CXCL12’yi diisiik diizeyde
ifade eden hiicrelerde miR-886-3p’nin ifadesinde 48 kat artisin oldugu tespit edilmistir.
Zernecke ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada endotelyal hiicrelerden koken alan
apoptotik cisimciklerde miR-126’nim yiiksek ifadesi rapor edilmistir. Ozellikle apoptotik
cisimciklerden salinan miR-126’nin alic1 endotelyal hiicrelerde CXCL12 ifadesini artirdig
gosterilmistir (313). Yapilan bir baska c¢alismada miR-126’nin CXCL12 ifadesini
baskilayarak endotelyal progenitor hiicre hareketini diizenledigi kanitlanmistir (314). Diger
bir caligmada osteoblast farklilagsmasiyla iliskili olan ana transkripsiyon faktdrii Runx2’nin
bir miRNA grubuyla kontrol edildigi gosterilmistir (315). Bu miRNA’larin ifade diizeyleri
osteoblast farklilasmasi boyunca artmis ve kondrosit farklilasmasi boyunca azalmistir. Bu
caligmalar birlikte degerlendirildiginde miRNA’larin kdk hiicre nigsinde mikrogevresel

olarak diizenleyici rollerinin olmasi olasidir.

2.6.8. MDS VE AML’DE MiKRORNA’LAR

2.6.8.1. MDS’de MikroRNA’lar

Insan AML’de miRNA’larin roliinii anlamada dnemli gelismelere ulasilmasina ragmen ne
yazik ki MDS’de miRNA’larin rolii hakkinda daha azi bilinmektedir. miRNA’larin
fonksiyonunda anormal ifade ve degisiklikler siiphesiz bir sekilde agiktir ve boylece
miRNA’lar MDS’nin patofizyolojisine katkida bulunabilir. Insan kanserinde miRNA
diizenlenmesinin bozulmasi1 mekanizmalar1 hakkinda bilgi vardir. MDS’de diizenlenmesi
bozulan miRNA’larin mekanizmalarin1 tanimlayan daha az c¢aligma olmasma ragmen
temelde yatan mekanizmalar muhtemelen diger insan kanser tiplerinde rapor edildigi gibi
benzer olmalidir. Dengesiz sitogenetik degisiklikler MDS hastalarinda en yaygin yapisal
anormalliklerdir. MDS hastalarinin %50’den fazlas1 biiyiikk kopya sayisi kazanimlari ve
kayiplarin1 sergiler. Sitogenetik degisiklikler muhtemelen degisen miRNA ifadesinin
baslica katki saglayicisidir. MDS ve AML orneklerinin son bir detayli genomik analizi
yapilmis ve miRNA’larin ¢ogunlugunun (%70) kopya sayisi degisikliklerine haritalandigi
bulunmustur (316). Normal CD34" hiicreleriyle karsilastirildiginda bu miRNA’larin
cogunlugu AML ve MDS o6rneklerinde ifadesinde 6nemli dl¢iide farklilik gostermistir. Bu
calisma ¢ogu miRNA’nin kirilgan ve genomik degisiklikler gosteren bolgelerde yerlesmis
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oldugunu ve bu miRNA’larin sadece bir alt kiimesinin ifadesinin onemli derecede

degistigini ve muhtelemen miyeloid malignitelerle iligkili oldugunu gostermektedir.

Yapilan son ¢alismalarda mikrodizin temelli platformlar kullanilarak MDS hastalarinda
mMiRNA’larin degisik ifadeleri tanimlanmistir. Yapilan bir calismada 24 MDS hastas1 ve 3
kontrol orneginden elde edilen ayrilmamis kemik iligi hiicrelerinden elde edilen
miRNA’larin ifadesi diisiikk densite real time PCR temelli array ile analiz edilmistir (317).
Ornekler yaklasik olarak %60 diisiik risk ve %40 yiiksek risk hastalardan olusmaktaydi.
flgingtir ki, bu ¢alismada miRNA imzas1 kromozomal degisikligi olan MDS’yi normal
karyotipli MDS’den ayirmistir.

Benzer bir yaklasimla Sokol ve arkadaslar1 yaptigi bir calismada 44 MDS hastasindan ve
17 normal kontrolden izole edilen kemik iligi MNH’lerinde global miRNA ifadesini
aragtirmistir (318). Hasta orneklerinin % 66’s1 diisiik-orta-1 ve %33’{ orta-2/yiiksek-risk
MDS hastalarindan olusmusur. Mikrodizinle tespit edilen 290 miRNA arasindan 76’s1 tiim
MDS hastas1 ve kontroller arasinda farkli bir sekilde ifade edilmistir. Bunlardan 13
miRNA’nin ifadesinde MDS ve kontroller arasinda 6nemli derecede farklilik bulunmustur.
Farkli bir sekilde ifade edilen miRNA’lar ayn1 zamanda diisiik ve yiiksek risk MDS
hastalar1 arasinda da incelenmistir. Arastirmacilar miR-181a/c/d, miR-221, miR-376, miR-
125b, miR-155, miR-130a’nin ifadesindeki artmanin ve miR-486-5p’nin ifadesindeki
azalmanin yiiksek-risk MDS ile iliskili oldugunu ve bu miRNA imzastyla yiiksek-risk

MDS hastalarinin diisiik risk hastalardan tam olarak ayirt edildigini rapor etmistir.

Diger bir ¢aligmada, 43 MDS hastasindan ve 9 saglikli donérden CD34" kemik iligi
hiicrelerinden miRNA’lar izole edilmistir (319). Hastalarin %40°’1 diisiik risk MDS ve
%60’1 yiiksek risk MDS’den olusmustur. Normal kontrollerle karsilastirildiginda Illumina
array platformu (human v2, Illumina Inc., San Diego, CA, USA) kullanilarak 22
miRNA’nin tiim MDS alttiplerinde farkli bir sekilde ifade oldugu bulunmustur. Bunlardan
13 MiRNA’nin ifadesi artmis, 9 MiIRNA’nin ise ifadesi azalmistir. 22 farkli ifade edilen
miRNA’nin hiyerarsik kiimelenmesi normalleri MDS hastalarindan ve ayni1 zamanda MDS

alttiplerini birbirinden ayirmistir.
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Birka¢ raporda MDS’de belirli miRNA’lar profillenmistir. Pons ve arkadaslar1 25 MDS
hastast ve 12 kontrol 6rneginin kemik iliginde 25 olgun miRNA’nin ifadesini tespit
etmigtir (320). Hasta c¢ogunlugu agirhikli olarak RCMD ve RCMD-RS olarak
smiflandirilan normal karyotipli (% 56) diisiik-risk MDS hastalarint (% 88) igermekteydi.
PCR ile incelenen 25 miRNA’dan 12’si farkli bir sekilde ifade edilmistir. Hasta ve
kontroller arasinda miR-17-92 kiimesi, miR-10a/b, miR-15a/miR-16, miR-21, miR-126,
miR-155, miR-181 ve miR-222 asirt ifade edilirken disiik ve yiiksek riskli hastalar
arasinda miR-15a ve miR-16 farkli ifade edilmistir.

MDS igin belirli miRNA biyobelirteglerinin tanimlanmasi teshis, prognoz ve hastalik
yonetimini iyilestirebilir. Diger insan hastaliklar1 gibi, biyobelirte¢ ve terapotikler olarak
miRNA’larin potansiyeli heniiz tamamen farkedilmemistir. Protein kodlayan genlerin
aksine miRNA’larin klinik ortamda ek avantajlar1 vardir. Ornegin miRNA ifade profili
farkli kanserleri siniflandirmak i¢in basarili bir sekilde kullanilabilirken mRNA profilleri
aynm 6rnek setine uygulandiginda ayni sekilde basarili bir ayrim saglamayabilir (321). Ek
olarak miRNA’lar daha saglam, olas1 ve giivenilir analizlere olanak saglayacak sekilde
bozulmus RNA preparasyonlarinda daha kararlidir (322). Yukarida belirtildigi gibi birkag
miRNA’nin ifadesi MDS alttiplerinde degismistir. Teshis ve prognoz &zellikle normal
karyotipli MDS hastalarinda zorlu olabilir, bdylece biyobelirte¢ olarak miRNA’lar hastalik
yonetiminde Onemli ara¢ olabilir. Bu calismalardan elde edilen bilgiler ileride ek
calismalar gergeklestirmek igin bir itici giic olabilir. miRNA’larin diyagnostik ve

prognostik araclar olarak ger¢ek faydalar1 degerlendirilmelidir.

MDS’de miRNA ifadesini degerlendirmek i¢in uygun RNA kaynagini se¢gmek zordur.
MDS’de altta yatan molekiiler anormallikleri anlamak i¢in en uygun HKH popiilasyonunu
secmek gereklidir, fakat diyagnostik ve prognostik dlciimler i¢in gerekli degildir. Ifadesi
artan miRNA’lar muhtemelen takip etmek i¢in en iyi aday biyobelirte¢ olacaktir. Diger
kanserler i¢in kaynak olarak dogrulanan kan plazmasi, mikrovesikiiller veya kemik iligi
hiicreleri MDS i¢in miRNA biyobelirteglerinin potansiyel kaynagi olarak goérev yapabilir.
Bu teoriye destek olarak MDS hastalarinda dolagimda olan let-7a ve miR-16’nin son

zamanlarda tam sagkalimi 6ngordiigii gosterilmistir (323).
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MDS’nin diyagnozu ve prognozunun diisiik risk olarak kategorize edilen hastalar icin en
zorlu olmast gozoniinde bulunduruldugunda diisiik risk MDS hastalarinda mMiRNA
biyobelirtegleri ¢ok yararli olabilir. On bulgular miRNA’larn MDS’de diyagnostik
amaglar i¢in kullanilabilecegi umudunu gostermektedir (318,319). Bir ¢alismada farkli bir
sekilde ifade edilen 45 mIRNA’nin hiyerarsik kiimelemesi diistik riski yiiksek riskten
ayrrmustir. Iki miRNA nin ifadesi (miR-422a ve miR-617) hastalik ilerlemesiyle iliskilidir.
Ikinci bir ¢alismada 13 miRNA imzas1 MDS hastalarini kontrollerden ayirmustir (318). EK
olarak 10 farkli miRNA diisiik risk/orta-1 ve orta-2/yiiksek risk MDS hastalar1 arasinda
tespit edilmistir. Yiiksek risk MDS hastalarinda miR-181’in artan ifadesi hastalik
ilerlemesini isaret edebilir, ¢linkii miR-181’in artan ifadesi ayn1 zamanda AML’de de rapor
edilmistir (324). Normal karyotipli diisiik risk MDS hastalarinin yas uyumlu normal

kontrollerden ayrilip ayrilmayacagini belirlemek i¢in ek ¢aligmalara gerek vardir.

2.6.8.2. AML’de MikroRNA’lar

AML’de de son yillarda miRNA ifade profilleme caligmalar1 yapilmis ve hastalik
biyolojisiyle, sitogenetik ve molekiiler degisikliklerle, diyagnoz ve prognoz ile iliskili
miRNA imza profilleri tanimlanmistir. Yapilan bazi ¢aligmalarda miRNA’larin saglikli
donorlerden (325) elde edilen CD34" hiicreleri veya kemik iligi ornekleriyle (326)
karsilastirildiginda AML blastlarinda farkli sekilde ifade edildigi rapor edilmistir (327,328).
Garzon ve arkadaglar1 kontrol ornekleriyle karsilastirildiginda yeni tami almis AML
orneklerinde ifadesi azalan 26 miRNA’y1 tanimlamistir ve ifadesi artan miRNA’y1

tanimlayamamiglardir (327).

AML’de miRNA ifade profilleme g¢alismalari sitogenetik ve molekiiler degisikliklerin
miRNA imzalariyla iliskili oldugunu gostermistir (325). Ornegin t(15;17)’li APL
hastalarin1 diger AML alttiplerinden ayiran essiz bir miRNA profili vardir (326,328). Diger
caligmalar miRNA ifade imzalartyla tekrarlayan molekiiler degisiklikleri iliskilendirmistir.
Ornegin Garzon ve arkadaslar1 miR-10a,b ve miR-196a’nin ifadesindeki artisla NPM1
mutasyonlu hastalar1 digerlerinden net olarak ayiran giiglii bir imza bulmuslardir (327). Bu

miRNA’larin sadece I6komogenezle iligkili olup olmadigi halen arastirilmaktadir.
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Gen ifade profilinin AML ve ALL’yi ayirdig1 kanitlanan oncii bir ¢alismaya (329) benzer
sekilde miRNA ifadesindeki degisikliklerin de ayni zamanda dizin-spesifik 16semiyi
tanimladig1 gosterilmistir. Boncuk-temelli miRNA ifade profilleme deneyiyle Mi ve
arkadaslar1 (330) ifadesi artan let-7b ve miR-223 ile ifadesi azalan miR-128a ve miR-
128b’nin en ayirdedici oldugu 27 farkli sekilde ifade edilen miRNA temeline dayanarak
AML’li hastalar1t ALL’li hastalardan ayirmistir.

mIiRNA ifade profillemesiyle yapilan son ¢aligmalar AML’nin alttiplerinin birkaginin
miRNA imzalariyla iliskili oldugunu gostermistir. t(8;21)’li CBF-AML, inv(16) veya
t(16;16)’li CBF-AML ve t(15;17)’li APL gibi sitogenetik-risk alttiplerinin herbirini bir
digerinden ve diger AML alttiplerinden ayirt eden 6zgiin miRNA ifade profilleri vardir
(326,328).

MIRNA profillemesinin farkli sitogenetik gruplar arasinda farklilastigi goriilmesine ragmen
spesifik imzalar ¢aligmalar arasinda farklidir. Bu muhtemelen farkli gruplar tarafindan
kullanilan analitik metodlarin standardizasyon eksikliginin sonucudur ve su anda
diyagnostik kriter olarak miRNA ifade profillerini kullanmay1 engellemektedir. Bununla
birlikte AML’de miRNA profillemesi diyagnostik ara¢ olabilir, ¢iinkii miRNA’larin
dayanikliligi daha uzun gen ifade profili analizlerinde kullanilan, kodlayan mRNA’lardan
daha iyidir ve miRNA ifade profilinin diyagnostik profili ayn1 zamanda daha iyi olabilir.
Ornegin 4 miRNA setinin herhangi ikisini kullanarak %97-98 tam diyagnostik dogrulukla
ALL’leri AML vakalarindan ayirmak miimkiin olmustur (330). Bu, ALL ve AML
hastalarmi dogru bir sekilde smiflandirmak i¢in ¢ok sayida probun gerektigi gen ifade

profili calismalarindan elde edilen sonuglardan farklidir (329).

NPM1 gen mutasyonlarmin tamamimin HOX genlerinin genomik kiimesinde bulunan
belirgin mIRNA ifade imzasina baglantili oldugu tespit edilmistir (327). Bir bagska
calismada NPM1 mutasyonlu AML’de miR-204 ve miR-128a’nin ifadesinde azalma rapor
edilmistir ve hiicre hatt1 deneylerinde miR-204’{in HOX gen kiimesi tliyeleri olan MEISI
ve HOXAI10 ifadesini baskiladigi gosterilmistir (327). Son zamanlarda Becker ve
arkadaslar1 60 yasinda veya daha yashi olan de novo AML’li hastalarda NPMI1
mutasyonlartyla iligkili 68 miRNA’dan olusan bir miRNA ifade imzasi rapor etmistir. 34
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MIRNA’nin ifadesi artnus ve 34 mMiRNA’nin ifadesi NPM1 mutasyonlu hastalarda
azalmustir (331).

Cok az calisma AML hastalarinda miRNA ifade degisiklikleriyle klinik sonucu
iliskilendirmistir. Son caligmalar miRNA ifadesindeki degisikliklerin AML hastalarinin
Klinik sonucunu etkileyebildigini gostermistir. Garzon ve ark. agirlikli olarak orta ve
yiiksek risk-sitogenetigi olan 122 yeni tant AML hastasinin sitogenetik olarak heterojen
grubunda miRNA mikrodizin kullanarak miR-20a, miR-25, miR-191, miR-199a’nin
ifadesindeki artisin genel sagkalimi olumsuz sekilde etkiledigini tespit etmistir (327).
Kanser ve 16semi grubu B (CALGB) ¢alismasi normal karyotipli ve yiiksek-risk molekiiler
Ozelligi olan geng hastalarda prognostik 6nemi olan bir miRNA ifade imzas1 tanimlamigtir
(324). miR-181a ve b’nin artan ifadesi iyi prognoz ile iliskiliyken miR-124, miR-128-1,
miR-194, miR-219-5p, miR-220a, miR-320’nin daha yiiksek ifadesinin kotii prognozla
iliskili oldugu belirtilmistir (324).

Bu calismalarda MDS/AML’de miRNA’larin ifadesinin degistigi gosterilmistir, fakat bu
miRNA’larin ¢ogunlugunun fonksiyonlar1 halen bilinmemektedir. Lokomogenez boyunca
miRNA’lar tarafindan hedeflenen genleri ve yolaklar1 tanimlamak kritik bir asamadir.
Bunun zor bir is oldugu goriinmektedir, ¢linkii miRNA’larin insan genomunun %30’ undan
daha fazlasim1 kontrol ettigi Ongoriilmektedir ve tek bir miRNA yiizlerce geni

hedefleyebilir.

66



3. GEREKCE VE AMAC

Yillardir kemik iligi mikrogevresinin hematopoezi diizenlemede aktif rol oynadig
Ongoriilmiistiir ve bazi yeni ¢alismalar bu rolii dogrulamaktadir. Son yillarda MKH’lerin
belirli hematolojik hastaliklarin kokenleri ve ilerlemesindeki muhtemel iliskisi nemli
tartisma konularindan biri haline gelmistir. MKH’lerin bazi1 hematolojik hastaliklarda
diizeylerinin ve/veya fonksiyonlarinin degisip degismedigi ve bodyle degisikliklerin
hastaligin ilerlemesinde katkisinin olup olmadig1 hakkinda ¢eligkili bilgiler bulunmaktadir.
Aksini gosteren arastirmalar olmasina ragmen MDS/AML kemik iligi MKH’lerinde
fonksiyonel, morfolojik, kantitatif ve molekiiler anormallikler g¢esitli arastirmalarda
belirtilmistir. Fakat kemik iligi MKH’lerindeki bu anormalliklerin insan MDS/AML

patogeneziyle iliskisi olup olmadigi ve nasil bir iliskisi oldugu tam olarak bilinmemektedir.

Yakin zamanda fare modellerinde yapilan ¢alismalarda kemik iligi mikrogevresinin MDS
ve AML gibi hematolojik hastaliklarin baslangici ve ilerlemesinde aktif rol oynadigina dair
onemli kanitlar elde edilmistir. Bu arastirmalardan elde edilen bulgularda MDS ve AML
patogenezinde mikrogevrenin Onemli rol oynadigi belirtilmektedir. Yapilan son bir
arastirmada MDS ve AML patogenezine mikrogevrenin katkisi tam olarak kanitlanmistir.
Bu c¢aligmada Raaijmakers ve arkadaslari (19) mezenkimal osteodizin hiicrelerinin
hematopoezi nasil diizenledigini incelemek amaciyla fare osteoprogenitorlerinde DICER-1
gen delesyonu olusturmustur. DICER-1 gen delesyonu “global miRNA ifade azalmasi™na
yol agarak osteojenik farklilagsmay1 azaltmig, kan olusumunun bozulmasina sebep olarak
yetersiz hematopoeze, MDS, AML ve Miyeloid Sarkoma’ya yol agmstir. Ustelik MDS ve
AML’li hematopoetik hiicreler normal mikrogevreli fareye transplante edildiginde bu
hiicreler normale doniismiistiir. Calisma sonuglart miRNA biyogenezi igin gerekli bir
RNaz enzimi olan DICER-1 gen delesyonunun miRNA’larin global ifade azalmasina yol
acarak tiimorigenezi tetikledigini, bdylece anormal mikrogevrenin hematopoetik
hastaliklarin baslangic1 ve ilerlemesinde aktif rol oynadiklarini gostermektedir. Bulgular

mikrogevresel degisikliklerin MDS’nin klonal ilerlemesinde rol oynadigini1 gostermektedir.

Yapilan bu calismada osteoprogenitor hiicrelerdeki delesyon hematolojik malignitelere yol

acmistir. Osteoprogenitor hiicreler HKH nisinin 6nemli bir kismini olusturur ve HKH
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fonksiyonunu diizenleyerek hematopoeze katkida bulunur. Bu hiicreler MKH’lerden koken
almaktadir. MKH’ler hematopoetik mikrogevrenin ana bileseni ve diizenleyicileridir.
Hematopoetik mikrogevrenin pargasini olusturan baslica hematopoetik olmayan hiicre
tipleri MKH’lerdir. Kemik iligi mikrogevresinin hematopezi esas destekleyen hiicreleri
olan ‘“‘adipositler, osteoblastlar, kondrositler ve fibroblastlar” aslinda MKH’lerden
meydana geldigi ve MKH’lerin ¢esitli sekillerde hematopoezde 6nemli rol oynadiklari i¢in
MDS/AML gibi  hematopoez bozukluk goriilen hastaliklarda baslica MKH
anormalliklerinin bulunabilecegi gdz oniinde bulundurulmalidir. MKH’ler MDS/AML gibi
hastaliklardaki stromal degisiklikleri gostermek i¢in en uygun hiicrelerdir. Clinkii MKH’ler
hiicre-hiicre temas1 yanisira sitokin, biiylime faktorleri ve ekstraseliiler matriks
molekiillerini liretmesiyle hematopoetik nig ve hematopoezin diizenlenmesinde biiyiik rol
oynamaktadir. Ayrica MKH’lerin iirettigi ekstraselliiller matriksteki kollajenler, laminin ve
fibronektin bircok adezyon molekiiliine baglanarak hematopoezde rol oynarlar. Biitiin
bunlar hematopoezin diizenlenmesinin “MKH’ler” tarafindan yapildigimi gostermektedir.
Bu nedenle MDS/AML hastaliklarinda kemik iligi kokenli “farklilastirilmamis
MKH'’lerdeki miRNA degisikliklerinin gosterilmesi” amaglanmugtir.

Raaijmakers’in yapmis oldugu arastirmada DICER-1 gen delesyonu MDS/AML gibi
hematolojik hastaliklarin olusumuna yol actigi icin MDS ve AML’de DICER-1 gen
ifadesinde bozulma olmas1 muhtemeldir. Bu nedenle ¢alismamizda DICER-1 geninin ifade
analizinin yapilmast planlanmistir.  Arastirma sonuglari miRNA’lardaki ifade
bozukluklarinin hastalik patogenezindeki iliskisini gostermekle birlikte miRNA’larin
normal hematopoez ve hematopoetik niste mikrogevresel faktér olarak diizenleyici
rollerinin oldugu varsayimini giiglendirmektedir. Fakat hangi miRNA’nin bu hastaliklarla
iligkisinin oldugu ve normalde hangi miRNA’nin hematopoezin diizenlenmesinde
mikrocevresel olarak rol aldigi belli degildir. MDS ve AML kemik iligi kokenli
MKH’lerinde hematopoetik nis {izerinde diizenleyici rolii olabilecek miRNA’larin
diizeylerinde anormallikler ve bu anormalliklerin hastalik patogeneziyle iliskisinin olmasi
muhtemeldir. miRNA’lar cesitli gelisimsel, fizyolojik olaylarda, kok hiicrelerin
yenilenmesinde, farklilagsmasinda, apoptozda ve hematopoezde Gnemli  rol
oynamaktadirlar. Yapilan c¢aligmalardan elde edilen veriler miRNA’larin MKH ve HKH

gibi kok hiicrelerin farklilagmasinda ve hematopoezde ©nemli rol oynadiklarim
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gostermektedir. Kok hiicre farklilasmasinda miRNA’larin rolii lizerine ¢ok fazla arastirma
yapilmasina ragmen “miRNA’larin kok hiicre nigindeki diizenleyici fonksiyonlar1” belirsiz
kalmigtir. Fakat miRNA’larin HKH nisinde diizenleyici roliiniin olabilecegini destekleyen
bazi kanitlar vardir. miRNA’larin MKH’ler, osteoblastlar ve endotel hiicreler gibi diger
potansiyel nis hiicrelerinin  olgunlasmas1 yamisira HKH kendini yenilemesi,
farklilagmasinin diizenlenmesindeki rolleri tanimlandigi icin HKH nis fonksiyonunu
diizenlemeleri olasidir. Ustelik son yillarda yapilan birkag calismada hematopoetik
mikrogevreyi olusturan hematopoetik olmayan hiicrelerdeki sitokin ve adezyon molekiil
ifadelerinin diizenlenmesinde rol alan miRNA’larin bulunmasi hematopoetik nis tizerinde
MiRNA’larin 6nemli diizenleyici roliinlin olabilecegini gostermektedir. miRNA ve diger
hiicresel yolaklar arasindaki etkilesimleri tamamen anlamak i¢in bu diizenleyici olaylarin
kapsamli karakterizasyonunun yapilmas1 gereklidir. MDS/AML’de “hematopoetik
hiicrelerde” miRNA caligmalar1 yapilmasina ragmen MDS ve AML MKH’lerindeki
miRNA’larin ve hedef genlerinin ifadelerinin degisip degismedigi, bunlarin hastalik
patogenezindeki rolleri glinimiize kadar kapsamli olarak gosterilmemistir. Bu nedenle
MDS/AML MKH’lerindeki miRNA’larda ve bu miRNA’larin hedef genlerinde ifade
degisikligi olup olmadigi, varsa bu degisikliklerin hastalik patogenezine katkisi belli
degildir. Bu nedenlerden dolay1 tez ¢alismasinda miRNA biyogenezinde rol alan DICER-1

gen ifadesi yanisira miRNA ifade analizlerinin yapilmasi planlanmstir.

Bu tez calismasinda ifadesinde Onemli degisiklikler tespit edilen mikroRNA’larin
tanimlanmasi, bu miRNA’larin hedefledikleri genlerin belirlenmesi, DICER-1 geninin
ifadesindeki degisikligin arastirilmasi, boylelikle MDS/AML MKH’lerinde miRNA/gen
boyutundaki molekiiler degisikliklerin bu hastaliklarin patogenezindeki mikrogevresel

roliiniin anlagilmas1 amaglanmustir.

Calismamiz, global miRNA ifade analizleriyle ifadesinde 6nemli degisiklikler olan
miRNA’larin tespit edilerek hastalarda MDS/AML erken tanisina yonelik kit (biyobelirtec)
olusturulmasinda 6nemli potansiyel tasimasi ve nis lizerinde miRNA terapi uygulamalari

icin yapilacak ¢aligmalara 6nemli katkilar saglamasi bakimindan 6nemlilik arz etmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. HASTA VE SAGLIKLI KONTROL ORNEKLER

Bu calisma Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi ve Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi ve Giilhane Askeri Tip
Akademisi (GATA) Hematoloji Bilim Dali polikliniklerinden temin edilen yeni tam
konulmus MDS ve AML hastalarindan tan1 amacl alinan kemik iligi 6rneklerinin bir kismi1
(2-5 ml) bu c¢alisma igin kullanilmistir. Saglikli kemik iligi nakli vericilerinden
toplanmakta olan kemik iligi aspirasyon ornekleri (2-5 ml) bu c¢alismada kontrol

orneklerini olusturmustur.

Calismada hastalardan kemoterapi baslanmadan ilk tani1 aninda aliman kemik iligi
aspirasyon ornekleri kullanmistir. Arastirma grubuna alinan hasta sayis1 22 (yeni tan1 10
MDS ve 12 AML), saglikli kontrol sayist da 8’dir (Cizelge 4.1). Calisilan 6rneklerin elde
edildigi bireylerin ¢alismaya dahil edilmelerine dair onam formlar1 kendilerinden ve/veya

yakinlarindan alinmastir.
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Cizelge 4.1. Calismaya dahil edilen 6rneklere ait bilgiler.

ORNEK NO ALTTIP YAS CINSIYET
AML-4 M1 63 E
AML-7 M3 37 K
AML-9 M4 50 K
AML-10 M4 72 K
AML-11 M1 70 K
AML-12 M4 21 E
AML-13 M1 21 E
AML-14 M3 52 E
AML-16 M2 58 E
AML-17 M4 45 K
AML-18 M4,M5 50 E
AML-19 Siniflandirilamayan 50 E
MDS-1 RAEB-1 26 E
MDS-2 RA 25 E
MDS-3 RA 72 E
MDS-4 RA 61 K
MDS-5 RA 63 K
MDS-6 RA 21 E
MDS-7 RA 24 E
MDS-8 RA 58 K
MDS-9 RAEB-2 68 E
MDS-10 RCMD 70 E

SAGLIKLI K-1 ek 42 K
SAGLIKLI K-2 Kekdk 56 K
SAGLIKLI K-3 Fedekek 42 E
SAGLIKLI K-4 Rafudaid 26 E
SAGLIKLI K-5 Fokokk 25 K
SAGLIKLI K-6 Rafudaid 36 E
SAGLIKLI K-8 Kekdk 38 K
SAGLIKLI K-9 Fededek 35 K

RA: Refrakter Anemi; RAEB; Blast Artishh Refrakter Anemi; RCMD; Coklu dizide
displazili refrakter sitopeni.

4.1.2. HUCRE KULTURUNDE KULLANILAN MATERYALLER

Hiicre kiltiri icin DMEM-LG (Lonza, Katalog No: BE12-707F), Pen-Strep (Lonza,
Katalog No: DE17-602E), Fetal bovine serum (Biowest, Katalog No: S181G-500) ve L-
Glutamin (Lonza, Katalog No: 17-605E) kullanilmustir.
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4.1.3. RNA IZOLASYONUNDA KULLANILAN MATERYALLER

MKH’lerden RNA izolasyonu i¢in Qiagen miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Katalog No:
217004) kullanilmistr.

4.1.4. MIKRODIZIN CIPLERI VE KULLANILAN MATERYALLER

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen mikrodizin c¢aligmasi i¢in Agilent Human miRNA
Microarray, 19.0,8x60K platformu kullanilmistir. Mikroarray deneyleri igin miRNA
complete labeling ve hibridizasyon kiti, miRNA spike-in Kit, gen ifadesi yikama soliisyonu

kiti ve cift distile su kullanilmistir.

4.1.5. ¢DNA SENTEZ REAKSIYONU KITLERI, ES ZAMANLI PZR KiTLERi VE
CIHAZLAR

mRNA ve miRNA es zamanli PZR analizleri LightCycler® 480 (Roche, 05015243001)

cihaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

miRNA’lardan cDNA sentezi i¢in miScript II RT Kit (Qiagen, 218161) kullanilmistir.
MIiRNA es zamanli PZR reaksiyonu i¢in miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen,218073)

kullanilmustir.

mRNA’lardan cDNA sentezi igin First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)
(Roche, 11483188001) ve es zamanli PZR reaksiyonu i¢in LightCycler® 480 SYBR Green
I Master (Roche, 04707516001) kullanilmustir.
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4.1.6. PRIMERLER

Cizelge 4.2. miRNA primerleri.

miRNA Adi Qiagen Uriin Ad1 Kat.No. Sekans (5°>3")

hsa-miR-150-3p | Hs_miR-150-3p_1 miScript | MS0004995 | CUGGUACAGGCCUGGGGGACA
Primer Assay 2 G

hsa-miR-134-5p | Hs_miR-134_2 miScript Primer | MS0003143 | UGUGACUGGUUGACCAGAGGG
Assay 7 G

hsa-miR-4646- Hs_miR-4646-3p_1  miScript | MS0004053 | AUUGUCCCUCUCCCUUCCCAG

3p Primer Assay 0

hsa-miR-1275 Hs_miR-1275_2 miScript | MS0003778 | GUGGGGGAGAGGCUGUC
Primer Assay 6

hsa-miR-4725- Hs miR-4725-5p 1  miScript | MS0003971 | AGACCCUGCAGCCUUCCCACC

5p Primer Assay 1

hsa-miR-143-3p | Hs_miR-143_1 miScript Primer | MS0000351 | UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC
Assay 4

hsa-miR-874-3p | Hs_miR-874_2 miScript Primer | MS0002181 | CUGCCCUGGCCCGAGGGACCG
Assay 9 A

hsa-miR-30d-5p | Hs_miR-30d_2 miScript Primer | MS0000938 | UGUAAACAUCCCCGACUGGAA
Assay 7 G

hsa-miR-5581- Hs_miR-5581-5p 1  miScript | MS0003831 | AGCCUUCCAGGAGAAAUGGAG

5p Primer Assay 8 A

hsa-miR-222-3p | Hs_miR-222_2 miScript Primer | MS0000760 | AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
Assay 9

hsa-miR-30a-3p | Hs_miR-30a*_1 miScript | MS0000935 | CUUUCAGUCGGAUGUUUGCAG
Primer Assay 2 C

hsa-miR-6165 Hs_miR-6165_1 miScript | MS0004548 | CAGCAGGAGGUGAGGGGAG
Primer Assay 6

hsa-miR-4462 Hs_miR-4462_1 miScript | MS0004498 | UGACACGGAGGGUGGCUUGGG
Primer Assay 9 AA

hsa-miR-1914- Hs_miR-1914* 1 miScript | MS0001654 | GGAGGGGUCCCGCACUGGGAG

3p Primer Assay 8 G

hsa-miR-4652- Hs_miR-4652-3p_ 1  miScript | MS0004047 | GUUCUGUUAACCCAUCCCCUC

3p Primer Assay 4 A

hsa-miR-33b-3p | Hs_miR-33b*_2 miScript | MS0003743 | CAGUGCCUCGGCAGUGCAGCC
Primer Assay 6 C

hsa-let-7b-3p Hs_let-7b* 1 miScript Primer | MS0000828 | CUAUACAACCUACUGCCUUCC
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Assay

1

C

hsa-miR-324-3p

Hs _miR-324-3p_2

Primer Assay

miScript | MS0000767

2

ACUGCCCCAGGUGCUGCUGG

hsa-miR-4436b-
op

Hs_miR-4436b-5p_1 miScript | MS0004131

Primer Assay

4

GUCCACUUCUGCCUGCCCUGC
C

hsa-miR-542-5p

Hs_miR-542-5p 1

Primer Assay

miScript | MS0000714

7

UCGGGGAUCAUCAUGUCACGA
GA

Cizelge 4.3. mRNA primerleri.

Gen FIR Uzunluk (Baz) Uriin Boyu Sekans 5'>3'

F 20 GGTCCACGAGTCACAATCAA
DICER1 177

R 20 AACAATGGAGGCTCGAAGAG

F 20 CCAACCGCGAGAAGATGACC
ACTB 125

R 20 GGAGTCCATCACGATGCCAG

F 20 CCACTCCACTGCCTTTAACC
RUNX1 187

R 20 TTCTGCAGAGAGGGTTGTCA

F 22 TCTTCTCTGGAGTAAACTGGCA
AKT3 172

R 21 TCCATGCAGTCCATACCATCC

F 20 TACAACACCCGAGCAAGGAC
MYC 189

R 20 AGCTAACGTTGAGGGGCATC

F 20 GATCTTGGGGGCAAACACTG
BDNF 186

R 20 TAGGGCTTTCTTTCACCGGG

F 20 TTCCCTGACAACGCAGACAT
IKBKB 116

R 20 TGATGGCAATCTGCTCACCT

F 20 AGCGAATCAATGGACTCTGG
CASP3 236

R 20 TCACGCATCAATTCCACAAT

F 20 AATGGATGTGGGGATGGTCG
CALM3 166

R 20 TTGCAGGTGCGTTCTCTTGA

F 20 ATGTCATCGTCCACTCAGCC
BCR 228

R 20 CCTCCTTGGGGATCTTCGTC
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4.2. YONTEM

4.2.1. KEMIK ILIiGIi ASPIRASYON ORNEKLERINDEN MONONUKLEER
HUCRELERIN (MNH) AYRISTIRILMASI

Hastalardan ve saglikli kontrollerden alinan kemik iligi aspirasyon Ornekleri birka¢ saat
icerisinde heparinli enjektdrde steril kosullarda Hacettepe Universitesi Kok Hiicre
Aragtirma ve Uygulama Merkezi’ne ulastirilmistir. Kemik iligi aspirasyon 6rneklerinden
fikolle ayristirma yontemine goére mononiikleer hiicre’ler (MNH) ayristirilmistir. Kisaca
kemik iligi aspirasyon Ornegi 1:1 oraninda PBS ile karistirilarak iizerine fikol yayilmus,
kemik iligi icerisindeki MNH’ler 2000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek ayrilmustir.
Santrifiij sonunda olusan MNH tabakas1 toplanarak yeni bir tiipe aktarilmis, igerisinde
MKH’leri de igeren tiim pelet homojenize edilerek 10 ml PBS ile sulandirilip 1500 rpm’de
5 dakika santrifiij edilerek yikanmistir. Pellet tizerine 3-5 ml PBS eklenerek hiicre sayim

islemi gerceklestirilmistir.
4.2.2. MKH IZOLASYONU VE KULTURU

Calismamizda toplanan taze kemik iligi aspirasyon Orneklerinden fikolle ayrigtirma
yontemine gore izole edilen MNH’lerden daha sonra MKH izolasyonu ve kiiltiirii
islemlerine gegilmistir. Izole edilen MNH’ler hiicre sayisina gore 5/10 ml biiyiime besiyeri
DMF10 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, %10 fetal bovine serum, %1 antibiyotik
Penisilin-Streptomisin) ile birlikte T-25/T-75’1lik flasklara aktariip 37 °C, %5 CO2’li
inkiibatorde ¢cogalmaya birakilmistir. MNH’lerin kiiltiire edilmesini takiben her ii¢ giinde
bir kiiltiir kabmin igerisindeki besiyeri degistirilmistir. Yapigmayan hiicreler de boylelikle
kiiltiir ortamindan uzaklastirllmigtir. MNH kiltiiriiniin  ilk 4-5. giiniinde yapiskan
hiicrelerin flask yiizeyine yapismasi gdzlemlenmistir. Inkiibasyon periyodunun ardindan
hiicreler flasklar1 %75-80 oraninda kapladiginda (MDS/AML MKH’lerinde bu oran ¢ok
daha diisiik) tripsinizasyon iglemine ge¢ilmistir, tripsinizasyon isleminin ardindan pasaj

atlatilmistir. Bu islemler 6rnekler pasaj 3°e gelinceye kadar tekrarlanmistir.
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4.2.3. MKH’LERIN KARAKTERiIiZASYONU

4.2.3.1. Morfolojik Analiz

MKH’lerin karakterizasyonunda ilk adim olarak hiicrelerin plastik yiizeye yapisabilmeleri
ve igsi-poligonal morfoloji gdstermelerinin tespiti yapilmistir. Bu 6zelliklerinin saptanmasi
ters (inverted) mikroskop kullanilarak yapilmis olup hasta ve saglikli kontrol MKH’lerinin
fotograflar1 ¢ekilmistir.

4.2.3.2. Yiizey Molekiil Analizi (Akim Sitometri)

Akim sitometrisindeki yilizey molekiil analizi ¢alismalart MKH’lerin stromal kdkenini ve
adezyon molekiillerinin stromal belirteclerinin ifade oldugu, buna karsilik hematopoetik
belirteglerin ifade olmadiginin gosterilmesi i¢in yapilmistir. Tim 6rneklerin yiizey molekiil

analizleri yapilmistir.
4.2.3.2.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

Hiicrelerin ylizey molekiillerinin analizi i¢in pasaj 3 MKH’ler kullanilmistir. Kiiltiir
kabinda iiretilen hiicreler PBS ile yikanip ardindan 2 ml tripsin-EDTA eklenmis, ardindan
37°C’de 10 dakika bekletilip hiicrelerin yiizeyden ve birbirlerinden ayrilmalari saglanmistir.
Inkiibasyon bitiminde tripsinin etkisini durdurmak amaciyla kiiltiir kabina serum iceren
biiylime besiyeri eklendikten sonra hiicreler tlipte toplanmistir. Tripan mavisi boyasi
kullanilarak sayim1 yapilan hiicreler FACS tiiplerine, tiip basina 2x10° hiicre olacak sekilde
2 ml PBS kullanilarak boliistiiriilmiis, ardindan 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilan

tiiplerdeki hiicre peleti homojenize edilmistir.
4.2.3.2.2. Hiicrelerin Isaretlenmesi

Homojenize edilen hiicre peleti lizerine 100 pl PBS ile birlikte her birinden 5 pl olacak
sekilde CD73, CD90, CD44, CD29, CD34, CD45 antikorlarindan eklenmistir. Tipler
+4°C’de ve karanlikta 30 dakika inkiibe edilmistir; inkiibasyon bitiminde 2 kez PBS ile
yikama yapilan tiiplere 200 ul PBS eklenerek FACS Aria cihazi ile okutulmustur.
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4.2.3.2.3. Isaretlenmis Hiicrelerin Yiizey Molekiil Analizi

Analiz toplam 10,000 olgu okutularak FACS Aria cihazi ile yapilmistir. Analiz i¢in BD
FACS Diva Software v6.1.2 yazilimi kullanilmigtir.

4.2.3.3. Farklilasma Analizi

Morfolojik analizleri ve ylizey molekiil analizleri yapilan hiicrelerin MKH olup
olmadigimin anlasilmasinda diger bir adim olarak MKH’lerin adipojenik ve osteojenik

farklilasma analizleri yapilmustir.

4.2.3.3.1. Adipojenik Farkhlastirma

Ikinci pasajda olan hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekilerek (pasaj 3’e gegilmistir)
cogaltilmistir. Haftada 2 kez besiyeri degistirilerek hiicrelerin %80 yogunluga ulagmasi
saglanmistir. Ardindan tiim kuyucuklar 1 ml PBS ile yikanip adipojenik farklilagmasi
istenen hiicreleri igeren kuyucuklara 2 ml adipojenik farklilasma besiyeri (DMEM-
LG, %10 serum, 1 uM deksametazon, 60 pM indometazin, 500 pM izobutilmetilksantin ve
5 ug/ml insiilin) eklenmistir. Kontrol kuyucuklarina ise biiyiime besiyeri eklenmistir. Ug
hafta sonunda tiim kuyucuklardan besiyerleri toplanip PBS ile yikanmis, ardindan yag
hiicresine farklilasmasi beklenen hiicreler 1 ml %10 formol ile fikse edilmistir.
Fiksasyonun ardindan kuyucuklara 500 pl Oil Red O boyasi eklenerek 10 dakika
beklenmis, sonra distile su ile 2 kere yikanmustir. Dijital goriintiileme sistemi ile adipojenik

farklilagsmaya ait fotograflar elde edilmistir.
4.2.3.3.2. Osteojenik Farkhilastirma

Pasaj 2 MKH’ler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilerek ¢ogaltilmis (pasaj 3’e gecilmistir)
ve haftada 2 kez besiyeri degistirilerek hiicrelerin %80 yogunluga ulasmasi saglanmistir.
Ardindan tiim kuyucuklar 1’er ml PBS ile yikanmis ve kemik hiicresine farklilasmasi
istenen hiicreleri iceren kuyucuklara 2 ml osteojenik farklilasma besiyeri (DMEM-
LG, %10 serum, 100 nM deksametazon, 10 mM beta gliserofosfat ve 0,2 mM L-askorbik
asit) eklenmis, kontrol kuyucuklarina ise biiyiime besiyeri eklenmistir. 3 hafta sonunda tiim
kuyucuklardan besiyerleri toplanmig, 1 ml PBS ile yikama yapilmistir. Farklilasma analizi

icin %10 formol ile 20 dakika fikse edilen hiicrelerin {izerine 1 ml Alizarin Red boyasi
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eklenerek 10 dakika bekletilmistir. Ardindan boya toplanarak kuyucuklar 1 ml distile su ile

yikanmis ve dijital goriintiileme sistemi ile kuyucuklarin fotograflar ¢ekilmistir.
4.2.4, MKH’LERIN DONDURULUP SAKLANMASI

Kiltir iglemleri tamamlanip karakterizasyonu yapilan MKH’ler steril kaziyici ile
kazinarak kiiltlir kabinin tabanindan ve birbirlerinden ayrilmalar1 saglanmis, daha sonra
soguk PBS ile yikanan MKH’ler 15 cm’lik falkon tiiplerde -80 °C de dondurularak RNA

izolasyonu i¢in saklanmustir.
4.25. RNA iZOLASYONU

MKH’lerden RNA izolasyonu Qiagen miRNeasy Mini Kit ile (Katalog No: 217004)
yapilmistir. MKH hiicre peletleri giazol iginde inkiibe edilmis, ardindan kloroform eklenip
santrifiij yapilmistir. En {istteki faz yeni bir tiipe alindiktan sonra elde edilen hacmin 1,5
kat1 %100 etanol eklenip tiim 6rnek 2 ml’lik toplama tiipii iceren kolona aktarilmistir.
Kolon, RWT ve RPE buffer ile yikandiktan sonra 30-50 ul RNaz i¢ermeyen distile su
eklenmis ve santrifiij sonunda kolonda tutunan RNA’lar 1,5 ml’lik RNaz icermeyen tiipe

toplanmustir.
4.2.6. RNA MIKTARININ BELIRLENMESI

Izole edilen RNA’larin konsantrasyonu ve safligi NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific)
spektrofotometre ile belirlenmistir. RNA miktar1 1 pl’deki nanogram (ng) cinsinden elde
edilir. Niikleik asitler (DNA ve RNA) 260 nm dalga boyunda, proteinler 280 nm dalga
boyunda, fenol gibi organik bilesikler ise 230 nm dalga boyunda maksimum absorbans
verir. Bu nedenle RNA safligi i¢in A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 dikkate
alinmaktadir. Bu c¢alismada miimkiin oldugunca optimum oranlara sahip RNA’lar

kullanilmustir.
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4.2.7. RNA BUTUNLUGUNUN KONTROLU

4.2.7.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen RNA &rneklerinin biitiinliik kontrolii icin ornekler %]1°lik agaroz jelde
ylirtitiilmiistiir. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan soliisyonlar ve hazirlanma sekilleri

asagidaki gibidir.
4.2.7.2. Reaktifler
4.2.7.2.1. 5X TBE (Tris-HCI, Borik Asit, EDTA)

54 g TRIS Base (Sigma, 0826-1KG), 27,5 g Borik Asit (Sigma, 0588-1KG) ve 20 ml 0,5
M EDTA’nin (pH=8,0) (Sigma, E9884) 800—900 ml deiyonize su (ddHz20) igerisinde
¢oziilmesi saglanmis ve daha sonra 1000 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan 5X TBE stok
sollisyonu olarak kullanilmistir. 5X TBE’nin deiyonize su ile 1/5 oraninda sulandirilmasi
ile hazirlanan 1X TBE ise ¢alisma soliisyonu olarak agaroz jel hazirlamada ve elektroforez

tamponu olarak RNA 6rneklerinin biitiinliik analizinde kullanilmistir.

4.2.7.2.2. DNA Ladder (100 B¢ DNA Ladder)

Gene ruler 100 b¢ DNA ladder plus (Fermentas, SM0321) {izerine 166 pl 6X yiikleme
boyast (Fermantas, R0611) ve 734 ul distile su ilave edilmis ve vorteks yardimi ile

kanistirilmastir.

4.2.7.2.3. %1’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

1 g agaroz (Lonza, 50004) hassas terazi (Shimadzu, BX320H) ile tartilmis ve tlizerine 100
ml 1X TBE eklenmistir. %1°lik olarak hazirlanan agaroz mikrodalga firin (Vestel) yardimi
ile ¢Oziilmiis, c¢eker ocak altina alinan agarozun el yakmayacak kadar sogumasi
beklendikten sonra 1 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) (SNP Biyoteknoloji, SNPEB-5)
eklenip boyanin homojen dagilmasi i¢in karistirilmistir. Hazirlanan agaroz-boya karigimi
kuyularin olusmasi i¢in 6nceden tarak yerlestirilmis jel tablasina dikkatlice dokiilmiistir.
Dokme sirasinda hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilmis ve hazirlanan jelin

katilagsmasi i¢in 20-30 dakika oda sicakliginda beklenmistir.
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4.2.7.2.4. %1’lik Agaroz Jelde RNA Orneklerinin Yiiriitiilmesi

Hazirlanan %1°lik agaroz jel, igerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankina (Clever
Sci.) yerlestirilmistir. Jel’deki ilk kuyuya DNA ladder yiiklenmis, 8 ul RNA 6rnekleri 2 pl
6X yiikleme boyasi (Fermantas, R0611) ile karigtirildiktan sonra pipet yardimriyla jeldeki
diger kuyulara ytiklenmistir. Jele yiikleme yapilirken yiiklemenin yapildig: kuyularda hava
kabarcig1 olmamasina ve yiiklenen boya-jel karisiminin kuyulardan tagsmamasima dikkat
edilmistir. Yiikleme tamamlandiktan sonra ornekler 90 voltta 30 dakika yiiriitilmis ve
yiiriitme sonunda goriintiilenmek tizere UV goriintiileme sistemine (Syngene Gene Genius
Bio Imaging System) aktarilmistir. Burada GeneSnap (v6.08.04) yazilimi ile UV 11k
altinda goriintiilenerek elde edilen RNA’nin %]1°lik agaroz jel goriintiisii biitiinliikk ve DNA

kontaminasyonu agisindan degerlendirilmistir.
4.2.8. MIKRODIZIN CALISMASININ GERCEKLESTIRILMESI

RNA izolasyonu yapilan 12 AML, 10 MDS ve 8 saglikli kontroliin mikrodizin (Agilent
Mmicroarray) analizi yapilmistir. Mikrodizin ¢alismas1 igin asagidaki basamaklar

uygulanmistir;

1) Kullanilacak RNA’nin hazirlanisi

2) Spike in solusyonun hazirlanmasi

3) Ornek etiketlenmesi ve hibridizasyon
a) Defosforilasyon
b) Denatiirasyon
c) Etiketleme reaksiyonunun hazirlanmasi
d) Orneklerin kurutulmasi
e) Hibridizasyon solusyonunun hazirlanisi
f) Orneklerin hibridizasyona hazirlanist

4) Mikrodizin yikama

5) Tarama

Her bir 6rnekten 50 ng RNA kullanilmustir. i1k olarak spike in kontroller, daha sonra RNA
icin kullanilacak hibridizasyon etiketleme reaksiyonu hazirlanmistir. Etiketleme
reaksiyonu T4 RNA Ligaz enzimi kullanilarak elde edilmis ve hibridizasyon igin

kullanilmistir. Hibridizasyon islemi 65 °C’de 20 rpm hizinda dénen firinda en az 20 saat

80



bekletilerek gerceklestirilmistir. Yikama isleminin ardindan Scan Control ve Agilent

Feature Extraction programlari kullanilarak tarama islemi gergeklestirilmistir.
4.2.9. MIKRODIZiN VERILERININ ANALIZI

Bu ¢alismada normalizasyon islemleri ile normalizasyon sonrasi islemler igin (istatistiksel
analizler) “Microsoft Excel” eklentisi olarak mikrodizin analizi yapilmasina olanak

saglayan BRB-Array Tools (v4.3.2) (332) yazilimi kullanilmistir.

4.2.9.1. Normalizasyon

Mikrodizin miRNA ifade verisi quantile normalizasyon metodu kullanilarak normalize
edilmistir. Normalizasyon teknik farklardan dolayi ortaya ¢ikabilecek farkliliklar: (spesifik
olmayan baglanma, yikama ve boyama asamasindan kaynaklanabilecek farkliliklar, arka
plan girtltiisii gibi) eleyerek biyolojik veri tizerindeki gergek farkliliklarin ortaya

¢ikarilmasini saglamaktadir.

4.2.9.2. istatistiksel Analizler
4.2.9.2.1. Anlamh Olarak Farklilik Gosteren MiRNA’larin Belirlenmesi

Yiklenen veri “AML”, “MDS” ve “saglikli kontrol (SK)” olmak iizere 3 gruptan
olugsmaktadir. AML grubu 12 bireyden, MDS grubu 10 bireyden, SK grubu ise 8 bireyden
olusmaktadir. Ornekler (AML-MDS, AML-SK ve MDS-SK arasinda) program igindeki
smif karsilagtirmas1 (Class Comparison) komutu (t-test) ile kiyaslanmistir ve 3

karsilastirma igin 1,5 kat tizeri degisiklik gosteren miRNA’lar tespit edilmistir (p<0,05).
4.2.9.2.2. Kiimeleme Analizi

[statistiksel olarak anlamli 1,5 kat ve iizeri degisiklik gosteren miRNA’lar kiimeleme
analizine alinmistir. Analizde “Average linkage” metodu ile ornekler 1,5 kat ve tizeri
degisiklik gosteren miRNA’lara gore hiyerarsik olarak kiimelenmislerdir. Calismada
kiimeleme analizi i¢in Cluster (v3.0) (http://bonsai.ims.utokya.ac.jp/~mdehoon/software/
cluster/) (333) programi, kiimeleme analiz sonucunun goriintiilenmesi igin ise Java

TreeView (v1.1.6r4) (334) programi kullanilmstir.
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4.2.10. MIRNA’LARIN ES ZAMANLI PZR YONTEMI iLE DOGRULANMASI

Biyoinformatik analizler sonucunda anlamli farklilik gésteren miRNA’lar es zamanli PZR

yontemi ile dogrulanmustir.
4.2.10.1. MiRNA’lardan Tamamlayict DNA (cCDNA) Sentezi

Total RNA kullanilarak yapilan cDNA sentez reaksiyonlarinda mRNA’y1 total RNA’dan
ayirmak i¢in mRNA’nin 3’ ucunda bulunan poly (A) kuyrugu kullanilir ve oligo (dT)
primeri poly (A) kuyruguna hedef olarak kullanilarak total RNA’nin i¢inde bulunan
mRNA’dan tamamlayict DNA (cDNA) sentezlenir. Olgun miRNA’larin 3’ uglarinda poly
(A) kuyrugu bulunmamaktadir ve bu durum klasik bir cDNA sentezinin yapilmasini
engellemektedir. miRNA’lardan cDNA sentezi i¢in miScript II RT Kit (Qiagen, 218161)
kullanilmistir. Kit ile 6ncelikle miRNA’larin 3’ uglarina poly (A) kuyrugunu da igeren bir
“universal tag” eklenmistir. Bu ek hem cDNA sentezi i¢in kullanilacak primer dizisini
icermekte hem de miRNA’nin boyunu es zamanli PZR igin yeterli uzunluga getirmektedir.
Bir sonraki basamakta universal tag’e 6zel bir primer kullanilarak cDNA sentez reaksiyonu

ireticinin yonergeleri dogrultusunda gerceklestirilmistir.

4.2.10.2.Mikrodizin Analizi Sonucu Secilen MiRNA’larin ifade Farkhligmm Es

Zamanh PZR ile Dogrulanmasi

ifade farkliliklar1 gosteren miRNA’larin dogrulama calismasi es zamanli PZR teknigi ile
gergeklestirilmistir. Her bir 6rnekten elde edilen RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar PZR
reaksiyonunda kalip olarak kullanilmis ve PZR sonucunda elde edilecek ifadeler
birbirleriyle karsilagtirilmistir. miRNA’lara 6zel ileri primerler cDNA sentezi kitlerine
uyumlu olarak ilgili firma tarafindan saglanmistir. Geri primer olarak cDNA sentez
reaksiyonunda kullanilan universal tag’e tamamlayict olan universal primer kullanilmistir.
Bu kitler laboratuvarimizda bulunan LightCycler® 480 (Roche, 05015243001) platformu
ile uyumludur. miRNA ifadelerinin analizleri i¢in referans gen kullanmak yerine es
zamanli PZR caligmasinda kullanilan tim miRNA’larin Ct degerlerinin ortalamalar
hesaplanmig ve her bir miRNA bu ortalama deger ile normalize edilmistir (365). Analiz

yontemi olarak, yaklasim yontemi olarak da adlandirilan 244t metodu (335) kullanilmistir.
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4.2.11. MIRNA HEDEF GENLERINIiN BELIiRLENMESI

miRNA hedef genlerinin bulunmasi icin pek ¢ok biyoinformatik ara¢ bulunmaktadir. Bu
calismada miRNA hedef genleri bulunurken miRWalk (http://www.umm.uniheidelberg.
de/apps/zmf/mirwalk/) (336) veritabani kullanilmistir.

4.2.12. YOLAK ANALIZLERI

Her miRNA’ya ait hedef genlerin hangi yolaklarda bulundugu yine WebGestalt
(http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/) veritabani kullanilarak tespit edilmistir.

4.2.13. MIRNA HEDEF GENLERININ ES ZAMANLI PZR YONTEMI ILE
DOGRULANMASI VE DICER1 GENININ iFADE ANALizi

4.2.13.1.mRNA’lardan Tamamlayic1t DNA (cDNA) Sentezi

mRNA’dan ¢cDNA sentezi klasik yontem olan oligo(dT) primeri kullanilarak iireticinin

talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir (Roche).

4.2.13.2.Segilen MRNA’larin ifade Farkhligmm ve DICER1 Geninin Es Zamanh

PZR Yontemi ile Arastirilmasi

mRNA’lar1 dogrulama ¢alismas: ve DICER1 geninin ifade analizi es zamanli PZR teknigi
ile gergeklestirilmistir. Her bir 6rnekten elde edilen RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar
PZR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmis ve gene o6zgii primerler kullanilarak PZR
reaksiyonu kurulmustur. PZR sonucunda elde edilen ifadeler birbirleriyle karsilagtirilmistir.
mRNA ifade analizleri i¢in normalizasyon geni olarak ACTB kullanilmistir ve sonuglarin

analizi 224t metodu (335) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. MKH’LERIN KARAKTERIZASYONUNA AiT BULGULAR
5.1.1. MORFOLOJIK ANALIZLER

MKH’lerin karakterizasyonunda ilk adim olarak hiicrelerin plastik yiizeye yapisabilmeleri
ve igsi-poligonal morfoloji géstermelerinin tespiti yapilmistir. Bu 6zelliklerinin saptanmasi

ters (inverted) mikroskop kullanilarak yapilmis olup hasta ve saglikli kontrol MKH’lerinin

fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Kiiltiir edilmis MDS/AML ve saglikli kontrol kemik iligi MKH’lerinin
mikroskop altindaki goriintiisii (4X ve 10X Biiyiitme). MDS ve AML MKH’lerinde
saglikli kontrollere gore daha az iireme goriilmektedir.

Hiicre kiiltiir islemlerinde ve morfolojik analizler sonucunda dikkati ¢ceken Gnemli bir
nokta; MDS MKH’lerinin saglikli kontrol MKH’lerine gore hiicrelerin flaski kaplama
yiizdesinin ¢ok daha diigiikk olmasi (%30-50), saglikli MKH’lere gore ozellikle ileriki
pasajlarda (pasaj 2 ve 3) daha yavas cogalmasi, daha kisa siirede yaslilik asamasina
gecerek boliinmelerini tamamlamasi ve hiicrelerin 6lmesi, daha genis, diizensiz bigimde
degisik sekillerde ve graniillii olmak tlizere daha farkli morfoloji gdstermeleri olmustur.
AML MKH’leri morfolojik olarak MDS MKH’leri ile karsilastirildiginda; AML
MKH’lerinin MDS MKH’lerine oranla daha diizgiin, igimsi morfoloji gosterdikleri,
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cogalmalar1 bakimindan ise AML MKH’lerinin MDS MKH’lerine gore ¢ogalmalariin
biraz daha iyi oldugu tespit edilmistir. AML MKH’leri saglikli kontrol MKH’leri ile
karsilastirildiginda;, AML MKH’lerinin daha yavas c¢ogaldiklar1 ve hiicrelerin flaski
kaplama siirelerinin saglikli kontrollere gére daha uzun oldugu, hiicrelerin flaski kaplama
yiizdesinin diisiik oldugu (%40-60), morfolojik olarak karsilastirildiginda saglikli kontrol
MKH’lerinin daha igimsi, ince ve daha az graniilli morfoloji gdsterirken ¢ogu AML
ornegindeki MKH’lerin 6zellikle ileriki pasajlarda (pasaj 2 ve 3) daha kalin, daha kiit ve

daha graniillii, yaslanmis hiicre morfolojisi gosterdikleri tespit edilmistir.
5.1.2. YUZEY MOLEKUL ANALIZi BULGULARI

Yiizey molekiil analizi sonucunda MDS/AML ve saglikli kontrol érneklerinin MKH ylizey
belirtegleri (CD 73, CD 90, CD44, CD29) pozitif ¢ikarken HKH belirtegleri (CD 34, CD
45, CD14) negatif olarak tespit edilmistir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. Hasta ve saglikli kontrol MKH’lerinin akim sitometri ile karakterizasyonu. a)
MDS, b) AML ve c¢) Saglikli kontrol MKH’lerinin akim sitometri ile karakterizasyonu
sonuglarini gostermektedir. Analizi yapilan 6rneklerin MKH yiizey belirtegleri (CD 73, CD
90, CD44, CD29) pozitif ¢ikarken HKH belirtecleri (CD 34, CD 45, CD14) negatif olarak
tespit edilmistir.
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5.1.3. FARKLILASMA ANALIZi BULGULARI

Farklilasma analizlerinde MKH’lerin adipojenik ve osteojenik farklilasma kapasiteleri

degerlendirilmis olup, orneklerin ¢ogunlugunda farklilasma acisindan herhangi bir sorun

ile karsilasilmamistir. MDS, AML hastalarinin ve saglikli kontrollerin kemik iliklerinden

elde edilen MKH’ler ile yapilan farklilasma analizlerinde MKH’lerin yag ve kemik

hiicrelerine farklilastiklar1 saptanmistir. Fakat hasta ve saglikli orneklerin farklilagsma

sonuglarinin mikroskop altindaki goriintiilerine ve kantitatif analiz sonuglarina gore

MDS/AML MKH’lerinin saglikli kontrollere gore adipojenik ve 0Ozellikle osteojenik
farklilasmalarinda azalma tespit edilmistir (Sekil 5.3, Sekil 5.4, Sekil 5.5, Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Farklilagsma analizi yapilabilen baz1 6rneklerin kantitatif 6l¢iim sonuglari.

Osteo Kontrol

Adipo Kontrol

Tam Pasaj (mg/dL) (mg/mL) Osteo (mg/dL) | Adipo (mg/mL)

AML P3 0.56 0.27 29.23 0.24
AML P3 0.18 0.32
AML P3 0.13 0.46
AML P3 0.2 0.41
AML P3 -1.47 0.14 18.03 0.31
AML P3 0.21 0.48
AML P3 0.25 0.33 13.66 0.74
AML P3 0.07 0.19 0.77 0.46
AML P3 0 0.2 10.6 0.47
AML P3 0 0.24 34 0.34
AML P3 0 0.2 9.97 0.2

MDS P3 0.19 0.16
MDS P3 0.2 0.43
MDS P3 0.33 0.28
MDS P3 -3.01 0.59 17.39 0.59
MDS P3 -1.23 0.68 16.74 0.73
Saglikli P3 0 0.12 27.85 0.84
Saglikli P3 0.06 0 25.8 0.51
Saglikli P3 0.27 0.31
Saglikli P3 0.24 0.57
Saglikli P3 0.18 0.33
Saglikli P3 -0.06 0.14 23.62 0.27
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Sekil 5.3. Osteojenik ve adipojenik farklilasma gosteren saglikli kontrol, AML ve MDS
MKH’lerinin mikroskop goriintiileri (4X ve 10X biiyiitme). a) Saglikli kontrol, b) AML, c)
MDS MKH’lerinin osteojenik ve adipojenik farklilasma analiz sonuglarini gostermektedir.
Sagliklh ve AML/MDS kemik iligi MKH’lerinin kemik ve yag hiicrelerine
farklilasabildikleri goriilmektedir. Osteojenik farklilagma gosteren hiicreler alizarin red
boyasi ile, adipojenik farklilasma gosteren hiicreler oil red o ile boyanmugtir.
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Sekil 5.4. Hasta ve saglikli kontrollerin kantitatif osteojenik farklilasma sonuglarini
gosteren siitun grafigi. MDS/AML MKH’lerinin kantitatif olarak osteojenik farklilagma
kapasitelerinin saglikli kontrollere gore azaldigi goriilmektedir. Osteojenik farklilagsma
saglikli kontrollerden MDS’ye ve MDS’den AML’ye dogru kademeli azalma
gostermektedir.
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Sekil 5.5. Hasta ve saglikli kontrollerin kantitatif adipojenik farklilasma sonuglarin
gosteren siitun grafigi. MDS/AML MKH’lerinin kantitatif olarak adipojenik farklilasma
kapasitelerinin saglikli kontrollere gore azaldigi goriilmektedir. Adipojenik farklilagsma
saglikli kontrollerden MDS’ye ve MDS’den AML’ye dogru kademeli olarak azalmaktadir.
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5.2. RNA iZOLASYONUNA AiT BULGULAR

Izole edilen RNA’lar NanoDrop™ 1000 cihazina yiiklenerek konsantrasyonlari, A2s0/A2g0
ve Az60/A230 oranlari tespit edilmistir. Izole edilen RNA miktarlar1 yapilacak galismalar
icin yeterli bulunmustur. RNA konsantrasyonlar1 13,4 ile 283,1ng/ul arasinda degisim
gostermektedir (Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2. RNA orneklerine ait konsantrasyon ve saflik degerleri.

Ornek No Konsantrasyon (ng/pl) Az60/A2go Az60/A230
AML-4 66,1 ng/pl 1,88 0,77
AML-7 87,2 ng/ul 2,09 1,77
AML-9 20,8 ng/ul 2,13 1,27
AML-10 94,3 ng/pl 2,09 1.72
AML-11 206,6 ng/ul 2,12 1,84
AML-12 113,9 ng/ul 2,08 1,35
AML-13 2244 ng/ul 2.06 1,68
AML-14 13,4 ng/ul 1,71 0,93
AML17 145,1 ng/pl 2,1 1,87
AML-18 36,1 ng/pl 2,22 1,72
AML-20 70,2 ng/ul 2,00 1,17
MDS-1 55 ng/ul 1,76 1,92
MDS-2 121,9 ng/pl 2,13 1,76
MDS-3 55,8 ng/pl 2,13 1,99
MDS-4 283, Ing/ul 2,12 2,04
MDS-5 32,8 ng/pl 1,9 1,18
MDS-6 97,6 ng/ul 2,08 1,62
MDS-7 97,7 ng/ul 2,0 1,18
MDS-8 69,9 ng/pl 2,02 1,25
MDS-9 37,7 ng/ul 2,14 1,73
MDS-10 55,1 ng/pl 2,09 1,49
SK-1 86,6 ng/pl 2.06 1.69
SK-2 131,4 ng/ul 2.02 1.35
SK-3 76,1 ng/yl 2,12 16
SK-4 68,4 ng/ul 2,14 1,54
SK-5 58,0 ng/pl 2,14 14
SK-6 38,4 ng/pl 2.1 1,39
SK-8 167,5 ng/ul 2,09 1,91
SK-9 250,3 ng/ul 2,14 1,66
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Izole edilen total RNA’lar %1°lik agaroz jelde vyiiriitiilerek genomik DNA kontaminasyonu
olup olmadig1 ve 28S ile 18S rRNA bantlarinin biitiinliigii kontrol edilmistir (Sekil 5.6).
Orneklere ait total RNA’larda DNA kontaminasyonuna rastlanmanustir. izole edilen

RNA’larin 28S ve 18S rRNA bantlarinin biitiinliiklerini koruduklar tespit edilmistir.

AML9 MDS-1 MDS-2 MDS-3 SK-1 SK-2

Thermo Sci.
100 bg Plus
DNA Ladder

Sekil 5.6. Izole edilen total RNA’larin temsili agaroz jel elektroforezi goriintiisii. Jelde
goriilen 8 RNA oOrneginin yiiksek kalitede oldugu gozlenmektedir. 28S/18S orani biitiin
orneklerde beklendigi gibi 2:1 dir.

5.3. MIKRODIZIN VERILERININ ANALIZINE AiT BULGULAR

5.3.1. NORMALIZASYON ONCESi VE NORMALIZASYON SONRASI
BULGULAR

Teknik hatalardan dolay1 verilerin medyan degerleri ayn1 diizlemde degildir ve bu durum
verilerin karsilagtirilmasin1 engellemektedir. Verilerin karsilastirilabilmesi ve biyolojik
farkliliklarinin ortaya ¢ikmasi i¢in Oncelikle verilerin normalizasyon islemine tabi
tutulmas1 gerekmektedir. Ciplerin normalizasyon Oncesi sinyal verilerinin kutu grafigi

Sekil 5.7°de goriilmektedir.

92



15

IR NRRRR SRR RN R RO RN R RNy
| 9B9EEEBBBBBBBBBHBEBBBBEBEEBBBE
AHTTTRn R

log intensity or log ratio
a ) 10
I

-5

-10

15

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

- - = = 3 = = = =

Sekil 5.7. Ciplere ait verilerin normalizasyon oncesi sinyal verilerinin kutu grafigi.

miRNA ifade verileri BRB-Array Tools programi ile normalize edilmistir. Quantile
normalizasyon sonrasinda ¢izilen kutu grafigi ile verilerin medyan degerlerinin aym

diizleme geldigi ve ¢iplerin birbirleri ile kiyaslanabilir oldugu goézlenmistir (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8. Ciplere ait verilerin normalizasyon sonrasi sinyal verilerinin kutu grafigi.
5.3.2. GRUPLAR ARASINDA FARKLILIK GOSTEREN MiRNA’LAR

Verilerin BRB-Array Tools programi ile sinif karsilastirmasi (Class Comparison— unpaired
t-test) analizi sonucunda AML-Saglikli kontrol karsilastirmasinda 9, MDS-Saglikli kontrol
karsilagtirmasinda 7, AML-MDS karsilastirmasinda 7 adet miRNA’nin 1,5 kat ve {lizerinde
anlamli olarak (p<0,05) degisim gosterdigi (arttig1 ya da azaldig1) goriilmiistiir (Cizelge 5.3,
Cizelge 5.4 ve Cizelge 5.5).
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5.3.2.1. AML-SK Arasinda Farklihik Gosteren MiRNA’lar

Cizelge 5.3. AML hastalarinin saglikli kontroller ile kiyaslanmasi sonucunda anlamli
olarak 1,5 kat ve lizeri (p<0,05) ifade degisikligi gosteren miRNA’lar.

MiRNA p-degeri Kat Degisimi
AML/SK
hsa-miR-4485-3p 0.0025064 0.51
hsa-miR-150-3p 0.0259917 2.52
hsa-miR-1973 0.031207 0.52
hsa-miR-134-5p 0.0316092 2.05
hsa-miR-4646-3p 0.0317144 2.49
hsa-miR-1275 0.0384551 0.55
hsa-miR-4725-5p 0.0443231 0.58
hsa-miR-143-3p 0.0479706 0.29
hsa-miR-874-3p 0.0499947 1.7
Mikrodizin  verilerinin sonucunda  AML-Saglikli  kontrol  &rnekleri

karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren (artan ve azalan)

miRNA’lar Sekil 5.9°daki volkan grafiginde gosterilmistir.
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Sekil 5.9. Analiz sonucunda AML ve saglikli kontrol 6rnekleri arasinda anlamli olarak 1,5
kat ve tlizeri (p<0,05) ifade degisikligi gdsteren miRNA’larin volkan grafigi. 4 miRNA’nin
ifadesi AML grubunda SK grubuna gore artis gosterirken 5 miRNA’nin ifadesi
azalmaktadir.

5.3.2.2. MDS-SK Arasinda Farklihik Gosteren MiRNA’lar

Mikrodizin verilerinin analizi sonucunda MDS-Saglikli kontrol karsilagtirmasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren (artan ve azalan) miRNA’lar Cizelge 5.4’de

verilmistir ve Sekil 5.10°daki volkan grafiginde gosterilmistir.

Cizelge 5.4. MDS hastalarimin saglikli kontroller ile kiyaslanmasi sonucunda anlamli
olarak 1,5 kat ve tizeri (p<0,05) ifade degisikligi gosteren miRNA’lar.

) Kat Degisimi
MiRNA p-degeri
MDS/SK
hsa-miR-30d-5p 0.0093061 0.55
hsa-miR-5581-5p 0.0255354 0.46
hsa-miR-222-3p 0.0409792 0.58
hsa-miR-30a-3p 0.0414269 0.54
hsa-miR-6165 0.0435704 0.62
hsa-miR-4462 0.0452255 1.61
hsa-miR-1914-3p 0.0465623 0.62
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Sekil 5.10. Analiz sonucunda MDS ve saglikli kontrol 6rnekleri arasinda anlamli olarak
1,5 kat ve lzeri (p<0,05) ifade degisikligi gosteren miRNA’larin volkan grafigi. 1
miRNA’nin ifadesi MDS grubunda SK grubuna gore artis gosterirken 6 miRNA’nin
ifadesi azalmaktadir.

5.3.2.3. AML-MDS Arasinda Farklilik Gosteren MiRNA’lar

Cizelge 5.5. AML hastalarinin MDS hastalari ile kiyaslanmasi sonucunda anlamli olarak
1,5 kat ve tizeri (p<0,05) ifade degisikligi gosteren miRNAlar.

mMiRNA p-degeri Kat Degisimi
AML/MDS
hsa-miR-4652-3p 0.0110615 1.54
hsa-miR-33b-3p 0.0121834 2.05
hsa-let-7b-3p 0.0136083 1.75
hsa-miR-4646-3p 0.0158489 1.8
hsa-miR-324-3p 0.0208168 2.14
hsa-miR-4436b-5p 0.0360521 2.04
hsa-miR-542-5p 0.0469215 2.46
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Mikrodizin verilerinin analizi sonucunda AML-MDS karsilastirmasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik gosteren (artan ve azalan) miRNA’lar Sekil 5.11°deki volkan grafiginde

gosterilmistir.

AML vs MDS
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Sekil 5.11. Analiz sonucunda AML ve MDS o6rnekler arasinda anlamli olarak 1,5 kat ve
tizeri (p<0,05) ifade degisikligi gdsteren miRNA’larin volkan grafigi. 7 miRNA nin ifadesi
AML grubunda MDS grubuna gore artis gostermektedir.

5.3.2.4. KUMELEME ANALIZi SONUCLARI

Farklilik gosteren miRNA’lar Cluster programi ile kiimeleme analizine alinmistir.
Hiyerarsik kiimele analizi sonucunda ¢alismada kullanilan 6rneklerde ilgili miRNA’larin
ifade profillerinin anlamli olarak kiimelenip kiimelenmedigi incelenmistir. AML/Saglikli
kontrol kiyaslamasinda 9 adet farklilik gosteren miRNA bulunurken (Sekil 5.12),
MDS/Saglikli kontrol kiyaslamasinda 7 adet farklilik gosteren miRNA (Sekil 5.13) ve
AML-MDS arasinda 7 adet farklilik gosteren miRNA ile yapilan kiimeleme analizi (Sekil
5.14) sonucunda bu farklilik gosteren miRNA’larin hasta ve saglikli kontrol 6rneklerini
birbirinden ve AML’yi MDS’den anlamli sekilde ayirabildigi gézlenmistir.

98



3.00
2.00
1.00
n.oa
-1.00
-2.00
-3.00

hsa-miR-874-3p
hsa-miR-4646-3p
hsa-miR-134-5p
hsa-miR-150-3p
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-4485-3p
hsa-miR-1275
hsa-miR-4485-3p
hsa-miR-1973
hsa-miR-4725-5p

Sekil 5.12. Smif karsilagtirmas1 sonucunda AML ve saglikli kontrol 6rnekleri arasinda
anlaml degisiklik gosteren (p<0,05) miRNA’lar kullanilarak yapilan hiyerarsik kiimeleme
analizine ait temsili heatmap. AML ve SK o6rnekler ilgili miRNA ifade profillerine gore
istatistiksel olarak anlamli kiimelenmislerdir (Mann-Whitney; W= 78.5, p= 0.0037).
Kirmizi1 renk artan ifadeyi, yesil renk azalan ifadeyi temsil etmektedir.
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hsa-miR-30a-3p
hsa-miR-5581-5p
hsa-miR-6165
hsa-miR-222-3p
hsa-miR-30d-5p
hsa-miR-1914-3p
hsa-miR-4462

Sekil 5.13. Smif karsilagtirmasi sonucunda MDS ve saglikli kontrol 6rnekleri arasinda
anlamli degisiklik gosteren (p<0,05) miRNA’lar kullanilarak yapilan hiyerarsik kiimeleme
analizine ait temsili heatmap. MDS ve SK o6rnekler ilgili miRNA ifade profillerine gore
istatistiksel olarak anlamli kiimelenmislerdir (Mann-Whitney; W= 78.5, p= 0.0037).
Kirmizi renk artan ifadeyi, yesil renk azalan ifadeyi temsil etmektedir.
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Sekil 5.14. Simif karsilastirmast sonucunda AML ve MDS arasinda anlamli degisiklik
gosteren (p<0,05) miRNA’lar kullanilarak yapilan hiyerarsik kiimeleme analizine ait
temsili heatmap. AML ve MDS o6rnekleri ilgili miRNA ifade profilleri istatistiksel olarak
anlaml1 kiimelenmislerdir (Mann-Whitney; W=78.5, p=0.0037). Kirmiz1 renk artan ifadeyi,
yesil renk azalan ifadeyi temsil etmektedir.

5.4. MIRNA’LARIN ES ZAMANLI PZR YONTEMi iLE DOGRULANMASINA
AIT BULGULAR

miRNA mikrodizin analizi sonucunda AML-Saglikli kontrol, MDS-Saglikli kontrol ve
AML-MDS karsilastirmasi sonucunda anlamli olarak degisiklik gésteren miRNA’lar ile es

zamanli PZR caligmasi yapilmstir.

Yapilan es zamanli PZR sonucunda da AML grubunda Saglikli kontrol grubuna gére hsa-
miR-134-5p ve hsa-miR-874-3p’nin ifadesi artig gosterdigi, hsa-miR-1275, hsa-miR-4725-
5p ve hsa-miR-143-3p’nin ifadesinin ise azalig gosterdigi dogrulanmistir (Sekil 5.15).
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Sekil 5.15. AML ve saglikli kontrol 6rnekleri ile gergeklestirilen es zamanli PZR sonucu
ifade farklilig1 analiz edilen miRNA’larin sonuglari ile ¢izilen siitun grafigi (n=20).

Es zamanli PZR analizi sonucunda MDS grubunda Saglikli kontrol grubuna gore hsa-miR-
4462’nin ifadesinin artis gosterdigi, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-222-3p ve hsa-miR-30a-
3p’nin ifadesinin ise istatistiksel olarak anlamli sekilde azalis gosterdigi dogrulanmistir
(Sekil 5.16; ** p<0.01, * p<0.05).
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Sekil 5.16. MDS ve saglikli kontrol 6rnekleri ile gergeklestirilen es zamanli PZR sonucu
ifade farkliligi analiz edilen miRNA’larin sonuglar ile ¢izilen siitun grafigi (n=19; **
p<0.01, * p<0.05).

Es zamanli PZR analizi sonucunda AML grubunda MDS grubuna gore hsa-miR-542-
5p’nin ifadesinin artig gosterdigi, hsa-miR-4646-3p, hsa-miR-324-3p ve hsa-miR-4436b-
Sp’nin ifadesinin ise istatistiksel olarak anlamli sekilde artis gosterdigi dogrulanmistir

(Sekil 5.17; ** p<0.01, * p<0.05 ).
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Sekil 5.17. MDS ve AML hasta ornekleri ile gerceklestirilen es zamanli PZR sonucu ifade

farklilig1 analiz edilen miRNA’larin sonuglari ile ¢izilen siitun grafigi (n=23; ** p<0.01, *
p<0.05).

5.5. MiRNA HEDEF GENLERININ TESPIiTiNE AiT BULGULAR

Smif karsilastirmasi sonucunda iki grup arasinda anlamli olarak farklilik gosteren
miRNA’lar ile hedef analizine gidilmistir. miRNA’larin hedefleri biyoinformatik analizler
ile tahmini olarak tespit edilmektedir. Her miRNA i¢in tahmini hedefler miRWalk
sitesinden indirilerek saklanmistir. Cizelge 5.6’da ¢alismada anlamli olarak ifade degisimi

gosteren her miRNAnin tahmini hedef gen sayilar1 verilmistir.

Cizelge 5.6. Tahmini miRNA hedef gen sayilar1.

Gruplar mMiRNA Hedef Gen Sayisi
AML-SK hsa-miR-134-5p 4153
hsa-miR-30d-5p 5767
MDS-SK hsa-miR-222-3p 5212
hsa-miR-30a-3p 6984
hsa-miR-324-3p 6774
AML-MDS hsa-miR-4436b-5p 5951
hsa-miR-4646-3p 4777
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56. MIiRNA HEDEF GENLERIi
ANALIZLERINE AiT BULGULAR

ILE GERCEKLESTIRILMIS YOLAK

Mikrodizin ve es-zamanli PZR analizi sonucunda gruplar (AML-SK, MDS-SK, AML-

MDS) arasinda farklilik gosterdigi belirlenen miRNA’larin hedef genleri ile yolak

analizleri gerceklestirilmistir. Her bir miRNA i¢in gerceklestirilen yolak analiz sonuglari

asagidaki tablolarda verilmistir (tlim yolak tablolar1, p<0.05).

56.1. AML-SK YOLAK ANALIZLERINE AiT BULGULAR

Cizelge 5.7. AML’li hastalarda saglikli kontrollere gore ifadesi artan hsa-miR-134- 5p’ye

ait tahmini hedeflerin yolak analizi sonuglari.

Yolak Ismi Hedef Gen Sayis1 | p degeri
Norotropin sinyal yolagi 50 0.000603638
MAPK sinyal yolag: 88 0.00149612
Insiilin sinyal yolag 51 0.002942104
Pankreas kanseri 31 0.009989168
Hipertropik kardiyomiyopati HCM 34 0.013071352
Fokal adezyon 66 0.015788473
Kalsiyum sinyal yolagi 59 0.01990696
Glioma 27 0.025968774
Kanser yolaklari 97 0.033893818
Aritmogenik sag ventrikiilar kardiyomiyopati ARVC 29 0.049555814

5.6.2. MDS-SK YOLAK ANALIZLERINE AiT BULGULAR

Cizelge 5.8. MDS’li hastalarda saglikli kontrollere gore ifadesi azalan hsa-miR-222-3p’ye

ait tahmini hedeflerin yolak analizi sonuglari.

Yolak Ismi Hedef Gen Sayis1 p degeri
Kanser yolaklar1 142 6.35E-09
Insiilin sinyal yolag1 68 1.96E-06
Whnt sinyal yolagi 72 4.04E-06
ErbB sinyal yolagi 48 5.85E-06
Akson yolagi 62 1.93E-05
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Norotropin sinyal yolagi 60 0.000124461
Kolorektal kanser 44 0.000149819
Prostat kanseri 45 0.000173345
Renal hiicre karsinoma 38 0.00019391
MAPK sinyal yolagi 107 0.00033623
Glioma 35 0.00041786
Adheren baglantilar 39 0.000552016
Pankreas kanseri 38 0.001083724
Kronik miyeloid 16semi (KML) 38 0.001083724
Adipositokin sinyal yolagi 36 0.001219249
Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri 29 0.003181911
T hiicre reseptor sinyal yolagi 49 0.005083332
Fokal adezyon 79 0.010420254
Uzun siireli potansiyasyon 34 0.014024037
Kiiciik hiicre akciger kanseri 38 0.02479758
Melanoma 33 0.035004566
Endometrial kanser 26 0.037990042
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http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05222+9429+862+1956+10645+1373+23327+3134+84647+637+5238+7453+54205+3812+7157+84647+5832+3675+7366+7124+356+57715+10725+7477+2960+54107+34+51+3141+1612+219+9+2911+775+25945+1871+10000+51363+867+406+6392+7157+2155+1789+91+57506+2744+785+54107+2113+126+9+960+116987+2932+998+10718+56894+31+5538+1374+1432+10451+8503+8790+2595+3709+1871+79017+253558+84647+1738+5162+2799+6489+4668+2525+5283+132158+10746+3811+2737+925+9653+55798+4361+23236+785+8867+8503+7852+1440+6482+10411+253558+81579+2915+2903+55217+9583+836+2494+83439+9965+9588+125+9588+27030+673+2214+1909+7161+2530+65220+771+7189+7518+1870+196403+8450+2589+2774+29954+7298+10393+2519+4717+50484+10000+53354+4717+9076+836+6120+2821+55711+9588+5053+23236+1355+79966+1581+920+729+996+34+7157+5690+7095+953+10201+84532+26999+10533+8453+59272+125+8898+6138+5602+57472+5436+4143+1870+10228+7357+10262+283209+6309+1581+6783+5019+6738+10725+5567+2571+4598+4089+9054+7175+9223+7187+1545+3115+8660+55798+51004+23327+586+1738+3708+1432+5567+3383+23002
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05218+9429+862+1956+10645+1373+23327+3134+84647+637+5238+7453+54205+3812+7157+84647+5832+3675+7366+7124+356+57715+10725+7477+2960+54107+34+51+3141+1612+219+9+2911+775+25945+1871+10000+51363+867+406+6392+7157+2155+1789+91+57506+2744+785+54107+2113+126+9+960+116987+2932+998+10718+56894+31+5538+1374+1432+10451+8503+8790+2595+3709+1871+79017+253558+84647+1738+5162+2799+6489+4668+2525+5283+132158+10746+3811+2737+925+9653+55798+4361+23236+785+8867+8503+7852+1440+6482+10411+253558+81579+2915+2903+55217+9583+836+2494+83439+9965+9588+125+9588+27030+673+2214+1909+7161+2530+65220+771+7189+7518+1870+196403+8450+2589+2774+29954+7298+10393+2519+4717+50484+10000+53354+4717+9076+836+6120+2821+55711+9588+5053+23236+1355+79966+1581+920+729+996+34+7157+5690+7095+953+10201+84532+26999+10533+8453+59272+125+8898+6138+5602+57472+5436+4143+1870+10228+7357+10262+283209+6309+1581+6783+5019+6738+10725+5567+2571+4598+4089+9054+7175+9223+7187+1545+3115+8660+55798+51004+23327+586+1738+3708+1432+5567+3383+23002
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05213+9429+862+1956+10645+1373+23327+3134+84647+637+5238+7453+54205+3812+7157+84647+5832+3675+7366+7124+356+57715+10725+7477+2960+54107+34+51+3141+1612+219+9+2911+775+25945+1871+10000+51363+867+406+6392+7157+2155+1789+91+57506+2744+785+54107+2113+126+9+960+116987+2932+998+10718+56894+31+5538+1374+1432+10451+8503+8790+2595+3709+1871+79017+253558+84647+1738+5162+2799+6489+4668+2525+5283+132158+10746+3811+2737+925+9653+55798+4361+23236+785+8867+8503+7852+1440+6482+10411+253558+81579+2915+2903+55217+9583+836+2494+83439+9965+9588+125+9588+27030+673+2214+1909+7161+2530+65220+771+7189+7518+1870+196403+8450+2589+2774+29954+7298+10393+2519+4717+50484+10000+53354+4717+9076+836+6120+2821+55711+9588+5053+23236+1355+79966+1581+920+729+996+34+7157+5690+7095+953+10201+84532+26999+10533+8453+59272+125+8898+6138+5602+57472+5436+4143+1870+10228+7357+10262+283209+6309+1581+6783+5019+6738+10725+5567+2571+4598+4089+9054+7175+9223+7187+1545+3115+8660+55798+51004+23327+586+1738+3708+1432+5567+3383+23002

Cizelge 5.9. MDS’li hastalarda saglikli kontrollere gore ifadesi azalan hsa-miR-30a-3p’ye
ait tahmini hedeflerin yolak analizi sonuglari.

Yolak Ismi Hedef Gen Sayisi p degeri
Kanser yolaklari 164 1.02E-05
ErbB sinyal yolagi 54 0.000187237
Kronik miyeloid 16semi 47 0.000252484
Norotropin sinyal yolag: 71 0.000704526
Prostat kanseri 52 0.001402508
Wnt sinyal yolagi 80 0.001738781
Glioma 40 0.002829178
Insiilin sinyal yolag1 72 0.009275016
Kolorektal kanser 48 0.015193236
Renal hiicre karsinoma 41 0.017439801
Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri 33 0.018248975
Adheren baglantilar 43 0.02250726
Kalsiyum sinyal yolagi 86 0.043263126

Cizelge 5.10. MDS’li hastalarda saglikli kontrollere gore ifadesi azalan hsa-miR-30d-5p’ye
ait tahmini hedeflerin yolak analizi sonuglari.

Yolak Ismi Hedef Gen Sayisi p degeri
Kanser yolaklar1 149 8.86E-08
ErbB sinyal yolagi 51 5.65E-06
Glioma 39 4.43E-05
Whnt sinyal yolag1 74 5.76E-05
Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri 32 0.000758401
Kolorektal kanser 45 0.001044701
Kronik miyeloid 16semi 40 0.001857687
Pankreas kanseri 40 0.001857687
Akson yolagi 61 0.001911161
Adheren baglantilar 39 0.007345033
Melanom 37 0.007434504
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http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04012+4363+5295+10580+10000+18+5293+5551+123745+4137+2582+6897+5530+3115+5294+8398+5832+3693+501+3115+3119+3688+10000+5727+2967+7374+1962+55432+3141+2261+7915+7498+3356+783+3106+10393+6655+55501+10000+9575+47+2932+5265+2687+10768+5156+171568+1610+2744+3678+54107+4855+7366+1553+3672+23327+3845+10392+2549+253558+27349+3032+2181+2206+5058+5294+2356+5213+7360+6654+2475+50484+57678+10434+275+5315+10855+6482+6482+84002+8818+25902+5602+3106+3549+3568+3340+131965+5890+3708+3694+5293+5105+3601+3716+6482+2770+8260+26279+11019+3479+2903+60496+7468+23431+9693+5080+7306+5293+4048+4258+4524+6118+10000+10725+5030+2885+6185+5167+275+4792+64421+10000+8650+2067+2650+81797+4548+5525+175+4718+5268+5601+586+4708+7534+4790+6120+6120+10478+8260+2805+5291+2990+10580+6342+115650+5567+5599+5096+9586+9491+5018+5137+5437+4191+2257+8678+5058+57486+6121+9108+6231+5601+10914+25885+22929+5293+8675+166929+10772+7365+1718+79644+55501+3157+2903+10125+5567+2687+79947+4089+27010+3845+23136+4283+4128+941+3767+316+51004+4193+586+5096+2982+5293+29927+4620+8566+4609
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05220+4363+5295+10580+10000+18+5293+5551+123745+4137+2582+6897+5530+3115+5294+8398+5832+3693+501+3115+3119+3688+10000+5727+2967+7374+1962+55432+3141+2261+7915+7498+3356+783+3106+10393+6655+55501+10000+9575+47+2932+5265+2687+10768+5156+171568+1610+2744+3678+54107+4855+7366+1553+3672+23327+3845+10392+2549+253558+27349+3032+2181+2206+5058+5294+2356+5213+7360+6654+2475+50484+57678+10434+275+5315+10855+6482+6482+84002+8818+25902+5602+3106+3549+3568+3340+131965+5890+3708+3694+5293+5105+3601+3716+6482+2770+8260+26279+11019+3479+2903+60496+7468+23431+9693+5080+7306+5293+4048+4258+4524+6118+10000+10725+5030+2885+6185+5167+275+4792+64421+10000+8650+2067+2650+81797+4548+5525+175+4718+5268+5601+586+4708+7534+4790+6120+6120+10478+8260+2805+5291+2990+10580+6342+115650+5567+5599+5096+9586+9491+5018+5137+5437+4191+2257+8678+5058+57486+6121+9108+6231+5601+10914+25885+22929+5293+8675+166929+10772+7365+1718+79644+55501+3157+2903+10125+5567+2687+79947+4089+27010+3845+23136+4283+4128+941+3767+316+51004+4193+586+5096+2982+5293+29927+4620+8566+4609
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04722+4363+5295+10580+10000+18+5293+5551+123745+4137+2582+6897+5530+3115+5294+8398+5832+3693+501+3115+3119+3688+10000+5727+2967+7374+1962+55432+3141+2261+7915+7498+3356+783+3106+10393+6655+55501+10000+9575+47+2932+5265+2687+10768+5156+171568+1610+2744+3678+54107+4855+7366+1553+3672+23327+3845+10392+2549+253558+27349+3032+2181+2206+5058+5294+2356+5213+7360+6654+2475+50484+57678+10434+275+5315+10855+6482+6482+84002+8818+25902+5602+3106+3549+3568+3340+131965+5890+3708+3694+5293+5105+3601+3716+6482+2770+8260+26279+11019+3479+2903+60496+7468+23431+9693+5080+7306+5293+4048+4258+4524+6118+10000+10725+5030+2885+6185+5167+275+4792+64421+10000+8650+2067+2650+81797+4548+5525+175+4718+5268+5601+586+4708+7534+4790+6120+6120+10478+8260+2805+5291+2990+10580+6342+115650+5567+5599+5096+9586+9491+5018+5137+5437+4191+2257+8678+5058+57486+6121+9108+6231+5601+10914+25885+22929+5293+8675+166929+10772+7365+1718+79644+55501+3157+2903+10125+5567+2687+79947+4089+27010+3845+23136+4283+4128+941+3767+316+51004+4193+586+5096+2982+5293+29927+4620+8566+4609
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05215+4363+5295+10580+10000+18+5293+5551+123745+4137+2582+6897+5530+3115+5294+8398+5832+3693+501+3115+3119+3688+10000+5727+2967+7374+1962+55432+3141+2261+7915+7498+3356+783+3106+10393+6655+55501+10000+9575+47+2932+5265+2687+10768+5156+171568+1610+2744+3678+54107+4855+7366+1553+3672+23327+3845+10392+2549+253558+27349+3032+2181+2206+5058+5294+2356+5213+7360+6654+2475+50484+57678+10434+275+5315+10855+6482+6482+84002+8818+25902+5602+3106+3549+3568+3340+131965+5890+3708+3694+5293+5105+3601+3716+6482+2770+8260+26279+11019+3479+2903+60496+7468+23431+9693+5080+7306+5293+4048+4258+4524+6118+10000+10725+5030+2885+6185+5167+275+4792+64421+10000+8650+2067+2650+81797+4548+5525+175+4718+5268+5601+586+4708+7534+4790+6120+6120+10478+8260+2805+5291+2990+10580+6342+115650+5567+5599+5096+9586+9491+5018+5137+5437+4191+2257+8678+5058+57486+6121+9108+6231+5601+10914+25885+22929+5293+8675+166929+10772+7365+1718+79644+55501+3157+2903+10125+5567+2687+79947+4089+27010+3845+23136+4283+4128+941+3767+316+51004+4193+586+5096+2982+5293+29927+4620+8566+4609
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04310+4363+5295+10580+10000+18+5293+5551+123745+4137+2582+6897+5530+3115+5294+8398+5832+3693+501+3115+3119+3688+10000+5727+2967+7374+1962+55432+3141+2261+7915+7498+3356+783+3106+10393+6655+55501+10000+9575+47+2932+5265+2687+10768+5156+171568+1610+2744+3678+54107+4855+7366+1553+3672+23327+3845+10392+2549+253558+27349+3032+2181+2206+5058+5294+2356+5213+7360+6654+2475+50484+57678+10434+275+5315+10855+6482+6482+84002+8818+25902+5602+3106+3549+3568+3340+131965+5890+3708+3694+5293+5105+3601+3716+6482+2770+8260+26279+11019+3479+2903+60496+7468+23431+9693+5080+7306+5293+4048+4258+4524+6118+10000+10725+5030+2885+6185+5167+275+4792+64421+10000+8650+2067+2650+81797+4548+5525+175+4718+5268+5601+586+4708+7534+4790+6120+6120+10478+8260+2805+5291+2990+10580+6342+115650+5567+5599+5096+9586+9491+5018+5137+5437+4191+2257+8678+5058+57486+6121+9108+6231+5601+10914+25885+22929+5293+8675+166929+10772+7365+1718+79644+55501+3157+2903+10125+5567+2687+79947+4089+27010+3845+23136+4283+4128+941+3767+316+51004+4193+586+5096+2982+5293+29927+4620+8566+4609
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05214+4363+5295+10580+10000+18+5293+5551+123745+4137+2582+6897+5530+3115+5294+8398+5832+3693+501+3115+3119+3688+10000+5727+2967+7374+1962+55432+3141+2261+7915+7498+3356+783+3106+10393+6655+55501+10000+9575+47+2932+5265+2687+10768+5156+171568+1610+2744+3678+54107+4855+7366+1553+3672+23327+3845+10392+2549+253558+27349+3032+2181+2206+5058+5294+2356+5213+7360+6654+2475+50484+57678+10434+275+5315+10855+6482+6482+84002+8818+25902+5602+3106+3549+3568+3340+131965+5890+3708+3694+5293+5105+3601+3716+6482+2770+8260+26279+11019+3479+2903+60496+7468+23431+9693+5080+7306+5293+4048+4258+4524+6118+10000+10725+5030+2885+6185+5167+275+4792+64421+10000+8650+2067+2650+81797+4548+5525+175+4718+5268+5601+586+4708+7534+4790+6120+6120+10478+8260+2805+5291+2990+10580+6342+115650+5567+5599+5096+9586+9491+5018+5137+5437+4191+2257+8678+5058+57486+6121+9108+6231+5601+10914+25885+22929+5293+8675+166929+10772+7365+1718+79644+55501+3157+2903+10125+5567+2687+79947+4089+27010+3845+23136+4283+4128+941+3767+316+51004+4193+586+5096+2982+5293+29927+4620+8566+4609
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04910+4363+5295+10580+10000+18+5293+5551+123745+4137+2582+6897+5530+3115+5294+8398+5832+3693+501+3115+3119+3688+10000+5727+2967+7374+1962+55432+3141+2261+7915+7498+3356+783+3106+10393+6655+55501+10000+9575+47+2932+5265+2687+10768+5156+171568+1610+2744+3678+54107+4855+7366+1553+3672+23327+3845+10392+2549+253558+27349+3032+2181+2206+5058+5294+2356+5213+7360+6654+2475+50484+57678+10434+275+5315+10855+6482+6482+84002+8818+25902+5602+3106+3549+3568+3340+131965+5890+3708+3694+5293+5105+3601+3716+6482+2770+8260+26279+11019+3479+2903+60496+7468+23431+9693+5080+7306+5293+4048+4258+4524+6118+10000+10725+5030+2885+6185+5167+275+4792+64421+10000+8650+2067+2650+81797+4548+5525+175+4718+5268+5601+586+4708+7534+4790+6120+6120+10478+8260+2805+5291+2990+10580+6342+115650+5567+5599+5096+9586+9491+5018+5137+5437+4191+2257+8678+5058+57486+6121+9108+6231+5601+10914+25885+22929+5293+8675+166929+10772+7365+1718+79644+55501+3157+2903+10125+5567+2687+79947+4089+27010+3845+23136+4283+4128+941+3767+316+51004+4193+586+5096+2982+5293+29927+4620+8566+4609
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05210+4363+5295+10580+10000+18+5293+5551+123745+4137+2582+6897+5530+3115+5294+8398+5832+3693+501+3115+3119+3688+10000+5727+2967+7374+1962+55432+3141+2261+7915+7498+3356+783+3106+10393+6655+55501+10000+9575+47+2932+5265+2687+10768+5156+171568+1610+2744+3678+54107+4855+7366+1553+3672+23327+3845+10392+2549+253558+27349+3032+2181+2206+5058+5294+2356+5213+7360+6654+2475+50484+57678+10434+275+5315+10855+6482+6482+84002+8818+25902+5602+3106+3549+3568+3340+131965+5890+3708+3694+5293+5105+3601+3716+6482+2770+8260+26279+11019+3479+2903+60496+7468+23431+9693+5080+7306+5293+4048+4258+4524+6118+10000+10725+5030+2885+6185+5167+275+4792+64421+10000+8650+2067+2650+81797+4548+5525+175+4718+5268+5601+586+4708+7534+4790+6120+6120+10478+8260+2805+5291+2990+10580+6342+115650+5567+5599+5096+9586+9491+5018+5137+5437+4191+2257+8678+5058+57486+6121+9108+6231+5601+10914+25885+22929+5293+8675+166929+10772+7365+1718+79644+55501+3157+2903+10125+5567+2687+79947+4089+27010+3845+23136+4283+4128+941+3767+316+51004+4193+586+5096+2982+5293+29927+4620+8566+4609
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05211+4363+5295+10580+10000+18+5293+5551+123745+4137+2582+6897+5530+3115+5294+8398+5832+3693+501+3115+3119+3688+10000+5727+2967+7374+1962+55432+3141+2261+7915+7498+3356+783+3106+10393+6655+55501+10000+9575+47+2932+5265+2687+10768+5156+171568+1610+2744+3678+54107+4855+7366+1553+3672+23327+3845+10392+2549+253558+27349+3032+2181+2206+5058+5294+2356+5213+7360+6654+2475+50484+57678+10434+275+5315+10855+6482+6482+84002+8818+25902+5602+3106+3549+3568+3340+131965+5890+3708+3694+5293+5105+3601+3716+6482+2770+8260+26279+11019+3479+2903+60496+7468+23431+9693+5080+7306+5293+4048+4258+4524+6118+10000+10725+5030+2885+6185+5167+275+4792+64421+10000+8650+2067+2650+81797+4548+5525+175+4718+5268+5601+586+4708+7534+4790+6120+6120+10478+8260+2805+5291+2990+10580+6342+115650+5567+5599+5096+9586+9491+5018+5137+5437+4191+2257+8678+5058+57486+6121+9108+6231+5601+10914+25885+22929+5293+8675+166929+10772+7365+1718+79644+55501+3157+2903+10125+5567+2687+79947+4089+27010+3845+23136+4283+4128+941+3767+316+51004+4193+586+5096+2982+5293+29927+4620+8566+4609
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05222+9429+862+1956+10645+1373+23327+3134+84647+637+5238+7453+54205+3812+7157+84647+5832+3675+7366+7124+356+57715+10725+7477+2960+54107+34+51+3141+1612+219+9+2911+775+25945+1871+10000+51363+867+406+6392+7157+2155+1789+91+57506+2744+785+54107+2113+126+9+960+116987+2932+998+10718+56894+31+5538+1374+1432+10451+8503+8790+2595+3709+1871+79017+253558+84647+1738+5162+2799+6489+4668+2525+5283+132158+10746+3811+2737+925+9653+55798+4361+23236+785+8867+8503+7852+1440+6482+10411+253558+81579+2915+2903+55217+9583+836+2494+83439+9965+9588+125+9588+27030+673+2214+1909+7161+2530+65220+771+7189+7518+1870+196403+8450+2589+2774+29954+7298+10393+2519+4717+50484+10000+53354+4717+9076+836+6120+2821+55711+9588+5053+23236+1355+79966+1581+920+729+996+34+7157+5690+7095+953+10201+84532+26999+10533+8453+59272+125+8898+6138+5602+57472+5436+4143+1870+10228+7357+10262+283209+6309+1581+6783+5019+6738+10725+5567+2571+4598+4089+9054+7175+9223+7187+1545+3115+8660+55798+51004+23327+586+1738+3708+1432+5567+3383+23002
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04520+9429+862+1956+10645+1373+23327+3134+84647+637+5238+7453+54205+3812+7157+84647+5832+3675+7366+7124+356+57715+10725+7477+2960+54107+34+51+3141+1612+219+9+2911+775+25945+1871+10000+51363+867+406+6392+7157+2155+1789+91+57506+2744+785+54107+2113+126+9+960+116987+2932+998+10718+56894+31+5538+1374+1432+10451+8503+8790+2595+3709+1871+79017+253558+84647+1738+5162+2799+6489+4668+2525+5283+132158+10746+3811+2737+925+9653+55798+4361+23236+785+8867+8503+7852+1440+6482+10411+253558+81579+2915+2903+55217+9583+836+2494+83439+9965+9588+125+9588+27030+673+2214+1909+7161+2530+65220+771+7189+7518+1870+196403+8450+2589+2774+29954+7298+10393+2519+4717+50484+10000+53354+4717+9076+836+6120+2821+55711+9588+5053+23236+1355+79966+1581+920+729+996+34+7157+5690+7095+953+10201+84532+26999+10533+8453+59272+125+8898+6138+5602+57472+5436+4143+1870+10228+7357+10262+283209+6309+1581+6783+5019+6738+10725+5567+2571+4598+4089+9054+7175+9223+7187+1545+3115+8660+55798+51004+23327+586+1738+3708+1432+5567+3383+23002
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04020+4363+5295+10580+10000+18+5293+5551+123745+4137+2582+6897+5530+3115+5294+8398+5832+3693+501+3115+3119+3688+10000+5727+2967+7374+1962+55432+3141+2261+7915+7498+3356+783+3106+10393+6655+55501+10000+9575+47+2932+5265+2687+10768+5156+171568+1610+2744+3678+54107+4855+7366+1553+3672+23327+3845+10392+2549+253558+27349+3032+2181+2206+5058+5294+2356+5213+7360+6654+2475+50484+57678+10434+275+5315+10855+6482+6482+84002+8818+25902+5602+3106+3549+3568+3340+131965+5890+3708+3694+5293+5105+3601+3716+6482+2770+8260+26279+11019+3479+2903+60496+7468+23431+9693+5080+7306+5293+4048+4258+4524+6118+10000+10725+5030+2885+6185+5167+275+4792+64421+10000+8650+2067+2650+81797+4548+5525+175+4718+5268+5601+586+4708+7534+4790+6120+6120+10478+8260+2805+5291+2990+10580+6342+115650+5567+5599+5096+9586+9491+5018+5137+5437+4191+2257+8678+5058+57486+6121+9108+6231+5601+10914+25885+22929+5293+8675+166929+10772+7365+1718+79644+55501+3157+2903+10125+5567+2687+79947+4089+27010+3845+23136+4283+4128+941+3767+316+51004+4193+586+5096+2982+5293+29927+4620+8566+4609
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04012+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05214+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04310+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05222+9429+862+1956+10645+1373+23327+3134+84647+637+5238+7453+54205+3812+7157+84647+5832+3675+7366+7124+356+57715+10725+7477+2960+54107+34+51+3141+1612+219+9+2911+775+25945+1871+10000+51363+867+406+6392+7157+2155+1789+91+57506+2744+785+54107+2113+126+9+960+116987+2932+998+10718+56894+31+5538+1374+1432+10451+8503+8790+2595+3709+1871+79017+253558+84647+1738+5162+2799+6489+4668+2525+5283+132158+10746+3811+2737+925+9653+55798+4361+23236+785+8867+8503+7852+1440+6482+10411+253558+81579+2915+2903+55217+9583+836+2494+83439+9965+9588+125+9588+27030+673+2214+1909+7161+2530+65220+771+7189+7518+1870+196403+8450+2589+2774+29954+7298+10393+2519+4717+50484+10000+53354+4717+9076+836+6120+2821+55711+9588+5053+23236+1355+79966+1581+920+729+996+34+7157+5690+7095+953+10201+84532+26999+10533+8453+59272+125+8898+6138+5602+57472+5436+4143+1870+10228+7357+10262+283209+6309+1581+6783+5019+6738+10725+5567+2571+4598+4089+9054+7175+9223+7187+1545+3115+8660+55798+51004+23327+586+1738+3708+1432+5567+3383+23002
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05210+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05220+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05212+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05218+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599

Ubiquitin ile saglanan proteoliz 61 0.00776089
Norotropin sinyal yolagi 59 0.008692302
Apoptoz 43 0.009688469
Melanogenez 48 0.017604951
Fosfatidilinositol sinyal sistemi 38 0.01859034
Prostat kanseri 43 0.01875791
Uzun siireli potansiyasyon 36 0.019390028
Endositoz 78 0.028909234
Fokal adezyon 83 0.039846496
Akut miyeloid I6semi 30 0.044278726

5.6.3. AML-MDS YOLAK ANALIZLERINE AiT BULGULAR

Cizelge 5.11. AML’li hastalarda MDS’li hastalara gore ifadesi artan hsa-miR-324-3p’ye ait

tahmini hedeflerin yolak analizi sonuglari.

Yolak Ismi Hedef Gen Sayisi p degeri
Akson yolagi 76 1.69E-06
Kanser yolaklari 162 3.32E-06
MAPK sinyal yolagi 135 2.21E-05
Pankreas kanseri 47 9.08E-05
MTOR sinyal yolag1 35 0.000433501
Melanogenez 58 0.000445269
Whnt sinyal yolagi 80 0.000445635
Norotropin sinyal yolagi 70 0.000447013
Insiilin sinyal yolag1 74 0.000599478
Kronik miyeloid I6semi 45 0.000836019
Kolorektal kanser 50 0.000901912
Glioma 40 0.001161649
ErbB sinyal yolagi 51 0.001294326
Adipositokin sinyal yolagi 42 0.001713158
Kalsiyum sinyal yolagi 88 0.003720883
Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri 33 0.008739587
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http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04120+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04916+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05215+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04510+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05221+5825+5294+7414+5465+1373+23327+355+51+5535+140838+124454+5532+1385+5613+5742+8974+6934+54659+3117+7173+9353+5534+5727+6908+6996+223+60481+7157+39+7498+57105+7170+5818+5885+6372+27087+6777+8863+3418+5599+5345+262+6360+10622+2746+7042+6117+6654+54575+7084+9899+5867+7157+5781+5601+5322+32+5538+39+7410+5293+5599+2643+8790+55276+5592+5579+50484+9162+8525+875+57818+411+6482+8706+8702+55650+4522+5601+5551+81029+7173+266722+3034+25788+7157+6444+8871+5573+940+5296+8702+5294+253558+5322+5894+5500+60496+217+8905+5608+2494+7472+7157+5332+54578+847+4292+5293+10451+7433+5601+6480+51251+1373+5594+4361+7039+5663+5985+6482+26531+441024+5529+4126+527+7157+5599+53354+7381+8440+5601+6120+5631+8540+253558+2806+8525+5498+10580+23600+5896+5621+5599+84532+5293+9491+6731+93034+51082+223+6093+8678+5908+185+54576+53+6134+10010+9125+5433+191+7188+6616+129807+6426+54576+2222+54600+6783+3157+716+5601+5567+51380+3157+5933+8776+6256+22800+5604+8564+355+5294+253558+10229+7323+586+39+5613+5894+523+637+8566+5599
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04010+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05212+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04150+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04916+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04310+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04722+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04910+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05220+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05210+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05214+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04012+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04920+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04020+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05222+9429+862+1956+10645+1373+23327+3134+84647+637+5238+7453+54205+3812+7157+84647+5832+3675+7366+7124+356+57715+10725+7477+2960+54107+34+51+3141+1612+219+9+2911+775+25945+1871+10000+51363+867+406+6392+7157+2155+1789+91+57506+2744+785+54107+2113+126+9+960+116987+2932+998+10718+56894+31+5538+1374+1432+10451+8503+8790+2595+3709+1871+79017+253558+84647+1738+5162+2799+6489+4668+2525+5283+132158+10746+3811+2737+925+9653+55798+4361+23236+785+8867+8503+7852+1440+6482+10411+253558+81579+2915+2903+55217+9583+836+2494+83439+9965+9588+125+9588+27030+673+2214+1909+7161+2530+65220+771+7189+7518+1870+196403+8450+2589+2774+29954+7298+10393+2519+4717+50484+10000+53354+4717+9076+836+6120+2821+55711+9588+5053+23236+1355+79966+1581+920+729+996+34+7157+5690+7095+953+10201+84532+26999+10533+8453+59272+125+8898+6138+5602+57472+5436+4143+1870+10228+7357+10262+283209+6309+1581+6783+5019+6738+10725+5567+2571+4598+4089+9054+7175+9223+7187+1545+3115+8660+55798+51004+23327+586+1738+3708+1432+5567+3383+23002

Endositoz 90 0.010625604
Aldosteron ile diizenlenen sodyum reabsorbsiyon 27 0.011920672
Notch sinyal yolag1 29 0.01902668
Uzun siireli potansiyasyon 40 0.019417024
Akut miyeloid l6semi 34 0.021687215
Progesteron ile saglanan oosit olgunlasmasi 47 0.029593733
Fokal adezyon 94 0.041637139
VEGEF sinyal yolag1 42 0.049075427

Cizelge 5.12. AML’li hastalarda MDS’1i hastalara gore ifadesi artan hsa-miR-4436b-5p’ye
ait tahmini hedeflerin yolak analizi sonuglari.

Yolak Ismi Hedef Gen Sayisi p degeri
Norotropin sinyal yolagi 73 6.87E-08
Kanser yolaklari 147 3.46E-06
ErbB sinyal yolagi 51 1.71E-05
Renal hiicre karsinoma 42 6.89E-05
MAPK sinyal yolagi 120 0.000123763
Whnt sinyal yolagi 73 0.000469386
Ubiquitin ile saglanan proteoliz 66 0.000469439
Insiilin sinyal yolag1 67 0.001012798
Akson yolagi 63 0.00111341
Glioma 37 0.001165634
Kolorektal kanser 45 0.002458872
Kalsiyum sinyal yolagi 80 0.003534307
Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri 31 0.004928858
Uzun siireli potansiyasyon 38 0.005716823
Prostat kanseri 45 0.007327636
T hiicre reseptor sinyal yolagi 53 0.008820861
MTOR sinyal yolagi 30 0.00937356
Kronik miyeloid l6semi 39 0.010387324
VEGF sinyal yolagi 40 0.01261241
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http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04144+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04960+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04330+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05221+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04914+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04510+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04370+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04722+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04012+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05211+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04010+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04310+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04120+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04910+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05214+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05210+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04020+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05222+9429+862+1956+10645+1373+23327+3134+84647+637+5238+7453+54205+3812+7157+84647+5832+3675+7366+7124+356+57715+10725+7477+2960+54107+34+51+3141+1612+219+9+2911+775+25945+1871+10000+51363+867+406+6392+7157+2155+1789+91+57506+2744+785+54107+2113+126+9+960+116987+2932+998+10718+56894+31+5538+1374+1432+10451+8503+8790+2595+3709+1871+79017+253558+84647+1738+5162+2799+6489+4668+2525+5283+132158+10746+3811+2737+925+9653+55798+4361+23236+785+8867+8503+7852+1440+6482+10411+253558+81579+2915+2903+55217+9583+836+2494+83439+9965+9588+125+9588+27030+673+2214+1909+7161+2530+65220+771+7189+7518+1870+196403+8450+2589+2774+29954+7298+10393+2519+4717+50484+10000+53354+4717+9076+836+6120+2821+55711+9588+5053+23236+1355+79966+1581+920+729+996+34+7157+5690+7095+953+10201+84532+26999+10533+8453+59272+125+8898+6138+5602+57472+5436+4143+1870+10228+7357+10262+283209+6309+1581+6783+5019+6738+10725+5567+2571+4598+4089+9054+7175+9223+7187+1545+3115+8660+55798+51004+23327+586+1738+3708+1432+5567+3383+23002
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05215+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04660+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04150+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05220+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04370+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772

B hiicre reseptor sinyal yolagi 38 0.025839321
Pankreas kanseri 38 0.025839321
Progesteron ile saglanan oosit olgunlagmasi 43 0.028508648
Adheren baglantilar 38 0.036774223
Tip Il diyabet 27 0.039345258
Fc epsilon RI sinyal yolagi 40 0.04926953

Cizelge 5.13. AML’li hastalarda MDS’li hastalara gore ifadesi artan hsa-miR-4646-3p’ye
ait tahmini hedeflerin yolak analizi sonuglari.

Yolak Ismi Hedef Gen Sayis1 | p degeri
Whnt sinyal yolag1 65 6.57E-05
Kanser yolaklari 119 0.000146992
Akson yolagi 55 0.00055924
Norotropin sinyal yolagi 54 0.001308028
MAPK sinyal yolagi 98 0.001360754
Kalsiyum sinyal yolag1 69 0.001913522
Insiilin sinyal yolag1 56 0.003437506
Melanogenez 43 0.008694849
Apoptoz 38 0.009307231
Adipositokin sinyal yolagi 31 0.032177534
Uzun siireli potansiyasyon 31 0.043510553
Glioma 29 0.043517324

5.7. MIRNA HEDEF GENLERININ ES ZAMANLI PZR YONTEMIi iLE
DOGRULANMASINA AiT BULGULAR

miRNA hedef genlerinin biyoinformatik olarak web tabanli araglar ile belirlenmesinin
ardindan segilen bazi hedef genleri dogrulama calismalar1 es zamanli PZR yontemi ile
gerceklestirilmistir.  AML-Saglikli kontrol kiyaslamasinda beklenen dogrultuda ifade
gosteren miRNA olan hsa-miR-134-5p’nin ifadesinin AML 6rneklerinde arttigi bulunmus
ve bu artisin hedef genlerin ifadesinin azalmasina sebep olacag diigiiniilmistiir. Hsa-miR-

134-5p’nin hedefleri arasinda yer alan BDNF geni ile gerceklestirien es-zamanli PZR
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http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04662+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05212+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04914+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04930+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04664+10060+5914+25945+5465+8528+5293+3111+51+5532+8790+23395+5532+5993+7124+113612+4842+6444+7365+7124+7038+5364+5879+5727+6872+4968+8639+60481+3141+5604+622+7498+7416+6546+4756+5934+6360+27087+7046+1454+6391+5599+5327+2687+23382+5008+5970+2744+6443+5982+56907+128+7367+1286+11031+23533+836+5599+253558+3032+30+9846+8396+5599+2643+5208+5213+113+5894+4258+1609+8525+6470+7167+3423+6489+6489+8702+54965+48+775+941+7482+966+90161+1644+5890+51164+6546+5294+5599+942+5293+10164+5747+253558+84647+5579+5534+132949+501+55353+5532+5080+113+5293+5337+54578+4524+6118+6196+4773+5031+5599+4248+22978+765+4671+79840+8503+51107+5887+55568+818+10585+4548+5519+64772+10063+64065+5899+586+5413+9181+5155+54577+6120+5825+1644+23533+7365+10062+6718+29851+2534+5599+38+5295+10197+6731+5150+7372+55902+10451+8678+5894+185+64816+80308+6165+5601+4848+10621+23382+5294+9570+166929+23350+5167+6309+6718+50515+3155+6634+4772+773+2687+38+7046+27010+7170+7525+5599+121278+7124+8660+131965+84274+5371+586+36+113+5747+526+942+29968+4772
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04310+368+5371+4087+3551+27165+477+3106+9415+2903+80146+2058+596+4261+4914+2880+262+786+224+7173+5058+4776+2737+2967+3146+2572+51+686+23604+3157+7498+2903+6548+2734+994+5058+10090+4193+1408+4967+208+728+2678+635+3572+10622+27165+3479+5981+4853+2947+7083+22801+64750+3845+5781+25+5322+31+9374+1375+3845+208+1729+249+5210+5211+1453+1950+2880+26007+1608+1738+5211+8692+256435+6482+2651+10026+4191+808+3106+5568+931+3340+131669+4683+627+775+3707+31+3695+3952+6482+1364+51126+1573+5592+5502+132949+3030+1508+3551+5080+4254+1950+55568+221+4524+10714+6197+4772+2914+627+4245+65220+2744+5599+64421+1950+9612+5426+55568+109+4524+5519+4126+528+4193+1950+586+4723+6093+51384+9942+2539+5830+6898+6898+8525+2235+5465+6718+64421+4684+3479+224+4193+5690+29927+5139+953+224+2256+25989+2549+4311+8854+55+6134+57506+4849+5433+2678+3910+10228+410+57461+5167+4047+6718+6799+38+88+3551+5136+2678+38+4090+6932+2036+5295+224+2572+5601+51126+6898+4281+586+1738+109+4772+23545+3106+8566+5467
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04722+19+861+5787+5465+7915+5295+940+51+840+55577+57505+5606+4802+10000+8398+262+784+224+3119+940+5362+5295+5727+27097+4968+18+51+686+1871+3157+7498+816+477+4897+8379+207+27087+2122+1454+1431+7043+5327+2687+262+7292+8517+112+1763+51513+1548+7084+3339+5337+5170+10392+5291+10555+32+3030+2180+5606+5291+7422+1719+3795+3099+7082+5291+2936+132158+8398+6472+5313+3425+6482+4668+6487+10026+1431+111+3824+7480+960+9394+26+7156+513+775+5297+5260+6387+11009+6487+7414+224+8398+8398+816+7468+6556+782+5080+7484+5155+230+1559+6472+6118+5295+5295+552+207+4245+5167+766+331+2237+5295+9612+6118+6482+5567+55624+1719+816+129807+495+472+207+586+4718+7534+7479+51084+230+5192+24142+2806+5291+5498+116519+1582+4261+5567+207+18+367+9491+7095+109+171568+55902+387+9140+5291+5476+56603+53+6229+8717+23404+171568+51409+23533+6810+410+10291+5834+8435+1646+6817+3157+81+7410+5567+570+3157+9372+999+6714+5602+4967+940+9021+222+23295+51520+586+8398+81579+115+27+8566+5602
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04010+368+5371+4087+3551+27165+477+3106+9415+2903+80146+2058+596+4261+4914+2880+262+786+224+7173+5058+4776+2737+2967+3146+2572+51+686+23604+3157+7498+2903+6548+2734+994+5058+10090+4193+1408+4967+208+728+2678+635+3572+10622+27165+3479+5981+4853+2947+7083+22801+64750+3845+5781+25+5322+31+9374+1375+3845+208+1729+249+5210+5211+1453+1950+2880+26007+1608+1738+5211+8692+256435+6482+2651+10026+4191+808+3106+5568+931+3340+131669+4683+627+775+3707+31+3695+3952+6482+1364+51126+1573+5592+5502+132949+3030+1508+3551+5080+4254+1950+55568+221+4524+10714+6197+4772+2914+627+4245+65220+2744+5599+64421+1950+9612+5426+55568+109+4524+5519+4126+528+4193+1950+586+4723+6093+51384+9942+2539+5830+6898+6898+8525+2235+5465+6718+64421+4684+3479+224+4193+5690+29927+5139+953+224+2256+25989+2549+4311+8854+55+6134+57506+4849+5433+2678+3910+10228+410+57461+5167+4047+6718+6799+38+88+3551+5136+2678+38+4090+6932+2036+5295+224+2572+5601+51126+6898+4281+586+1738+109+4772+23545+3106+8566+5467
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04020+368+5371+4087+3551+27165+477+3106+9415+2903+80146+2058+596+4261+4914+2880+262+786+224+7173+5058+4776+2737+2967+3146+2572+51+686+23604+3157+7498+2903+6548+2734+994+5058+10090+4193+1408+4967+208+728+2678+635+3572+10622+27165+3479+5981+4853+2947+7083+22801+64750+3845+5781+25+5322+31+9374+1375+3845+208+1729+249+5210+5211+1453+1950+2880+26007+1608+1738+5211+8692+256435+6482+2651+10026+4191+808+3106+5568+931+3340+131669+4683+627+775+3707+31+3695+3952+6482+1364+51126+1573+5592+5502+132949+3030+1508+3551+5080+4254+1950+55568+221+4524+10714+6197+4772+2914+627+4245+65220+2744+5599+64421+1950+9612+5426+55568+109+4524+5519+4126+528+4193+1950+586+4723+6093+51384+9942+2539+5830+6898+6898+8525+2235+5465+6718+64421+4684+3479+224+4193+5690+29927+5139+953+224+2256+25989+2549+4311+8854+55+6134+57506+4849+5433+2678+3910+10228+410+57461+5167+4047+6718+6799+38+88+3551+5136+2678+38+4090+6932+2036+5295+224+2572+5601+51126+6898+4281+586+1738+109+4772+23545+3106+8566+5467
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04910+368+5371+4087+3551+27165+477+3106+9415+2903+80146+2058+596+4261+4914+2880+262+786+224+7173+5058+4776+2737+2967+3146+2572+51+686+23604+3157+7498+2903+6548+2734+994+5058+10090+4193+1408+4967+208+728+2678+635+3572+10622+27165+3479+5981+4853+2947+7083+22801+64750+3845+5781+25+5322+31+9374+1375+3845+208+1729+249+5210+5211+1453+1950+2880+26007+1608+1738+5211+8692+256435+6482+2651+10026+4191+808+3106+5568+931+3340+131669+4683+627+775+3707+31+3695+3952+6482+1364+51126+1573+5592+5502+132949+3030+1508+3551+5080+4254+1950+55568+221+4524+10714+6197+4772+2914+627+4245+65220+2744+5599+64421+1950+9612+5426+55568+109+4524+5519+4126+528+4193+1950+586+4723+6093+51384+9942+2539+5830+6898+6898+8525+2235+5465+6718+64421+4684+3479+224+4193+5690+29927+5139+953+224+2256+25989+2549+4311+8854+55+6134+57506+4849+5433+2678+3910+10228+410+57461+5167+4047+6718+6799+38+88+3551+5136+2678+38+4090+6932+2036+5295+224+2572+5601+51126+6898+4281+586+1738+109+4772+23545+3106+8566+5467
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04916+368+5371+4087+3551+27165+477+3106+9415+2903+80146+2058+596+4261+4914+2880+262+786+224+7173+5058+4776+2737+2967+3146+2572+51+686+23604+3157+7498+2903+6548+2734+994+5058+10090+4193+1408+4967+208+728+2678+635+3572+10622+27165+3479+5981+4853+2947+7083+22801+64750+3845+5781+25+5322+31+9374+1375+3845+208+1729+249+5210+5211+1453+1950+2880+26007+1608+1738+5211+8692+256435+6482+2651+10026+4191+808+3106+5568+931+3340+131669+4683+627+775+3707+31+3695+3952+6482+1364+51126+1573+5592+5502+132949+3030+1508+3551+5080+4254+1950+55568+221+4524+10714+6197+4772+2914+627+4245+65220+2744+5599+64421+1950+9612+5426+55568+109+4524+5519+4126+528+4193+1950+586+4723+6093+51384+9942+2539+5830+6898+6898+8525+2235+5465+6718+64421+4684+3479+224+4193+5690+29927+5139+953+224+2256+25989+2549+4311+8854+55+6134+57506+4849+5433+2678+3910+10228+410+57461+5167+4047+6718+6799+38+88+3551+5136+2678+38+4090+6932+2036+5295+224+2572+5601+51126+6898+4281+586+1738+109+4772+23545+3106+8566+5467
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04210+368+5371+4087+3551+27165+477+3106+9415+2903+80146+2058+596+4261+4914+2880+262+786+224+7173+5058+4776+2737+2967+3146+2572+51+686+23604+3157+7498+2903+6548+2734+994+5058+10090+4193+1408+4967+208+728+2678+635+3572+10622+27165+3479+5981+4853+2947+7083+22801+64750+3845+5781+25+5322+31+9374+1375+3845+208+1729+249+5210+5211+1453+1950+2880+26007+1608+1738+5211+8692+256435+6482+2651+10026+4191+808+3106+5568+931+3340+131669+4683+627+775+3707+31+3695+3952+6482+1364+51126+1573+5592+5502+132949+3030+1508+3551+5080+4254+1950+55568+221+4524+10714+6197+4772+2914+627+4245+65220+2744+5599+64421+1950+9612+5426+55568+109+4524+5519+4126+528+4193+1950+586+4723+6093+51384+9942+2539+5830+6898+6898+8525+2235+5465+6718+64421+4684+3479+224+4193+5690+29927+5139+953+224+2256+25989+2549+4311+8854+55+6134+57506+4849+5433+2678+3910+10228+410+57461+5167+4047+6718+6799+38+88+3551+5136+2678+38+4090+6932+2036+5295+224+2572+5601+51126+6898+4281+586+1738+109+4772+23545+3106+8566+5467
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04920+368+5371+4087+3551+27165+477+3106+9415+2903+80146+2058+596+4261+4914+2880+262+786+224+7173+5058+4776+2737+2967+3146+2572+51+686+23604+3157+7498+2903+6548+2734+994+5058+10090+4193+1408+4967+208+728+2678+635+3572+10622+27165+3479+5981+4853+2947+7083+22801+64750+3845+5781+25+5322+31+9374+1375+3845+208+1729+249+5210+5211+1453+1950+2880+26007+1608+1738+5211+8692+256435+6482+2651+10026+4191+808+3106+5568+931+3340+131669+4683+627+775+3707+31+3695+3952+6482+1364+51126+1573+5592+5502+132949+3030+1508+3551+5080+4254+1950+55568+221+4524+10714+6197+4772+2914+627+4245+65220+2744+5599+64421+1950+9612+5426+55568+109+4524+5519+4126+528+4193+1950+586+4723+6093+51384+9942+2539+5830+6898+6898+8525+2235+5465+6718+64421+4684+3479+224+4193+5690+29927+5139+953+224+2256+25989+2549+4311+8854+55+6134+57506+4849+5433+2678+3910+10228+410+57461+5167+4047+6718+6799+38+88+3551+5136+2678+38+4090+6932+2036+5295+224+2572+5601+51126+6898+4281+586+1738+109+4772+23545+3106+8566+5467
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05214+368+5371+4087+3551+27165+477+3106+9415+2903+80146+2058+596+4261+4914+2880+262+786+224+7173+5058+4776+2737+2967+3146+2572+51+686+23604+3157+7498+2903+6548+2734+994+5058+10090+4193+1408+4967+208+728+2678+635+3572+10622+27165+3479+5981+4853+2947+7083+22801+64750+3845+5781+25+5322+31+9374+1375+3845+208+1729+249+5210+5211+1453+1950+2880+26007+1608+1738+5211+8692+256435+6482+2651+10026+4191+808+3106+5568+931+3340+131669+4683+627+775+3707+31+3695+3952+6482+1364+51126+1573+5592+5502+132949+3030+1508+3551+5080+4254+1950+55568+221+4524+10714+6197+4772+2914+627+4245+65220+2744+5599+64421+1950+9612+5426+55568+109+4524+5519+4126+528+4193+1950+586+4723+6093+51384+9942+2539+5830+6898+6898+8525+2235+5465+6718+64421+4684+3479+224+4193+5690+29927+5139+953+224+2256+25989+2549+4311+8854+55+6134+57506+4849+5433+2678+3910+10228+410+57461+5167+4047+6718+6799+38+88+3551+5136+2678+38+4090+6932+2036+5295+224+2572+5601+51126+6898+4281+586+1738+109+4772+23545+3106+8566+5467

caligmas1 sonucunda bu genin ifadesinin beklendigi iizere AML 06rneklerinde azaldigi

tespit edilmistir (Sekil 5.18).

[y
co

[ury
)]

[
'S

N

?: 12

510 wAML
&

(] uSK
-]

T

=

BDNF

Sekil 5.18. AML ve saglikli kontrol 6rnekleri ile gerceklestirilen BDNF (hsa-miR-134-
5p’nin hedefi) geninin es zamanli PZR ifade sonuglari ile ¢izilen siitun grafigi (n=21).

MDS-Saglikli kontrol kiyaslamas: sonucunda farklilik gosteren miRNA’larin hepsinin
ifadesinde azalma gozlenmis (hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-222-3p, hsa-miR-30a-3p) ve bu
azalmanin hedef genlere olan etkisinin artma seklinde olacagi beklenmistir. Hedefleri ile
gerceklestirilen es zamanli PZR ¢alismasi sonuglart beklenen dogrultuda gézlenmis olup
RUNX-1 ve MYC genlerinin ifadelerinin MDS o6rneklerinde artti§i bulunmustur (Sekil
5.19).
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Sekil 5.19. MDS ve saglikli kontrol 6rnekleri ile gergeklestirilen RUNX1 (hsa-miR-30d-
5p’nin hedefi) ve MYC (hsa-miR-30a-3p’nin hedefi) geninin es zamanli PZR ifade
sonuglari ile ¢izilen siitun grafigi (n=16).

AML-MDS kiyaslamasi sonucunda es zamanli PZR yontemi ile analiz edilen hedef
genlerden CASP3’ilin ifadesinin hedefleyen miRNA ile beklenildigi gibi ters davrandigi
tespit edilmistir. Hedef genlerden 3 tanesinin (CALM3, BCR, IKBKB) ise beklenenden
ters ifade degisimi gostermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli degisim gosterdigi

belirlenmistir (Sekil 5.20).
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Sekil 5.20. MDS ve AML ornekleri ile gergeklestirilen CALM3 (hsa-miR-4646-3p’nin
hedefi), BCR (hsa-miR-4436b-5p’nin hedefi), IKBKB (hsa-miR-324-3p’nin hedefi) ve
CASP3 (hsa-miR-4436b-5p’nin hedefi) genlerinin es zamanli PZR ifade sonuglari ile
cizilen siitun grafigi (n=21; * p<0.05, ** p<0.01.).
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5.8. DICER1 GENININ iFADE ANALIZINE AiT BULGULAR

DICERL1 geninin ifadesi es-zamanli PZR yontemi ile saptanmigtir. Saglikli kontrol grubu
MKH’lerindeki DICER1 gen ifadesinin MDS ve AML hastalarinin MKH’lerindeki
ifadesinden daha yiiksek oldugu ve saglikli kontrol’den MDS’ye, MDS’den AML’ye
gittikge ifadenin anlamli sekilde azaldigi gosterilmistir (Sekil 5.21).
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Sekil 5.21. MDS/ AML ve saglikli kontrol 6rnekleri ile gergeklestirilen DICER1 geninin es
zamanli PZR ifade sonuglari ile ¢izilen siitun grafigi (n=29; p<0.001).
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Literatiirde bugiine kadar yapilan calismalarda miRNA’larin HKH’lerin farklilagmasinm
diizenleyerek hematopoezde de 6nemli rol aldiklar gosterilmistir (297-299). Calismamizin
baslangi¢c  noktasint  olusturan  Raaijmakers’in  yaptigit  arastirmada  fare
osteoprogenitdrlerinde DICER1 delesyonuyla miRNA’larin global ifade azalmasinin
tiimorigenezi tetikledigi belirtilerek mikrogevredeki miRNA’larin hastalik patogenezindeki
rolii gosterilmigtir. MDS/AML gibi hastaliklarda hematopoezde bozulma goriildiigi ve
osteoprogenitorlerdeki miRNA’larin ifade azalmasimin hastalik baglamasii tetikledigi
bilgilerinden yola ¢ikarak miRNA’larin  hematopoetik mikrogevre iizerinde ve
hematopoezde diizenleyici rolleri olabilir diye diisiiniilmiis, boylelikle MDS ve AML
hastalarinin MKH’lerinde saglikli kontrollere gore, DICER1 geni ifadesinin ve miRNA
ifade profillerinin farklilik gosterebilecegi ve bu farklililarin hastaliklarin olusum ve

gelisimin siirecini agiklayabilecegi ongoriilmiistiir.

MDS/AML hastaliklar1 ile yapilan c¢aligmalarin biiyiik ¢ogunlugunda hematopoetik
hiicrelere ait bozukluklar detayli olarak incelenmis olmakla birlikte stromal anormallikler
ancak son yillarda arastirilmaya baslanmistir. Kemik iliginde hematopoetik hiicreler ile
stromanin yakin iliskide olmas1 nedeniyle hematopoetik bozukluklarin stromal hiicrelerde
de degisiklige yol acabilecegi bilinmektedir. Buna ragmen stromaya ait primer
bozukluklarin MDS/AML gelisimine yol agtigini kanitlayan ¢alismalar yok denecek kadar
azdir. Son bir yil iginde yapilan hayvan deneyleri hastalik gelisiminde mikrogevrenin
primer roliine isaret etmektedir. Son yillarda farelerde yapilan ¢alismalarda hematopoetik
hastaliklarin baslangici ve desteklenmesinde kemik iligi mikrogevresinin aktif rol oynadig:
rapor edilmistir. Calismalar anormal mikrogevrenin hematopoetik hastaliklarin baglangici

ve ilerlemesinde aktif rol oynadiklarin1 gostermektedir (238,239,337,338).

Raaijmakers ve ekibinin yapmis oldugu ¢alisma MDS/AML gibi hematopoetik
malignitelerde kemik iligi mikrogevresinin dnemini en giizel bicimde ortaya koymaktadir.
Arastirma bulgular1 bireysel hiicresel stromal elementlerin doku hemostazindaki roliinii

gostermektedir ve bu hiicrelerin baslica fonksiyon bozuklugunun hematopoetik sistemde
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sekonder neoplastik hastaligi baslatabilecegini acgiga ¢ikarmistir. Osteoprogenitor
hiicrelerde DICER1 delesyonu olgun miRNA’larin global ifade azalmasina yol agtig1 i¢in
insanlardaki miRNA  bozukluklarnin MDS/AML’nin  patogenezindeki rollerinin

belirlenmesi 6nemli olacaktir.

Yapilan bu fare c¢alismalar1 birlikte degerlendirildiginde bu c¢alismalar kemik iligi
mikrogevresindeki baglica degisikliklerin insan hastalifina benzer hematopoetik
anormallikleri baslatmadaki kapasitesini ve &nemini orneklendirmektedir. Ustelik bu
aragtirmalarda yapilan transplantasyon calismalariyla hematopoetik hiicrelerin normal
fenotipine doniismesi mikrogevrenin bu hastaliklardaki roliinii kanitlamaktadir. Bu
caligmalar mikrogevredeki degisikliklerin daha uygun ortam saglayarak malin klonal
hiicrelerin  biiylimesini kolaylastirdigini ve maligniteye giden c¢ok adimli siirecte
mikrogevrenin baslica roliiniin oldugunu gostermektedir (19,238,239,337,338). Biitiin bu
deneyler fare modelleri iizerinde yapilmustir, fakat insanlarda mikrogevrenin tam olarak

hastaliga katkis1 gosterilememistir.

Giiniimiize kadar yapilan insan ¢alismalarinda MDS/AML kemik iligi kokenli MKH’lerde
morfolojik, fonksiyonel ve kantitatif degisiklikler arastirilmistir. Fakat MKH’lerin bazi
hematolojik hastaliklarda diizeylerinin ve fonksiyonlariin degisip degismedigi ve boyle
degisikliklerin hastaligin ilerlemesindeki katkis1 hakkinda celiskili bilgiler bulunmaktadir.
Yapilan bu arastirmalarin bazilarinda MKH’lerin farkli morfolojik, fonksiyonel, fenotipik,
kalitatif ve kantitatif ozellikler gosterdikleri tespit edilirken (248,258,276,339,340) diger
calismalarda MKH’lerin 6nemli morfolojik, fonksiyonel, fenotipik, kalitatif ve kantitatif
anormallikler gostermedikleri tespit edilmistir (244, 341, 342).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda MDS MKH’lerinde saglikli kontrollere gore in vitro
ortamda biiyiime ve ¢ogalma kapasitelerinde azalma tespit edilmistir. Geyh ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada tiim MDS alttiplerindeki MKH’lerin (n:106) biiyiime ve
cogalma kapasitelerinde onemli sekilde azalma tespit edilmistir (343). Aanei ve arkadaslar
tarafindan yapilan iki ¢alismada MDS-MKH’lerinin fokal adezyon protein
anormallikleriyle iliskili olan biiyiime kusurlar1 gosterdigi rapor edilmistir (250,344). MDS
MKH’lerindeki biiytime kusurlarimin CD44 ve CD49e (a5-integrin) molekiillerindeki
azalmayla iliskili olabilecegi belirtilmistir. Diger calismalarda MDS-MKH’lerinde
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cogalma kapasitelerinde azalma tespit edilmistir (276,341,345). Bizim g¢alismamizda da
belirtilen ¢alismalara benzer sekilde 6zellikle MDS MKH’leri olmak iizere MDS ve AML
orneklerinin ¢ogunlugunda MKH’lerin biiyiime, ¢ogalma kapasitelerinde ve hiicrelerin
kiiltiir kaplarin1 kaplama yiizdesinde azalma tespit edilmistir. MDS/AML MKH’lerinin
kiltlir caligmalarinda ¢ogu 6rnekte iireme sorunu gézlemlenmistir. Genellikle hiicreler ilk
pasajdan sonra yaslanmaya baslamis ve c¢ogalmamistir. Bu nedenle Orneklerin
cogunlugunu pasaj 3’e getirme zorluguyla karsilasilmistir. Az sayida ornek pasaj 3’e
getirilebilmistir. Ayrica hasta 6rneklerinin ¢ogunlugunda ilerleyen pasajlarda hiicrelerde
anormal hiicre morfolojisi tespit edilmistir. Bu calismalar birlikte degerlendirildiginde
MDS/AML MKH’lerinin biiyiime ve ¢ogalma kapasitelerindeki azalmanin hematopoetik
mikrogevrenin  hematopoezi destekleme kapasitesinde bozulmaya yol acabilecek
nedenlerden biri olabilecegi ve boylelikle bu hastaliklarin patogenezinde rolii olabilecegi

sOylenebilir.

Yapilan ¢alismalarda MDS MKH’lerinin farklilasma kapasiteleri de analiz edilmistir.
Varga ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada ise MDS MKH’lerinde adipojenik
farklilasmada azalma tespit edilmistir (345). Ferrer ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada
saglikli kontrollere gore MDS MKH’lerinde osteojenik ve adipojenik farklilasma
kapasitelerinde azalma tespit edilmistir (249). Geyh ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
baska c¢alismada MDS MKH’lerinin osteojenik farklilasma kapasitesinin saglikli
kontrollere gore azaldig1 sitokimyasal boyama ve osterix ile osteokalsinin azalan ifadesiyle
kanitlanmistir (343). Bizim ¢alismamizda ise diger ¢alismalara benzer sekilde morfolojik
ve Kantitatif analiz sonuglar1 degerlendirildiginde MDS/AML orneklerinde saglikli
kontrollere goére osteojenik ve adipojenik farklilasma kapasitelerinde azalma tespit
edilmistir. Kantitatif 6l¢iim sonuglarina gore farklilagsma analiz sonuglarinda dikkati ¢eken
onemli bir nokta MKH’lerin osteojenik ve adipojenik farklilagsma kapasitelerinin saglikli
kontrollerden MDS’ye ve MDS’den AML’ye dogru kademeli bir azalma gdstermis
olmasidir (Sekil 5.4 ve Sekil 5.5). MDS/AML MKH’lerinin farklilasma kapasitelerindeki
azalmalar MDS ve AML’de nisin bozulabileceginin bir gostergesi olabilir ve bu
degisiklikler bu hastaliklarin 6nemli 6zelligi olan yetersiz hematopoezin bir nedeni olabilir.
Ciinkii osteoblastlar ve adipositler nisin 6nemli bilesenleridir ve ¢esitli sitokin ve sinyal

molekiilleri salgilayarak ve hiicre-hiicre iletisimiyle hematopoezi diizenlerler. Dolayisiyla
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MDS ve AML MKH’lerindeki farklilasma anormallikleri bu hastaliklarin patolojisinde

mikrogevresel etken olarak rol oynayabilir.

MDS/AML MKH’lerindeki kromozomal ve gen ifadesi degisiklikleri hakkinda az sayida
calisma vardir ve sadece son yillarda calisilmistir. Birka¢ calismada sitogenetik
anormallikler bulunmamasma ragmen (346,347) diger c¢alismalarda sitogenetik
anormallikler tespit edilmistir (244,255,275,348) Yapilan diger bir caligmada ise pediatrik
MDS veya MDS ile iliskili akut miyeloid 16semi (MDS-AML) hastalariyla saglikli
kontrollerin kemik iligi stromal hiicrelerinin karsilagtirmali gen ifade analizi arastirilmistir.
Saglikli kontroller ve MDS’li veya MDS-AML pediatrik hastalarindan elde edilen kemik
iligi stromal hiicreleri arasinda gen ifadelerinde farkliliklar tespit edilmistir (349). Yapilan
bir baska calismada MDS MKH’lerinin genomik degisiklikler gosterdigi belirtilmistir
(276).

MDS/AML’de son yillarda miRNA ifade profilleri rapor edilmektedir. Bu ¢alismalarda
hastalik sitogenetigi, diyognozu, prognozu ve patolojisiyle baglantili olabilecek miRNA
imza profilleri tanimlanmstir (317,318,324,326,327,350). MDS/AML’de ifadesi bozulan
miRNA’larin tanimlanmast bu miRNA’larin MDS/AML patolojisindeki rollerine igaret
edebilir. Ifadesi bozulan miRNA’larin ¢esitli sekillerde hematopoetik hiicrelerin kendini
yenilemesinde artis, farklilasmanin azalmasi, apoptozun degismesi ve/veya losemik

hiicrelerin anormal ¢ogalmasina katkida bulunarak MDS/AML’de rolii olabilir.

MDS/AML’deki miRNA ifade g¢alismalar1 kisitli olmasina ve g¢esitli hiicre tiplerinde
yapilmasia ragmen bu calismalar miRNA’larin klinik biyobelirte¢ olarak yararliliklar
yanisira MDS/AML patogenezinde miRNA’larin roliinii arastirmada onemli baslangic
noktast sergileyebilirler. Bizim ¢alismamizda hastalar ve saglikli kontrollerde
mikrogevrenin baglica bileseni olan MKH’lerde miRNA ifade profilleri yapilmis ve
miRNA boyutunda molekiiler degisiklikler gosterilmistir. Ayrica MDS ve AML’de saglikli

kontrollere gére DICER1 gen ifadesinde azalma tespit edilmistir.
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6.1.1. MDS MKH MiRNA PROFILLERINIiN SK MKH MiRNA PROFILLERI iLE
KIYASLANMASI

MDS hastalarindan elde edilen MKH’ler ile gerceklestirilen miRNA mikrodizin
sonuglarma gore 7 adet miRNA’nin (hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-5581-5p, hsa-miR-222-3p,
hsa-miR-30a-3p, hsa-miR-6165, hsa-miR-4462, hsa-miR-1914-3p) MDS’li bireyleri
saglikli kontrollerden ayirabildigi ve hsa-miR-4462 haricinde diger biitiin miRNA’larin
ifadesinin MDS’de azaldig1 bulunmustur. Mikrodizin verilerini dogrulama ¢aligmalar1 altin
standart metot olan es-zamanli PZR ile gerceklestirilmis ve bahsi gegen miRNA’lardan
hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-222-3p ve hsa-miR-30a-3p’nin MDS’li bireylerde saglikli
kontroller 1ile kiyaslandiginda anlamhi olarak azaldig1 (p<0.009) dogrulanmistir.
miRNA’larin  hedeflerinin 3’-UTR bolgelerine baglanarak hedefledekleri genlerin
islevlerini diizenledikleri ve 6zellikle ifadeyi baskilayarak mRNA ya da protein diizeyinde
ifadeyi azalttiklar1 bilinmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak MDS ile saglikli kontrollerin
kiyaslanmasinda anlamli olarak farklilik gosteren biitiin miRNA’larin ifadesinin azaldigi
diisiiniildiiglinde hedeflerinin ifadelerinde artig gériilmesi beklenmektedir. Es zamanli PZR
ile dogrulugu saptanmis miRNA’larin  hedefleri ile gergeklestirilen yolak analiz
sonuglarina gore hedef genler Oncelikle anlamli olarak AML ve KML gibi kanser
yolaklarinda zenginlesmistir. KEGG’den elde edilen AML yolagi incelendiginde, miRNA
hedeflerinin arasinda Ras, Raf ve MEK gibi hiicre ¢ogalmasimi tetikleyen proteinlerin
oldugu dikkat ¢gekmektedir. Bu proteinleri hedefleyen miRNA’larin ifadeleri azaldigi igin
mMIiRNA hedeflerinin ifadelerinin artmasi ve dolayisi ile hiicre ¢ogalmasinin artmasi ve
hiicreleri kanserlesme siirecine gdotiirmeleri beklenebilir (Sekil 6.1). Yine ayni yolak
incelendiginde miRNA’larin hedefleri arasinda artan miktarda CEBPA oldugu ve bu
proteinin varliginda hiicre farklilasmasinin engellendigi ve kanserlesme siirecine katkida

bulundugu gozlenmektedir (Sekil 6.1).
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Sekil 6.1. AML sinyal yolaginin KEGG goriintiisi. MDS-SK MKH’leri arasinda anlamli
olarak farklilik gosteren 3 miRNA nin (hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-222-3p ve hsa-miR-30a-
3p) hedeflerinin bazilarmin yer aldigt AML sinyal yolag1 goriilmektedir. Pembe ile isaretli
olan proteinler miRNA hedeflerini isaret etmektedir.

KEGG’den elde edilen kanser yolagi incelendiginde, MDS-Saglikli kontrol MKH’leri
arasinda anlamli olarak farklilik gésteren 3 miRNA’nin (hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-222-3p
ve hsa-miR-30a-3p’nin) hedeflerinin  arasinda HKH’lerin diizenlenmesinde ve

hematopoezde rolii olan sitokinler, biiylime faktorleri ve sinyal molekiilleri tespit edilmistir

(SDF-1, Wnt, TGFa, EGF, PDGF, IGF-1, KITLG, HGF, FGF) (Sekil 6.2).
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Sekil 6.2. Kanserde yer alan sinyal yolaklarinin KEGG goriintiisii. MDS-SK MKH’leri
arasinda anlamli olarak farklilik gosteren 3 miRNA’nin (hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-222-3p
ve hsa-miR-30a-3p’nin) hedeflerinin bazilarmin yer aldigi kanser sinyal yolaklar
goriilmektedir. Pembe ile isaretli olan proteinler miRNA hedeflerini isaret etmektedir.

6.1.2. AML MKH MIRNA PROFILLERININ SK MKH MiRNA PROFILLERIi
iLE KIYASLANMASI

AML hastalarindan elde edilen MKH’ler ile gerceklestirilen miRNA mikrodizin
sonuglarina gore 9 adet miRNA’nin (hsa-miR-4485-3p, hsa-miR-150-3p, hsa-miR-1973,
hsa-miR-134-5p, hsa-miR-4646-3p, hsa-miR-1275, hsa-miR-4725-5p, hsa-miR-143-3p,
hsa-miR-874-3p) AML’li bireyleri saglikli kontrollerden ayirabildigi ve saglikli kontroller
ile kiyaslandiginda AML’de hem artan hem de azalan miRNA’larin oldugu gosterilmistir.
Es zamanli PZR yontemi ile gergeklestirilen dogrulama g¢alismalart sonucunda mikrodizin
verisine en uyumlu olan miRNA’nin p<0,03 degeri ve 2,05 kat degisim ile hsa-miR-134-5p
oldugu dikkat c¢ekmistir. Bu miRNA’nin hedefleri ile gerceklestirilen yolak analizleri

incelendiginde HKH’ler iizerinde ve hematopoezde mikrogevresel olarak diizenleyici
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rolleri olan hedef genlerin (BDNF, EGF, FGF, PDGF, TGFp) MAPK gibi kanserle iliskili
sinyal yolaklarinda zenginlestigi tespit edilmistir (Sekil 6.3).
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Sekil 6.3. MAPK sinyal yolagimin KEGG goériintiisii. hsa-134-5p’nin hedefledigi genlerin
bir kisminin yer aldigi MAPK sinyal yolaginin KEGG’den elde edilmis goriintiisii. Pembe
ile isaretli olan proteinler miRNA hedeflerini isaret etmektedir.

6.1.3. MDS MKH MIiRNA PROFILLERININ AML MKH MiRNA PROFILLERIi
iLE KIYASLANMASI

AML ve MDS MKH’lerinden elde edilen miRNA profilleri kiyaslandiginda 7 adet
miRNA’nin anlamh olarak farklilik gosterdigi bulunmustur ve biitin miRNA’larin
ifadelerinin AML’de MDS’ye gore artis gosterdigi gozlenmistir. Mikrodizin verilerinin
dogrulanmasina yonelik gergeklestirilen es-zamanli PZR ¢alismalar1 sonucunda farklilik
gosteren 7 adet miRNA’nin (hsa-miR-4652-3p, hsa-miR-33b-3p, hsa-let-7b-3p, hsa-miR-
4646-3p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-4436b-5p, hsa-miR-542-5p) 3 tanesi dogrulanmistir
(hsa-miR-324-3p, hsa-miR-4436b-5p, hsa-miR-4646-3p). Es-zamanli PZR ile dogrulanan

miRNA’larin hedefleri belirlenmis ve yolak zenginlestirme analizleri gergeklestirilmistir.
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Bu miRNA’larin her birinin AML’de artis gosterdigi géz Oniine alindiginda hedeflerinde
ifade azalis1 beklenmektedir. Yolak analizleri sonucunda hedef genlerin genellikle anlamli
olarak AML, KML ve p53 sinyal yolaklarinda zenginlestigi dikkat ¢ekmistir. Yolaklar
detayli olarak incelendiginde hedef genler arasinda hiicrede kontrol noktasi proteini olarak
gorev yapan ATM ve tiimor baskilayict gen olan p53°in varhigi dikkat ¢ekmistir. Ayrica
hiicrede apoptozu baslatan proteinler olan CASP9 ve CASP3 genleri de miRNA’larin
direkt hedefleri arasinda yer almaktadir. MDS-AML ge¢isinde miRNA seviyesindeki
artigin, hedefledigi genlerin ifadelerinde azalisa sebep olacagi diisiintildiiglinde hiicrede
DNA tamir mekanizmasini uyaran ATM’nin ifadesindeki azalma ya da bozulma p53°iin de
azalmasi ile birlikte hiicreyi kansere siiriikleyecek yollardan biri olabilir. Ayrica hiicrelerin
kanserden kurtulus mekanizmasi olarak kullandigi apoptoz proteinlerinin de miRNA’lar
tarafindan hedefleniyor olmast bu proteinlerin seviyesindeki azalisa ve hiicrenin
apoptozdan kagisina sebep olabilir. Dolayist ile AML’de MDS’ye gore artis gosteren
mMIRNA’larin hedefledigi genler ve bu genlerin gorev aldigi yolaklar incelendiginde bu
miRNA’larin MDS-AML ge¢isinde dnemli role sahip olabilecekleri diisiintilebilir (Sekil
6.4).
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Sekil 6.4. p53 sinyal yolagmin KEGG goriintiisii. hsa-miR-4646-3p’nin hedefledigi
genlerin bir kismimin yer aldig1 p53 sinyal yolaginin KEGG’den elde edilmis goriintiisii.
Pembe ile isaretli olan proteinler miRNA hedeflerini isaret etmektedir.

Caligmamizda MDS-Saglikli kontrol ve AML-Saglikli kontrol arasinda ifadesinde farklilik
gosteren miRNA’lar tespit edilmistir. Fakat bu miRNA’lar MDS-AML karsilastirmasinda
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ifadesinde farklilik gésteren miRNA’lar ile Ortiismemektedir. Bu sonucun gruplar arasi

farklardan ve bireye 6zgii farkliliklardan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

miRNA biyogenezinde 6nemli rol oynayan bir RNaz Il endoniikleaz olan DICER1,
omurgali gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. DICER1 geni delesyona ugratilmig fare,
zayiflamis kan damar1 ve yolk kesesi olusumu gostererek 12,5. ve 14,5. embriyonik giinleri
arasindaki embriyonik gelisimde Olmiistiir (351). Zebra baliginin DICER1 mutant
embriyolar1 gastrulasyon, beyin olusumu, somitogenez ve kalp gelisimi boyunca anormal
morfogenez gostermistir (352). DICER1’in gelisim yanisira kok hiicrelerin bazi hiicresel
stireglerinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. DICER1 ve DROSHA’nin knock-out’inin
global miRNA ifade profili bozulmasina yol agarak kok hiicrelerin hiicre biiyiimesi, hiicre
boliinmesi, plastisite, kendini kopyalama, farklilasma gibi hiicresel mekanizmalar
degistirdigi rapor edilmistir (353). Onceki calismalarda DICER1 ve DROSHA nin knock-
out’r kanser hiicrelerinin tiimorigenitesinde artisin yanisira kanser hiicre hatlarinin hizl
¢ogalimima yolagmustir (354,355). DICERL geni knock-out edilen farelerde ayn1 zamanda
bir akciger kanser modelinde tiimoér gelisiminin daha olasi oldugu belirtilmistir (354).
Klinik ¢alismalarda DICER1’in azalan ifadesi akciger kanserinde kotii prognozla
iliskilendirilmistir (356). Diger bir ¢alismada DICER1 ve DROSHA’nin knock-out’iyla
global miRNA ifade bozulumu insan MKH’lerinin farklilasma potansiyelini 6nemli 6lgiide
azaltmustir (353).

Raaijmakers ve ark. yaptigi arastirmada fare osteoprogenitorlerindeki DICER-1
delesyonuyla miRNA’larin global ifade azalmasinin tiimorigenezi artirdigi rapor edilmistir
(19). Benzer bir baska ¢alismada Santamaria ve ark. (241) 33 MDS ve 25 saglikli kontrol
kemik iligi MKH’lerinde DICER-1, DROSHA ve SBDS genlerinin ifadesini arastirmistir
ve MDS’de DICER-1, DROSHA ve SBDS genlerinin ifadesinde saglikli kontrollere gore
azalma tespit etmistir. Bunun disinda bazit miRNA’larin (mir-155, miR-181a ve miR-222)
ifadesinde de azalma tespit edilmistir. Diger bir ¢alismada DICER1 ifadesi MDS/AML ve
saglikli kontrollerde analiz edilmis ve DICER1 ifadesi saglikli kontrollere gére MDS’den
AML’ye dogru azalis géstermistir (343). Bizim ¢alismamizda MDS/AML hastalarindan ve
saglikli kontrollerden kemik iliginin mikrogevresini olusturan MKH’ler izole edilmis,

MDS ve AML gelisiminde kemik iligi mikrogevresinin énemi miRNA boyutunda
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aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Ayrica miRNA biyogenezinde ¢ok onemli rolii olan DICER1
geninin osteoprogenitor hiicrelerdeki delesyonunun hematolojik kanserlere yol actig1 goz
onlinde bulundurularak osteoprogenitor onciisii olan MKH’lerdeki DICER1 ifadesi es-
zamanli PZR yontemi ile saptanmustir. Bizim ¢alismamizda da Raaijmakers, Santamaria ve
Geyh’in calismalariyla uyumlu olarak DICER1 gen ifadesinin saglikli kontrollere gore
MDS’den AML’ye dogru gittikge anlamli sekilde kademeli olarak azaldig:1 gosterilmistir
(Sekil 5.21). miRNA biyogenezinde ¢ok Onemli role sahip olan DICER1 geninin
ifadesindeki dereceli azalig, bu genin ve bazi miRNA’larin ifade degisikliklerinin
MDS/AML olusumunda ve gelisiminde 6nemli rolleri olabilecegini dogrular niteliktedir.
Yapilan bir ¢alismada DICER1 ve DROSHA’nin knock-out’mnin insan MKH’lerinin
farklilasma potansiyelini 6nemli 6lgiide azalttigr belirtilmistir (353). Bizim ¢alismamizda
da DICER1 genindeki ifadenin MDS’den AML’ye gittikge anlamli sekilde azaldig: tespit
edilmistir. DICER1 genindeki bu kademeli azalmaya paralel olarak ayni zamanda
MKH’lerin osteojenik ve adipojenik farklilasma kapasitelerinin de MDS’den AML’ye
dogru azalmasit (Sekil 5.4 ve Sekil 5.5) DICER1 geninin insan MKH’lerinin
farklilagsmasinda diizenleyici rollerinin olabilecegini gostermektedir. DICER1 geninin
insan MKH’lerinin farklilagmasi iizerindeki rollerinin netlesmesi i¢in daha ¢ok ¢alismanin

yapilmasi gerekmektedir.

Bu c¢aligmalar birlikte degerlendirildiginde DICER1 geninin omurgalilarda embriyonik
gelisim yanisira kok hiicrelerin hiicre biiyiimesi, hiicre boliinmesi, plastisite, kendini
kopyalama, farklilasma gibi genis bir araliktaki hiicresel siireglerde énemli rol oynadigi
goriilmektedir. DICER1 miRNA biyogenezinde rol oynadigi i¢in genis bir gen grubunun
diizenlenmesinde énemli rolii oldugu sdylenebilir. miRNA biyogenezinde énemli rolii olan
bu enzimin ¢ok ¢esitli biyolojik siireglerde rol almasi dolayisiyla normalden daha karmagsik
olmasi olasidir. Yukarida da belirtildigi gibi DICER1 knock-out’inin ve ifadesinin
bozulmasi gesitli kanser tiplerinde tlimorigenezi artirmistir. Dolayistyla DICER1 geninin
fonksiyonunun bozulmasinin akciger kanserinde oldugu gibi MDS/AML gibi hematolojik

kanserlerin patolojisinde de rolii olabilir.

Raaijmakers’in yaptig1 arastirmada fare osteoprogenitérlerinde DICER1 delesyonuyla

miRNA’larin global ifade azalmasinin tlimorigenezi baslattigi belirtilerek mikrocevredeki

123



miRNA’larin hastalik patogenezindeki rolii gosterilmistir. Diger taraftan MDS/AML gibi
hastaliklarda hematopoezde bozulma goriildiigiinden ve miRNA’larin ifadelerindeki
azalma hastalik baglamasini tetiklediginden miRNA’larin hematopoetik mikrogevre
tizerinde ve hematopoezde diizenleyici rolleri olabilir. Giiniimiize kadar miRNA’larin
hematopoetik nis tlizerindeki diizenleyici rolleri lizerinde yapilmis olan herhangi bir insan
calismas1 yok denecek kadar azdir ve hangi miRNA’nin bu diizenleyici rolil tistlendigi net
degildir. Fakat son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda HKH’ler {izerinde diizenleyici rolii
olan bazi miRNA’lar belirlenmistir (312-315). Bu ¢alismalar miRNA’larin hematopoezde
mikrogevresel diizenleyici olarak rollerinin olabilecegini gdstermektedir. Bizim
calismamizda kanser yolaklariyla iliskili olan miRNA’lar tanimlanmistir. Bu miRNA’lar
MDS/AML’de mutasyona ugrayan onemli genler yanisira hematopoetik mikrogevrede
onemli diizenleyici rolleri olan sitokin, adezyon, biiyiime faktorleri ve bazi sinyal genlerini

hedeflemektedir.

Santamaria’nin yaptig1 ¢alismada DICER1, DROSHA, SBDS yanisira mir-155, miR-181a
ve miR-222 gibi miRNA’larin ifadesinde de azalma tespit edilmistir. Bu miRNA’larin
SDF-1, TP53, PTEN ve MYC genlerini hedefledigi tespit edilmis ve bu genlerden SDF-1
ifadesinin azaldigi belirtilmistir (241). Benzer bir ¢alismada 38 AML ve 24 saglikh
kontrollerin kemik iligi kokenli MKH’lerinin miRNA ifade profilleri nanostring metoduyla
analiz edilmis ve farklilik gosteren miRNA’lar es zamanli PZR metodu ile dogrulanmistir.
Dogrulanan miRNA’lardan let-7g, let-7c, miR-21, miR-93 ifadesinin AML’de saglikli
kontrollere gore azaldigi, miR-410 ifadesinin arttig1 tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada
ifadesi degisen miRNA’larin hedef genlerinin ldsemi yolaklarinda zenginlestigi
belirtilmistir (357). Bizim g¢alismamizda her bir hasta grubu ve saglikli kontroller ile
gerceklestirilmis olan miRNA mikrodizin ¢alismalari sonucunda MDS MKH’lerinin ve
AML MKH’lerinin miRNA profilleri saglikli kontrol MKH’lerinin miRNA profilleri ile ve
MDS MKH miRNA profilleri AML MKH miRNA profilleri ile kiyaslanmis ve
MDS/AML spesifik miRNA’lar tespit edilmistir. MDS &rneklerinde 3 miRNA’nin (hsa-
miR-30d-5p, hsa-miR-222-3p ve hsa-miR-30a-3p’nin) ve AML o6rneklerinde Dbir
miRNA’nin (hsa-miR-134-5p) anlamli olarak ifadesinde farkliliklar tespit edilmistir.
miRNA hedef genlerinin biyoinformatik araglar ile belirlenmesinin ardindan secilen bazi

hedef genlerin dogrulama caligmalar1 es-zamanli PZR yontemi ile gergeklestirilmistir.
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MDS-Saglikli kontrol kiyaslamasi sonucunda farklilik gosteren miRNA’larin hepsinin
ifadesinde azalma g6zlenmis (hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-222-3p, hsa-miR-30a-3p) ve bu
azalmanin hedef genlerin ifadesine olan etkisinin artma seklinde olacagi beklenmistir.
Hedefleri ile gergeklestirilen es-zamanli PZR ¢alismasi sonuglari beklenen dogrultuda
gbzlenmis olup RUNX-1 ve MYC genlerinin ifadelerinin MDS 6rneklerinde arttig1 tespit
edilmigtir (Sekil 5.19). AML-Saglikli kontrol MKH’leri kiyaslamasinda beklenen
dogrultuda ifade gosteren miRNA olan hsa-miR-134-5p’nin ifadesinin AML o6rneklerinde
arttig1 tespit edilmis ve bu artisin hedef genlerin ifadesinin azalmasina sebep olacagi
diistinilmiistir. Hsa-miR-134-5p’nin hedefleri arasinda yer alan BDNF geni ile
gerceklestirien es-zamanli PZR ¢alismasi sonucunda bu genin ifadesinin beklendigi iizere
AML orneklerinde azaldigi tespit edilmistir (Sekil 5.18). MDS ve AML’de siklikla
mutasyona ugrayan (RUNX-1 ve MYC), hiicre ¢ogalmasinda ve farklilagmasinda ve niste
diizenleyici rolleri olan RUNX-1, MYC ve BDNF genlerinin ifadelerinin MDS/AML’de
degismesi bu genlerin MDS/AML patogenezinde rollerinin olabilecegini gostermektedir.
Bizim c¢alismamiz ve yapilan benzer calismalarda ifadesinde farklilik tespit edilen
miRNA’lar birbiriyle 6rtiismemektedir. Bunun nedeni ise ¢alismalarda uygulanan metodun
farklilik gostermesi, hastalik alttipinin farkli olmasi, hastalarin sitogenetik ve molekiiler
acidan farklilik gostermesi olabilir. Buna ragmen bu ¢aligmalarda ifadelerinde degisiklik
gosteren miRNA’lar tespit edilmistir. Bu aday miRNA’larin MDS/AML gelisimi ve
ilerlemesinde onemli rolleri olabilir. MDS/AML gelisimi ve ilerlemesinde mikrogevresel
etken olarak rolii olan aday miRNA’larin fonksiyonunu kesin olarak belirlemek igin
fonksiyonel ¢aligsmalarin yapilmasi gerekmektedir. Ayni zamanda bu miRNA’larin hedef
genlerinin tespitinin de yapilmast MDS/AML patogenezindeki miRNA’larin rollerinin

anlasilmasi agisindan énemlidir.

Yolak zenginlestirme analizlerinde dikkat ¢eken bir diger durum ise miRNA hedeflerinin
Ozellikle kanser yolaklarinda artis gostermesi olmustur. Bu yolaklar incelendiginde
HKH’lerin diizenlenmesinde ve hematopoezde rolii olan sitokinler, biliylime faktorleri ve
sinyal molekiilleri tespit edilmistir (SDF-1, Wnt, TGFa, EGF, PDGF, IGF-1, KITLG, HGF,
FGF) (Sekil 6.2). Kemokinler ve reseptorleri HKH davranisini kontrol eder. En iyi bilinen
kemokin olan SDF-1 aymi zamanda CXCL12 olarak adlandirilir. SDF-1 reseptorii
CXCR4’diir ve HKH’ler ve progenitorlerinde ifade edilir (358). SDF-1 a-kemokinlere
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aittir ve hem yonlendirilmis hem de primitif hematopoetik progenitorler i¢in kemoatraktan
olarak goérev yapar ve organ hemostazi gibi embriyonik gelisimi diizenler (359). CXCL12,
HKH’lerin kemik iligindeki nigine doniisii de dahil olmak iizere bazi doku sistemlerindeki
hiicrelerin gbgilinde kritik rolii oldugu bilinen bir kemokindir. HKH’lerin bir kism1 kemik
iligindeki SDF-1 diizeyindeki degisimlere karsilik olarak nisten ayrilir, dolasima katilir ve
nise geri doner. HKH’lerin vaskiiler nise toplanma siireci SDF-1’e baglhidir. MDS
MKH’lerinde hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-222-3p ve hsa-miR-30a-3p’nin ifadelerinde
anlamli azalma tespit edilmistir. Dolayisiyla bu miRNA’larin hedeflerinden birisi olan
SDF-1’in gen ifadesinin artmasi beklenmektedir. Bu miRNA’larin SDF-1’1 hedefleyerek
ve ifadesinde artisa yolagarak mikrogevresel olarak HKH’lerin diizenlenmesinde bozulma
nedeniyle, yani bir anlamda hematopoetik mikrogevrenin bozulmasi nedeniyle yetersiz
hematopoeze yol acarak MDS’de rollerinin olabilecegi sdylenebilir. Ayrica SDF-1 artis1
malin MDS hiicrelerinin nise yerleserek ve burada sessiz asamada kalarak kendini
yenilemesine, ¢ogalmasina ve sagkalimina katkida bulunarak MDS’nin gelisimine olanak
saglayabilir. Yapilan diger bir ¢calisma bulgumuzu destekler niteliktedir. Daha 6nce yapilan
bir aragtirmada MDS hastalarinin kemik iligi MKH’lerinde SDF-1 gen ifadesi saglikli
kontrollere gore oldukga yiiksek bulunmustur (360). Ancak Santamaria’nin ¢aligmasinda
MDS MKH’lerinde sagliklilara gore ifadesi azalan miR-155 ve miR-181a’nin hedefleri

arasinda bulunan SDF-1 geninin ifadesinde azalma tespit edilmistir (241).

Wnt sinyalinin HKH’lerin kendini yenilemesini diizenledigi gosterilmistir. Wnt sinyali
kemik olusumu ve endosteal yiizeylerin gelismesi i¢in de Onemlidir. Bazi kanitlar
endosteal stromal hiicrelerindeki Wnt sinyalinin HKH devamliliginin  siirdiiriilmesini
olumsuz etkileyebilecegini belirtmistir. Fakat stromal hiicrelerdeki Wnt sinyalindeki
degisikliklerin mikrogevresel mekanizmalarla HKH devamliligini olumsuz etkiledigini
gosteren veri bulunmaktadir (361). Bizim ¢alismamizda da ifadesi azalan miRNA’larin
(hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-222-3p ve hsa-miR-30a-3p’nin) hedefleri arasinda bulunan
Whnt sinyalinin ifadesinde artis beklenmesi mantiklidir. Wnt sinyal degisiklikleri de HKH
kendini yenilemesini etkileyerek ve farklilagmasimin engellenmesine yol agarak MDS
patolojisinde rol oynayabilir. ifadeleri azalan bu miRNA’larin diger hedefleri arasinda
EGF, PDGF, IGF-1, TGFa, HGF ve FGF gibi biiyiime faktorleri bulunmaktadir. Bu

biiylime faktorlerinin ifadesinde de artma beklenilmektedir. Biiyiime faktorlerindeki artis
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MDS’de anjiyogeneze yol agan nedenler arasinda olabilir ve boylelikle MDS patolojisinde
rol oynayabilir. Daha oOnce yapilan caligmalarda MDS hastalarinin  kemik iligi
plazmalarinda VEGF, bFGF, anjiyogenin, HGF, EGF ve TGF-beta gibi anjiyogenik
faktorlerin degisen diizeyleri belirtilmistir. Bu bulgular MDS’de ilk kan damarlarinin
gelisimini desteklemektedir (362-364).

AML hastalarindan elde edilen MKH’ler ile gerceklestirilen miRNA mikrodizin
sonuglarina gore 9 adet miRNA’nin (hsa-miR-4485-3p, hsa-miR-150-3p, hsa-miR-1973,
hsa-miR-134-5p, hsa-miR-4646-3p, hsa-miR-1275, hsa-miR-4725-5p, hsa-miR-143-3p,
hsa-miR-874-3p) AML’li bireyleri saglikli kontrollerden ayirabildigi ve saglikli kontroller
ile kiyaslandiginda hem artan hem de azalan miRNA’larin oldugu gosterilmistir. Es
zamanli PZR yontemi ile gergeklestirilen dogrulama calismalari sonucunda mikrodizin
verisine en uyumlu olan miRNA’nin p<0.03 degeri ve 2.05 kat degisim ile hsa-miR-134-5p
oldugu dikkat ¢ekmistir. Bu miRNA’nin hedefleri ile gergeklestirilen yolak analizleri
incelendiginde HKH’ler lizerinde mikrogevresel olarak diizenleyici rolleri olan genleri
(BDNF, EGF, FGF, PDGF, TGFp) hedefledigi ve bu genlerin MAPK gibi kanserde rolii
olan sinyal yolaginda zenginlestigi tespit edilmistir (Sekil 6.3). Boylelikle bu miRNA’nin
mikrocevre ile ilgili onemli genleri hedefleyerek ve ifadelerinde azalmaya yol acarak
AML’de roliiniin olabilecegi sOylenebilir. miRNA seviyesindeki degisim artis yoniinde
oldugu i¢in hedefledigi genlerin ifadelerinde azalis beklenmektedir. Beklendigi gibi AML
MKH’lerinde BDNF gen ifadesi saglikli kontrollere gore azalmistir (Sekil 5.18). TGFf
cogalma, farklilasma, go¢ ve hiicre sagkalimi gibi hiicresel siire¢lerin 6nemli bir
diizenleyicisidir. Hematopoez siiresince TGF hematopoetik progenitorlerde farklilasma ve
apoptozu artirirken ¢ogalmanin negatif diizenleyicisidir. hsa-miR-134-5p’nin ifadesindeki
artis bu miRNA’nin hedefleri arasinda yeralan TGFB’nin ifadesinde azalmaya yolagacaktir.
Bu genin ifadesinde azalma ise hematopoetik progenitorlerin/HKH’lerin farklilagmasini
azaltabilir ve ayn1 zamanda bu hiicrelerin apoptozdan kurtulmasina ve kanserlesmesine yol
acarak AML patolojisinde Onemli rolii olabilir. Diger biliytime faktorleri olan EGF, FGF
ve PDGF’in hematopoezin diizenlenmesinde rolii vardir ve bu genlerin ifadelerinde azalma
AML’de hematopoezin stromal desteginin azalmasina neden olabilir ve yetersiz
hematopoeze yol agan etkenler arasinda yer alabilir. Ozet olarak hsa-miR-134-5p map
kinaz yolagindaki genleri (BDNF, EGF, FGF, PDGF, TGFp) hedefleyerek yetersiz
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hematopoezde ve hiicrelerin kanserlesmesinde rolii olabilir ve ayn1 zamanda 16semi/losemi
kok hiicrelerinin nige yerlesmesine, kendini yenilemesine, uzun siire sessiz asamada
kalarak yasamasina, ila¢ direncine ve apoptozdan kurtulmasina yolacarak AML
patogenezinde rol oynayabilir. Her ne kadar AML’nin olusumunda ve gelisiminde bir¢ok
neden rol alsa da AML MKH’lerindeki miRNA ifade degisiklikleri bu molekiilleri de
kemik iligindeki mikrogevresel etken olarak AML olusumundan ve gelisimden sorumlu

adaylar listesine eklemektedir.

Bu tez ¢alismasi 6nemli hematopoetik mikrogevre bileseni olan MKH’lerdeki DICER-1’in
ve miRNA’larin MDS ve AML patogenezindeki katkisinin ve miRNA’larin normal
hematopoezde ve hematopoetik mikrogevrede diizenleyici rollerinin anlasilmasi, nis
hedefli miRNA temelli terapi gelistirilmesinde potansiyellik tasimasi ve MKH ile saglanan

mikrogevresel mekanizmanin daha iyi anlasilmasi bakimindan 6nemlilik arz etmektedir.

Bu calisma ile MDS ve AML MKH’lerindeki molekiiler degisiklikler insanlarda da
tanimlanmistir ve tanimlanan aday miRNA’lar ile yapilacak fonksiyonel calismalar
sonucunda bu miRNA’larin malignitenin baslamasinda ve gelisiminde rolii oldugu
kanitlanirsa bu agikca hastalara Onerilen tedavi stratejileri tizerinde biiylik etki yapacaktir.
MDS/AML patogenezinde MKH’lerin roliinii agiklayan bu calisma 16semik hiicreler ve
mikrogevre hiicrelerini hedefleyen yeni terapiler saglayabilir. Kok hiicre aktivasyonu ve
nise geri dontisiiyle iliskili molekiiler mekanizmalarin ve ila¢ direncine katkida bulunan
16semik ve normal hiicreler arasindaki etkilesimlerle iliskili mekanizmalarin anlagilmasi
icin daha fazla ¢alismanin yapilmasi gerekmektedir. Bu ¢alismalardan elde edilecek veriler
klinik denemelerde ilag direncini yenmek ve yeni terapiler gelistirmek i¢in 6nemli bir
temel olusturabilir. MKH’lerdeki bu molekiiler degisiklikler malin hiicrelerin gelisimini
kolaylastirabilir ve 16komogenezin &zel bir mekanizmasi olabilir. Ozellikle kemik iligi
niginin 16komogenez siirecine olan katkisini daha iyi anlamak, normal kok hiicrelerin
kendini yenilemesini olumsuz bir sekilde etkilemeksizin 16semi/lIosemi kok hiicrelerini yok

etmeyi amaglayan yeni hedefler saglayabilir.
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6.2. SONUC
Bu ¢alisma sonucunda;

22 MDS/AML hastas1 ve 8 saglikli kontrol kemik iligi aspirasyonu 6rnegi kullanilmis, bu

orneklerden MKH’ler izole edilmis ve hiicre kiiltlirlerinde ¢ogaltilmistir.

MKH karakterizasyonu i¢in yiizey antijen 6zellikleri akim sitometrisiyle analiz edilmis ve

MKH’lerin osteojenik ve adipojenik farklilasma potansiyelleri test edilmistir.

MKH’lerden RNA izole edilmis, mikrodizin yontemi ile miRNA ifade profili ¢ikartilmis
ve gruplar arasinda ifadelerinde anlamli olarak farklilik gdsteren miRNA’lar tespit

edilmistir.

Mikrodizin ¢aligmasinin sonucunda ifadesinde farklilik gériilen miRNA’lardan 13 tanesi es
zamanli PZR yontemi ile analiz edildiginde de paralel sonu¢ vermistir. Bunlardan 6

tanesinin ifade degisimi istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Saglikli kontrollerden elde edilen MKH’lerdeki DICER1 gen ifadesinin MDS ve AML
hastalarinin MKH’lerindeki ifadelerinden daha yiiksek oldugu ve saglikli kontrollerden
MDS’ye, MDS’den AML’ye dogru gittik¢e ifadenin anlamli sekilde azaldig1 gosterilmistir.

Farklilik gosteren miRNA’larin  hedefledigi genler bulunmus, yolak analizleri

gerceklestirilmistir.

Es zamanli PZR yontemi ile analiz edilen hedef genlerden 4 tanesinin ifadesinin
hedefleyen miRNA ile beklenildigi gibi ters davrandig: tespit edilmistir. 3 tanesinin ise
beklenenden ters ifade degisimi gdstermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli degisim

gosterdigi belirlenmistir.

Anlamh olarak farklilik gosteren miRNA’larin tahmini hedeflerinin AML ve MDS ile
iligkili olan bircok yolakta rol aldiklar1 tespit edilmistir (Kanser, p53, apoptoz, MAPK ve
AML sinyal yolaklar1 gibi).

Sonu¢ olarak bu calisma Raaijmakers’in farelerde yaptigi arastirmayr dogrulamasi

bakimindan Onemlilik arz eden bir insan c¢alismasidir. Bu c¢alisma MDS/AML
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MKH’lerinde miRNA boyutundaki farkliliklarin gosterildigi ve aym1 zamanda MDS ve
AML’nin karsilastirildigi nadir ¢alismalardan biridir. Ayrica ¢ok az ¢alismada MKH’lerde
DICER-1 geninin ifade analizi aragtirilmistir. Bizim aragtirmamizdan elde edilen bulgular
DICER-1 ifadesindeki azalmanin MDS ve AML MKH’lerinde DICER-1 bagimh
mMIRNA’larin bazilarinin biyogenezini zayiflattigi yoniindedir. Yolak analizlerinde tespit
edilen miRNA hedef genlerinin MDS/AML’de siklikla mutasyona ugrayan genler olmasi
yanisira mikrogevresel olarak HKH’ler iizerinde diizenleyici rolii olan genler olmasi
MKH’lerde tanimlanan bu miRNA’larin MDS/AML patogenezinde rolleri olabilecegini

gostermektedir.
fleride yapilmas diisiiniilen ¢calismalar asagida siralanmstir;

Bulgular ve Tartigma boliimlerinde detayli olarak belirtildigi gibi DICER1 geninin ifadesi
saglikli kontrollerden MDS’ye ve MDS’den AML’ye dogru dereceli olarak azalmaktadir.
Bu azalma gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlidir (n=29, p<0.001). DICER1
ifadesine protein seviyesinde de bakilmasi i¢in ¢alismalar baslamistir. DICER1’in

ifadesine protein seviyesinde de bakilacaktir.
Dogrulanan hedef genlerin ifadesine protein seviyesinde de bakilmasi diigiiniilmektedir.

Bu projede mikrodizin yontemi ile belirlenmis ve es-zamanli PZR ile dogrulanan belirteg
adayr miRNA’lar ile fonksiyonel ¢alismalarin gerceklestirilecegi yeni bir proje

tasarlanmaktadir.

MDS/AML’de kemik iligi kokenli MKH’lerin transkriptomik ve proteomik analizlerinin

saglikli kontrollerle karsilastirilmasini amaglayan bir ¢alisma planlanmaktadir.
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