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OZET

Akut Miyeloid Losemide Wnt sinyal yolagindaki genlerin DNA Mikroarray Analizi

ile tamimlanmasi

Akut Miyeloid Losemi, erken hematopoetik kok hiicrelerde bir dizi genetik degisiklik sonucunda
normal hematopoetik biiylime ve farklilasmanin bozularak, kemik iligi ve periferik kanda ¢ok
sayida anormal olgunlasmamis miyeloid hiicrenin birikimi ile karakterize olan bir hastaliktir.
Kendilerini yenileyebilme 6zelligine sahip normal kdk hiicreler, sinyal ileti yolagina ait genlerdeki
mutasyonlar, epigenetik ya da gen ifade diizeyindeki degisiklikler sonucunda neoplastik
transformasyona ugrayabilmektedirler. Bu konuda 6zellikle embriyonel donemde ve ¢esitli kanser
tiirlerinde aktif olan Wnt/B-katenin yolagi, son yillarda iizerinde durulan oldukga ilgi ¢ekici bir
konudur.

Wnt yolaginin anahtar elemani olan beta katenin gen ifade seviyeleri ile ilgili olarak literatiirde
siklikla ¢alismalar yapilmistir. Birbiri ile uyumlu olarak yapilan bu c¢alismalarda, AML hasta
gruplarinda beta katenin gen ifade oranlan arasinda ciddi farkliliklar tespit edilmistir. Buradan yola
cikilarak bu tez ¢aligmasinda oncelikle AML hastalarindan elde edilen CD34+ hematopoetik kok
hiicrelerde, beta katenin gen ifade profillerinin qRT-PCR yontemi ile tayin edilmesi amaglanmuistir.
Calismanin devaminda, DNA mikroarray analizi ile 6nceden tespit edilmis beta katenin gen ifade
oranlarina gore gruplandirilan AML hasta Ornekleri arasindaki genlerin karsilastirilastirilmasi
planlanmigtir. Bu sekilde belirlenecek olan gen grubu ile saglikli kontrol grubundaki genler
birlestirildiginde AML hastalarinda beta katenin ile iligkili genlerin ortaya ¢ikarilmasi ve bu yolak
hakkinda detayl bilgi olusturulmasi hedeflenmistir.

Buna gore bu calismada 19 AML ve 3 saglikl bireyin izole edilmis olan CD34+ hematopoetik kok
hiicrelerinde es zamanli PCR ile mRNA seviyesi tespiti, hasta 6rnekleri arasinda beta katenin
seviyelerinin degistigini gdstermistir. Bu sonuglara gore incelenen Ornekler beta katenini yiiksek,
diisiik ve bu seviyede degisiklik tespit edilemeyen 3 gruba ayrilmistir. Beta katenin gen ifade
oranina gore 3 gruba ayrilmis olan AML G&rneklerinin transkriptom profilleri belirlenmistir.
Belirlenen bu transkriptom profillerinin farkli beta katenin seviyesine sahip olan AML vakalarinm
hem birbirinden hem de saglikli 6rneklerden net birer molekiiler imza ile ayirdig1 saptanmistir.
Boylelikle hiicre dongiisii, kemokinler, adezyon molekiilleri, hiicre iskeletinin diizenlenmesi, gen
ifade regiilasyonu, kok hiicre belirteci, migrasyon, metastaz, P53, Erb B, TGFB ve Slit-Robo
yolaklar1 beta katenin yiiksek AML hasta 6rneklerinde ve kemokinler, adezyon molekdilleri, gap
junction, hiicre iskeletinin diizenlenmesi, kok hiicre belirteci, gen ifade regiilasyonu, apoptoz, JAK-
STAT, P53 ve TGFB yolaklar1 beta katenin diisitk AML hasta 6rneklerinde 6n plana ¢ikmustir.

Sonugta bu calisma beta katenin seviyelerine bagli olarak temel olarak ikiye ayrilan AML
vakalarinda transkriptom profilini ortaya koyan ilk ¢alismadir. Calismamizda kanser olusumunda
o6nemli rol oynayan beta katenin iligkili yolaklarin saptanmasi AML molekiiler biyolojisine dair
o6nemli veriler igermenin yanisira yeni diagnostik, prognostik ve terapotik aday molekiiller ortaya
koyabilecektir.

Anahtar Sozciikler: AML, Wnt sinyal yolagi, Mikroarray
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ABSTRACT

Identification of Wnt signaling pathway genes in acute myeloid leukemia with DNA

Microarray Analysis

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a disease characterized with impairment of normal
hematopoetic proliferation and differentiation and accumulation of abnormal immatured myeloid
cells in bone marrow and periferic blood which occurs as a result of genetic changes in early
hematopoietic stem cells. Capable of self-renewing normal stem cells, mutations in genes
belonging to the signal transduction pathways, gene expression or epigenetic changes may come as
a result of neoplastic transformation. In particular embriyonal period, and a variety of cancers,
active Wnt/B-catenin signal pathway, in recent years has been focused on a special interesting
issue.

Beta catenin, which is the key element of Wnt pathway, gene expression levels in relation to the
studies carried out frequently in the literature. In accordance with each other in these studies, beta
catenin gene expression ratios were serious differences between AML patient groups. From here on
the basis of this thesis, primarily CD34+ hematopoietic stem cells obtained from AML patients,
beta-catenin gene expression profiles is to be determined by qRT-PCR method. Afterwards of the
study, grouped according to beta catenin gene expression ratios of between AML patient samples
which genes planned to compared with DNA microarray analysis. In this way the determined gene
group in combination with the healthy control group, genes associated with beta catenin in patients
with AML is revealed and the creation of the detailed information about this pathway is targeted.

According to this study, detection of the mRNA level by real-time PCR in CD34+ hematopoietic
stem cells have been isolated from 19 AML and 3 healthy individuals, changed the beta-catenin
levels between AML patient samples have shown. According to these results, examined samples is
divided into 3 groups; high, low and changes can not be determined at this level. According to the
rate of beta catenin gene expression profiles divided into 3 groups of microarray profiles of AML
samples were determined. These microarray profiles, cases of AML with different level of beta-
catenin both from each other as well as healthy specimens were clearly seperated by a molecular
signature. In this manner cell cycle, chemokines, adhesion moleculles, regulation of cell
cytoskeleton, regulation of gene expression, stem cell marker, migration, metastasis, P53, Erb B,
TGFB, Slit-Robo pathways in AML patient samples with high beta catenin expression and
chemokines, adhesion moleculles, gap junction, regulation of cell cytoskeleton, stem cell marker,
regulation of gene expression, apoptosis, JAK-STAT, P53, TGFB pathways in AML patient
samples with low beta catenin expression took over.

As a result of this study, depending on the level of beta catenin are basically divided in cases of
AML is the first study to demonstrate microarray profile. In our study, detection of beta catenin
related genes which is an important role in the formation of cancer will put forward an important
data about the molecular biology of AML as well as new diagnostic, prognostic and therapeutic
candidate molecules.

Key Words: AML, Wnt signaling pathway, Microarray
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1. GIRIS

Akut Miyeloid Losemi (AML), bir hematopoetik (kan yapan) kok hiicre bozuklugudur.
Hematopoez siirecinde olgun kan hiicrelerine farklilagsan miyeloid kokenli oncii kan
hiicrelerinin, farklilasma yeteneklerini kaybederek klonal c¢ogalan neoplastik hiicrelere

dontistimleri ile karakterize olan bir hastaliktir (Shipley ve Butera 2009).

Bugiin kok hiicre ¢aligmalarinin kanser arastirmalarini yakindan aydinlattigi bilinmekte
olup, kok hiicrelerle kanser hiicreleri arasinda birgok benzerlik ortaya ¢ikarilmustir. Ik kez
Dick vd (1997) tarafindan kanser kok hiicreleri akut miyeloid 16semide tanimlanmis
(Bonnet vd 1997, Hope vd 2004,) ve daha sonra da ¢esitli ¢alismalarda kanser kok
hiicrelerinin solid tiimoérlerin beyin (Yuan vd 2004), (Singh vd 2004), gogiis (Al-Hajj vd
2003), ovaryum (Bapat vd 2005) gelisimiyle iliskili oldugu gosterilmistir.

Kendini yenileyebilme ozelligine sahip normal kok hiicreler, sinyal ileti yolagma ait
genlerdeki mutasyonlar, epigenetik ya da gen ifade diizeyindeki degisiklikler sonucunda
neoplastik transformasyona ugrayabilmektedirler. Bu konuda o6zellikle embriyonel
donemde ve cesitli kanser tiirlerinde aktif olan Wnt sinyal ileti yolagi, son yillarda {izerinde
durulan oldukc¢a ilgi ¢ekici bir konudur. Temel olarak 3 farkli Wnt sinyal yolagi
tanimlanmistir ve bunlardan kanser gelisiminde rol oynayan tip Wnt/ B-katenin yolagidir.
Bu yolagin anlagilmasinda merkezi rolii f-katenin oynar. B-katenin sitoplazmada bulunur,
Wnt sinyal aktivasyonu ile ¢ekirdege tasimir (Ilyas 2005). Boylelikle hiicre
proliferasyonunu diizenleyen ve gelisimi kontrol eden ¢ok sayida genin transkripsiyonunu
aktive eder. Bu genlerin ¢ogu bilinen onkogenler olup kanser tedavisinde giiclii birer

hedeftirler (Lustig vd 2003).

Son yillarda Wnt/B-katenin yolagini hedefleyen ¢aligmalar ¢ok genis kapsamli olarak
literatlirde yer almaktadir. Cesitli kanser tiirlerinde, Wnt sinyal yolagindaki yeni hedef
genlerin belirlenebilmesi i¢in, genom ebadinda calismalar yapilmistir. Ancak simdiye
kadar simirli sayida aday gen belirlenmistir (Wend 2010). Bu yolaktaki yeni gen
profillerinin belirlenmesi, AML tedavisinde yeni molekiiler hedeflerin seg¢ilmesini

saglayacag diigiiniilmektedir.



Yapilan c¢aligmalarda gosterildigi lizere beta katenin miktarmin yiiksek olmast Wnt
varligiyla iligkili bir durumdur (Nygren vd 2006, Ysebaert vd 2006). Wnt, etkisini beta
katenin ilizerinden gosterebilmektedir. Ancak son zamanlarda yapilan kanser
arastirmalarinda beta katenin diizeylerini Wnt sinyalinden bagimsiz olarak artiran birgok
faktor bulundugu belirtilmistir (Mikesch vd 2007). Wnt sinyaline bagimli ya da bagimsiz
olarak beta katenin miktarindaki artis, beta kateninin sitoplazmadaki yikim kompleksinden
ayrilarak cekirdege girisini indiiklemekte ve Wnt sinyal yolagi tarafindan diizenlenen
genlerin ifadesini etkilemektedir. Wnt yolagmin ¢ekirdek i¢indeki ana tetik bileseni olan
beta katenin gen ifade seviyeleri ile ilgili olarak literatiirde siklikla ¢aligmalar yapilmistir
ve bunlarin basinda, Serinséz vd (2004), Simon vd (2005), Yseabart vd (2006) yaptigt
caligmalar gelmektedir. Birbiri ile uyumlu olarak yapilan bu g¢alismalarda, AML hasta

gruplarinda beta katenin gen ifade oranlar1 arasinda ciddi farkliliklar tespit edilmistir.

Buradan yola c¢ikilarak bu tez calismasinda oncelikle AML hastalarindan elde edilen
orneklerde, beta katenin gen ifade profillerinin qRT-PCR yontemi ile tayin edilerek, beta
katenin diizeylerinin AML hasta gruplari arasindaki durumunun tespiti amag¢lanmustir.
Calismanin devaminda ise, ifade olan gen profillerini ¢ikarabilme imkani saglayan genis
kapsamli bir teknoloji olan DNA mikroarray analizi ile dnceden tespit edilmis beta katenin
gen ifade oranlarina gore gruplandirilan AML hasta Ornekleri arasindaki genlerin
karsilastirilagtirilmasi planlanmistir. Bu sekilde belirlenecek olan gen grubu ile saglikli
kontrol grubundaki genler birlestirildiginde AML hastalarinda Wnt yolaginin anahtar
bileseni olan beta katenin ile iliskili genler ortaya cikarilarak bu yolak hakkinda detayli

bilgi olusturulmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Hematopoez

Hematopoez, organizmanin embriyonik ve yetiskin diizeyde kan hiicresi olusturmasini
tanimlayan bir terimdir. Yetiskin kok hiicre tiplerinden biri olan ve biitiin kan hiicre
serilerine donilisme yetenegindeki hematopoetik kok hiicrenin (HKH, hematopoietic stem

cell =HSC) gelisim, kendini yenileme ve farklilagma siire¢lerini de kapsamaktadir.

Hematopoez i¢in gerekli elemanlar; -Hematopoetik kok hiicreler,
-Mikrogevre,

-Hematopoetik biiyiime faktorleridir.

Embriyogenezin en erken evrelerinde, kan hiicreleri Vitellus kesesi mezoderminden
gelismektedir. Bir siire sonra karaciger ve dalak gecici hematopoetik dokular olarak gorev
yapar. Kemik iligi ise ancak 7. aydan sonra hematopoezin gergeklestigi primer doku olarak

goriiliir ve tiim erigkin hayati1 boyunca ayni1 sekilde devam eder.

Kemik iligi 3 hiicre populasyonu igerir; -Kendi kendini yenileme kapasitesine sahip HKH,
-Farkli hiicre serilerinin farklilasmasini saglayan
progenitor hiicreler,

-Progenitér hiicrelerden farklilagan olgunlasan

hiicreler.

Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicreler, en iyi tanimlanmis eriskin kok hiicreleridir.
Bu hiicrelerin en 6nemli belirteglerinden birisi CD34’diir, bu insan kemik iligi hiicrelerinin
%0.5-5’inde ifade olur. Erken progenitérlerde bulunurken daha olgun hiicrelerde

bulunmaz.

HKH’ler kendini yenileyebilme 6zelligine sahip (self renewal) pluripotent kok hiicreler
olup, olgun kan hiicrelerinin tiim tiplerini meydana getirebilmektedirler (Sekil 2.1).

HKH’ler kemik iliginde yerlesik olarak gorevlerini yasam boyu siirdiirtirler (Demir 2006).
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Sekil 2.1. Hematopoetik kok hiicrelerin kan yapima siiresince farklilagmasi

HKH’lerin kendilerini yenilemesi, hiicre siklusunun GO evresinde sessiz olarak kalmalari,
yapismalar1 (adezyonlar1), proliferasyonlari, olgunlagmalari, farklilagmaya gitmeleri,
kemik iliginden ayrilip dolasima girmeleri (mobilizasyonlari) ile yerlesim (homing) gibi
bircok karmasik siiregcler kemik iliginde 6zel mikrocevrelerde saglanir. Bu 0Ozellesmis
mikrogevrelerde kemik iligine 6zgil hiicreler (osteoblast, osteoklast...), stromal hiicreler ve
hiicre-dis1 matriks bilesenleri ile HKH arasinda bazi molekiiller, faktorler ve sinyaller
araciligiyla yiikksek diizeyde etkilesimler vardir. Bu etkilesimler ile HKH’lerin
fonksiyonlarini ve karakteristiklerini diizenleyen ve yetiskin hematopoezin stabil diizeyde
kalmasin1 saglayan ozellesmis mikro g¢evreler ""Nig'" (Niche) olarak adlandirilir. Kemik
iliginde HKH’lerin farkli fonksiyonlarini diizenleyen iki ayri tiirde nis, "'Endostel nig
(osteoblastik nis)”" ve ''Vaskiiler nig (endotelyal nis)’’ bulunur. Bu iki nis birbirinden
fiziksel olarak tamamen ayr1 olmayip birbirleriyle baglantilidirlar. HKH’ler farkli kosullar
altinda iki nisten birini kullanirlar ve vaskiiler nisteki HKH sayis1 endostel nistekinden
daha fazladir. Endostel nisteki HKH’ler kendini yenileme yeteneginde olan siklusun GO
evresinde uykudaki primitif kok hiicreler iken vaskiiler nisteki HKH’ler ve hematopoetik

progenitdr hiicreler daha olgun, prolifere olabilen ve farklilagmaya yatkin hiicrelerdir.



Nis regiilasyonunda Wnt, Notch, BMP, TGFb/SMAD, FGF, JAK/STAT gibi bir¢ok sinyal

molekiilii gorevlidir (Sekil 2.2) (www.tuba.gov.tr, Staal ve Luis 2010).

Sekil 2.2: Osteoblastlar ile HKH’ler arasinda Homeostazi saglayan iletisimler (Rizo vd
2006)

Hematopoetik kok hiicreleri ve progenitorleri, hematopoetik biiylime faktorlerinin kontrolii
altindadir. Her faktoriin genelde birden fazla gorevi vardir. Hematopoezde rolii olan
Eritropoietin (Epo) ilk tanimlanan hiimoral diizenleyicidir. Epo 1977 yilinda saf olarak
elde edilmis ve 1985 yilinda Epo cDNA basariyla klonlanmistir. Epo eritroid seri kok
hiicreleri lizerine etki ederek eritroid progenitorlerin farklilasmalarindan ve olgun
eritrositlerin yapimlarindan sorumludur. Miyelopoezden sorumlu ve koloni stimiile edici
faktor (colony-stimulating factor= CSF) olarak tanimlanan G-CSF 1977 yilinda
tanimlanmistir. GM-CSF’in graniilosit, makrofaj/monosit, eozinofil ve megakaryositlerin
yapimlarin1 diizenledigi gosterilmis ve 1984 yilinda GM-CSF c¢cDNA’s1 klonlanmustir.
Monosit yapimindan dogrudan sorumlu M-CSF (monosit colony-stimulating factor) 1985

yilinda ve 1991 yilinda da insan Interlokin-3 (IL-3) geni klonlanmistir. Trombosit



yapimindan sorumlu olan Trombopoietin (TPO) hematopoetik sitokin olarak fare 16semi
virusii-Mpl’in genomunun sitokin reseptdriine benzerligini bildiren ¢aligmalar sonucu
tanimlanmistir. TPO’nun Mpl i¢in bir ligand oldugu ve megakaryositleri uyararak
trombosit yapimini diizenledigi gosterilmistir. Bunlarin disinda; SCF (stem cell factor), B-
lenfositlerini uyaran IL-5, T-lenfositlerinin yapimini diizenleyen IL-2 ve lenfositlerin

ozellikle T-lenfositlerin yapimini saglayan IL-7 tanimlanmstir.

Hematopoetik biiylime faktorlerinin genel etkileri su sekilde 6zetlenebilir:
-Farklilagsmanin Saglanmasi,

-Hiicre Yasaminin Siirdiirtilmesi,

-Hiicre Proliferasyonu,

-Olgunlagmanin Uyarilmasi,

-Fonksiyonlarin Uyarilmasi,

-Bir veya birden fazla hematopoetik/hiicre iizerine etkide bulunabilmeleri

HKH’ler Nis olarak tanimlanan oturma ve egitim alma bdlgelerinde, hematopoetik biiylime
faktorleri, interlokinler ve farkli sitokinlerin etkileri altinda sessiz-uyku (quiescent)
doneminden baglayarak boliinme ve farklilasmalarini gergeklestirirler (www.tuba.gov.tr,

Kaushansky 2006).




2.2. Losemi

Yunanca "beyaz kan" anlamina gelen l0semi; kan hiicrelerinde ya da oOnciilerinde
ger¢eklesen mutasyon ve/veya kromozomal translokasyon sonucunda ortaya ¢ikan kontrol
dis1 ¢ogalmalar ile karakterize edilen hematolojik malignansi olarak tanimlanmaktadir
(Crans ve Sakamato 2001). Losemik hiicreler kanser kok hiicre kaynaklidirlar, mutasyona
veya kromozomal anomaliye sahiptirler, genetik kararsizlik gosterirler, cogalma,
farklilasma ve apoptozis gibi onemli hiicresel fonksiyonlarda bozulma ve oOzellikle de
farklilasmadan kagis gosterirler. Losemik hiicreler biiyiime avantaji kazanmislardir, klonal

baskinlik ve yayilim gosterirler (Franks ve Teich 2001).

Loseminin akut, kronik miyeloid 16semi ve akut, kronik lenfoid losemi olmak iizere 4
formu vardir. Akut 16semi hizli ilerleyen bir hastaliktir. Hiicrelerin tamamen gelisimlerini
ya da olgunlagsmalarini etkiler. Bu olgunlasmamis hiicreler normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler. Kronik 16semi ise daha yavas ilerler. Cok sayidaki gelisen hiicrelere biiyiime
izni verir. Genel olarak, bu olgun hiicreler normal fonksiyonlarinin bazilarini yerine

getirebilir (Anonim 2003).
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Sekil 2.3: Loseminin olusum mekanizmasi



2.3. Akut Miyeloid Losemi (AML)

Erken hematopoetik kok hiicrelerde bir dizi genetik degisiklik sonucunda normal
hematopoetik biiylime ve farklilasmanin bozulmasi, kemik iligi ve periferik kanda ¢ok
sayida anormal olgunlagsmamis miyeloid hiicrenin (miyeloblast) birikimi ile karakterize

olan bir hastaliktir (Stone vd 2004).

AML, hemen hemen her yas grubunda goriilebilmekle birlikte daha ¢ok eriskin yaslarda
gortliir (Estey vd 2006). Amerika Birlesik Devletleri'nde AML’nin yillik insidansi
3.8/100.000°diir. insidans giderek yasla beraber artar ve 65 yas iizerinde 17.9/100.000’¢
ulasir (Estey ve Dohner 2006). Erigkinlerin %85°1, ¢ocukluk cagi 16semilerinin %151
AML’dir (Burhanoglu 2002). Tiim yas gruplarinda benzer klinik 6zellikler gostermekte
olup, semptomlar blastik hiicrelerin kemik iligi hiicrelerinin yerini almasi sonucu bozulmus

hematopoez ve buna bagl gelisen sitopenilere dayanir (Beksac 1997).

AML’li olgularda 100’den fazla genetik bozukluk tanimlanmis olmakla birlikte, siklikla
saptanan kromozomal anomaliler; t(8;21), t(15;17), inv(16) t(9;11) ve t(16;16)’dir. Bu
kromozomal bozukluklar yaklagik olarak AML olgularin %40’mn1 olusturmaktadir.
Tanimlanmig olan diger kromozomal bozukluklar ise olgularin %10’undan azim
kapsamaktadir. Geri kalan %50 olguda ise, normal karyotip saptanmakta veya kromozomal

anomali saptanamamaktadir (Valk vd 2005).

1976 yilinda Fransiz, Amerikan ve Ingiliz bir grup hematolog tarafindan orijinal akut
l6semi FAB smiflamasi olusturulmustur. FAB siniflamasinda akut 16semi, hiicrelerin
morfolojik ve sitokimyasal boyanma oOzelliklerine gore gruplanmistir. Ancak
immiinfenotipleme, elektron mikroskobu, sitogenetik, molekiiler biyolojik tetkik
yontemlerini ve nadir 16semi tiplerini icermeyen bir siniflamadir (Head 2004, Ozkalemkas

2005).



Cizelge 2.1. Akut Miyeloid Losemide FAB siniflamasi

Akut Miyeloid Lésemi (AML)
AltTip | Tamimlama

Mo Minimal farkhlasma gosteren akut miyeloblastik
I6semi

M1 Olgunlasma gdstermeyen akut miyeloblastik 16-
semi

M2 Graniilositik olgunlasma gésteren akut miyelob-
lastik l6semi

M3 Akut promiyelositer [6semi

M3V Akut variyant promiyelositer [6semi (mikrogra-
nuler)

M4 Akut miyvelomonositer |6semi

M4Eo | Akut eozinofilik miyelomonositer lésemi

Msa Akut monaoblastik 6semi

M5b Akut monositer lGsemi

M6 Akut eritrolésemi

M7 Akut megakaryoblastik [Gsemi

Bu sekilde yapilan siniflandirma bu alt tiplere ve hastaligin ilerlemesine bagli olarak farkli

terapilerin mevcudiyetine olanak saglar (Anonim 2003).

Akut 16semide sitogenetik ve molekiiler genetik anomalilerin prognostik dnem arz etmesi
nedeni ile, yeni bir siniflandirma ihtiyact oldugu goézlenmistir. 2001 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii (World Health Organization, WHO) tarafindan akut 16semiler de dahil olmak iizere
hemopoetik ve lenfoid neoplazmalari igeren yeni bir smiflama yapilmistir. WHO
siniflamasinda; 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 (Head 2004, Yanada vd 2005).



Cizelge 2.2. Akut Miyeloid Losemide WHO siniflamasi

Akut Miyeloid Losemi

1.Tekrarlayan Genetik Anomalilerle Seyreden AML
«t(8:21)(q22;922), (AML 1/ETO) ile AML
«inv(16)(p13g229 veya t(16;16)(p13;q22), (CBFA/MYH1-
1)ile AML
«Akut promiyelositer l6semi (t{15;17)(q22;q22), (PML/
RARa) ile AML)
+11g23 (MLL) anomalisi ile AML

2.Cogul Seri Displazisi ile Seyreden AML
«Onceden miyelodisplastik sendromlu
+Onceden miyelodisplatik sendrom olmadan

3.Tedaviye lkincil AML ve MDS
Alkilleyici ajanlarla iliskili
<Topoisomeraz Il inhibitér ile iliskili

4.Tanimlanan Gruplara Girmeyen AML
«Minimal farklilasma gosteren AML
«Olgunlasma gdstermeyen akut miyeloblastik
«Akut miyelofibrozis ile panmiyelozlgsemi
«Graniilositik olgunlasma gosteren akut miyeloblastik
|6semi
*RARa rearrajmani gostermeyen akut promiyelositer
l6semi
«Akut miyelomonositik |6semi
«Akut monoblastik ve monositer |6semi
«Akut eritrolésemi
«Akut megakaryoblastik |6semi
«Akut bazofilik [6semi
sMyeloid sarkom

Son yillarda arastirmacilar bu hastaligin molekiiler patogenezini aydinlatmay1
basarmiglardir. AML gelisiminde en temel genetik olaylar miyeloid transkripsiyon
faktorlerindeki degisiklikler, sinyal yolaklarindaki mutasyonlar ve anormal sinyal
uyarimidir. Bu mekanizmalar birbirinden bagimsiz olup, hiicre 6liimlerinin azalmasina,
kok hiicrenin kendini yenileme kabiliyetinin artmasina ve AML hiicrelerinin farklilagma
potansiyelinin bloke edilmesine neden olmaktadir. AML’nin, normal hematopoetik kdk ya
da progenitor hiicrelerin malign transformasyonu sonucu kanser kok hiicrelerinin olusumu

ile ortaya ¢iktig1 varsayilmaktadir (Mikesch vd 2007).

Amerika Birlesik Devletleri'nde losemi tanisi konmus ya da l6semi sonrasi remisyon

halinde bulunan yaklasik 259.889 kisi oldugu belirtilmistir. 2010 y1l1 kanser istatistiklerine
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gore, yaklasik 43.050 kisiye 16semi tanist koyulacagi dngdriilmiistiir. Bunlardan 19,8601
Kronik 16semi iken, 17,660’mnin ise Akut I6semi oldugu tahmin edilmektedir

(www.leukemia-lymphoma.org).

Klonal olmakla birlikte primer tiimorlerin ¢cogunun belirgin oranda heterojen hiicrelerden
olustugu bilinmektedir. Tek hiicre klonundan kaynaklanan tiimdrlerin nasil olupta ¢ok
sayida farkli hiicre olusturabildigi tartismali bir konudur. Benzer bir durum kok hiicreler
icin de gecerlidir. Normal kok hiicreler 3 ana 6zellige sahiptir: kendini yenileyebilme,
cogalma ve farklilasma. Boylece ¢ok az sayidaki kok hiicre ¢ok sayida olgun hiicreye
dontigebilme potansiyeli tasimaktadir. Son yillarda ortaya ¢ikan sonuglar kanser
patogenezinde kok hiicrelerin roliinii kanitlamistir. Béylece Kanser Kok Hiicre kavrami
ortaya ¢ikmistir. Bu konuda, {izerinde en ¢ok calisilan 16semik kok hiicrelerdir (LKH). Bir
olasilik mutasyonun HKH’yi hedef alarak LKH ’ye doniisiime yol agmasidir. Diger olasilik
ise daha farklilagmis hiicrelerde ortaya c¢ikan mutasyonlarin bu hiicrelere kok hiicre
nitelikleri kazandirmasidir. Patogenez ne olursa olsun LKH’nin saptanmasiin kanser

tedavisi i¢in yeni bir hedef olusturacag: diisiiniilmektedir (Mikesch vd 2007).

Ilk kez Dick vd (1997) tarafindan kanser k&k hiicreleri akut miyeloid 16semide
tanimlanmis olup (Bonnet vd 1997, Hope vd 2004,) daha sonra da gesitli caligmalarda
kanser kok hiicrelerinin solid tiimdrlerin beyin (Yuan vd 2004), (Singh vd 2004), gogiis
(Al-Hajj vd 2003), ovaryum (Bapat vd 2005) gelisimiyle iliskili oldugu gosterilmistir.

Kanserle ilgili bir¢ok sinyal yolagi, kok hiicrelerin kendi kendini yenileme ve
farklilagsmasini da diizenlemektedir. Boylelikle bir¢ok gen ve bunlar tarafindan baglatilan
sinyal yolaklar1 olarak bilinen olaylar kaskadi bir kok hiicrenin kaderini belirlemede
(kendini yenileyebilme ve farklilasma) anahtar rol oynarlar. Bu yolaklar Wnt/p-catenin,
Notch, Hh (Hedgehog), TGF-$ (transforming growth factor-f), PTEN (Phosphatase and
tensin homolog deleted on chromosome ten) ve Bmi (Andl vd 2002; Boulanger vd 2005,
Brennan vd 2004, Dontu vd 2004, Hatsell vd 2003, Ingham vd 2001, Korinek vd 1998,
Leung vd 2004, Lewis vd 1999, Machold vd 2003, Molofsky vd 2004, Reya vd 2003,
Stiles vd 2004) olarak tanimlanmis; anormal aktivasyonlarinin kanser gelisimiyle

iliskilendirildigi de gosterilmistir (Woodward vd 2005).
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2.4. AML’ye yonelik Ileri Analizler

Biitiin kanserler gibi yiiksek derecede heterojenite gdsteren AML hastaliginda genom,
transkriptom, proteom ebadinda gergeklestirilen calismalar ile bu heterojen hastalik
grubuna ait farkli alt gruplarin tanimlanmasina, yeni teshis ve tedavide hedef olabilecek
genlerin analizine yonelik caligmalar gerceklestirilmistir. AML’de sitogenetik anomaliler,
gen mutasyonlar1 ve ¢esitli genlerdeki degisen ifade profillerinin yan1 sira yakin zamanda
hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve oliimii gibi homeostatik siireclerde 6nemli rol
oynayan yeni bir smif olan mikroRNA’lar (miRNA) tanimlanmistir. Global diizeyde
yapilan transkriptom ¢alismalari, kontrolsiiz hiicre bdliinmesinin gerceklestigi 16semi
hiicrelerinde degisiklige ugramis miRNA ifade diizeylerini gozler Oniline sermistir
(Marcucci vd 2009, Marcucci vd 2011). Bu konuda yapilan pek ¢ok calismanin AML’nin
klinik sonuglar iizerinde etkili olabilecegi ve tedavide bir hedef olabilecegi belirtilmistir
(Debernardi vd 2007, Li vd 2008, Marcucci vd 2009, Pedranzini vd 2010, Starczynowski
vd 2011).

AML’de SNP (Tek niikleotid polimorfizm) mikroarray uygulamalariyla tiim genomun
yiiksek ¢oziiniiliirliikte taranmasi ve konvansiyonel sitogenetik ile saptanamayan kriptik
lezyonlarin taninabilmesi miimkiin olmaktadir. Boylelikle SNP mikroarrayler ile yapilan
pek ¢ok caligmada 16semiye veya 16semide yatkinliga neden olan WT1, CBL, PDGFRbeta,
SHIP genleri ve UPD (Uniparental dizomi) 6p, UPD 11p, UPD 13q, 20. kromozom
tizerindeki delesyona ugrayan bdlgeler saptanmistir (Zhang vd 2006, Serrano vd 2008,
Knight vd 2009, Huh vd 2010, Bullinger vd 2010, Barresi vd 2010, Damm vd 2010).

AML’de en sik gozlenen 1p, 3q, 6p, 11q, 8, 8q, 15q, 17q,19q, 21q, 22 kromozomal artig
bolgeleri ve 2, 4q, 5q, 17p, 7q, 7, 9p, 11p, 16q, 17p kromozomal kayip bolgeleri genis
spektrumlu olarak karsilastirmali genom hibridizasyonu (CGH) ile tespit edilmistir
(Alvarez vd 2001, Casas vd 2004, Alvarez vd 2005, Riicker vd 2006, Paulsson vd 2006,
Tyybakinoja vd 2006, Zatkova vd 2009). CGH ile genom ebadinda transkriptom
profillerinin kombine analizleri, AML patogenezinde rol alabilecek hedef genlerin

tanimlanmasina imkan saglanmistir (Riicker vd 2006).
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Bununla birlikte genom ebadinda yapilan transkriptom analizleri sonucunda AML hasta
gruplar1 ve hasta-saglikli 6rnekleri arasinda farkli ifadelenen genler ve bu genlerle iliskili
hiicre dongiisii, apoptoz, adezyon molekiilleri, JAK-STAT, MAPK, Notch, Wnt gibi sinyal
yolaklar1 tespit edilmistir (Gal vd 2006, Stirewalt 2008, Majeti vd 2009, Gentles vd 2010).

2.5. Wat Sinyal Tleti Yolag

Wnt geni, yaklasik 27 yil 6nce ilk olarak int-1 ad1 ile farenin tiimorlii meme dokusundan
klonlanmis olan bir gendir. Daha sonra, Drosophila’da bulunan ’’wingless’’ geninin int-1
geni ile dizi ve fonksiyon benzerligi gosterdigi saptanarak, 1991 yilinda bu iki gen ismi
birlestirilmis ve bu gen literatiire Wnt geni olarak ge¢mistir (Nusse ve Varmus 1992, Nusse
2005). Giiniimiize kadar insanda tanimlanmis olan Wnt gen ailesine ait birbirine temel yap1
olarak benzeyen 19 adet protein vardir ve bunlar reseptorlerine baglanmada 6nemli rol
oynayan sistein’den zengin bolgeler igeren, glikoprotein yapisinda, ekstraselliiler bolgeye

salinan, sinyal yolu uyaricilaridir (Ilyas 2005).

Wnt polipeptid zincirinin olusumuyla birlikte, N terminalinde bulunan hidrofobik sinyal
dizileri ile endoplazmik retikulum (ER)’a yonelir. Son seklini almamis olan Wnt, ER’de
cesitli post-translasyonel diizeyde glikozilasyon ve lipid modifikasyonu gibi (Coudreuse ve
Korswagen 2007) modifikasyonlar gegirerek Wnt sinyal yolunda gorev alacak hale gelir
(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Wnt proteininin Salinimi (Espada vd 2009)

Proteinlere seker eklenmesi anlamina gelen glikozilasyon modifikasyonu i¢in, Wnt proteini
bircok seker eklenebilen merkez igermektedir. Wnt’nin peptid omurgasindaki bu
merkezlere, N bagh oligosakkarid zincirler, ER zarinda bulunan oligosakkaril-transferaz
kompleksi (OST), yardimiyla hizla baglanir (Coudreuse ve Korswagen 2007, Hausmann
vd 2007).

Bir diger modifikasyon ise, ER zarinda bulunan ve Porcupine [membran-bound O-
aciltransferaz family (MBOAT)] isimli transmembran proteini tarafindan, Wnt yapisinda
bulunan korunmus sistein rezidiilerine palmitat isimli lipid grubunun eklenmesidir.
Palmitat eklendikten sonra hidrofilik yapidaki Wnt, hidrofobik 6zellik kazanir (Nusse ve
Varmus 1992, Coudreuse ve Korswagen 2007, He ve Axelrod 2006). Wnt hidrofobik
ozellik kazanmasi yani lipid modifikasyonunun gorevi c¢esitli arastirmalarda tarafindan
farkli sekilde agiklanmaktadir. Coudreuse ve Korswagen c¢alismalarinda Wnt’nin
hidrofobik 6zellik kazanmasinin, sentezlendigi hiicre i¢cinde ER’den Golgi’ye, Golgi’den
sitoplazmaya dogru gidecegi yeri belirlemede Wnt i¢in onemli oldugunu bildirmislerdir.
Bu aragtirmacilar ayn1 zamanda bu tiir bir modifikasyonun Wnt’nin sinyal potansiyelini

arttirdigini da ileri siirmektedirler (Coudreuse ve Korswagen 2007). Willert vd (2003) ise
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yaptiklar1 arastirmada palmitat grubunun enzimatik olarak uzaklastirildigi veya palmitat
eklenen sistein grubunda mutasyon meydana geldigi durumlarda, Wnt’nin fonksiyonunu
kaybettigini ifade etmektedirler (Willert vd 2003). Bunun yani sira, lipid modifikasyonun
Wnt’nin sinyal yolu iizerindeki etkisinin heniiz netlik kazanmadigimi ifade eden
aragtirmacilar da vardir (Mikels 2006). Wnt proteinindeki bu iki modifikasyon arasindaki
iliski de ortaya konulmaya calisilmistir. Komekado vd’nin (2007) yaptiklari caligmada
glikozilasyonun lipid modifikasyonunu arttirici yonde bir etkisinin oldugunu ancak lipid
modifikasyonun glikozilasyon tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigimi bildirmislerdir.
Coudreuse ve Korswagen’in goriislerine gore ise Wnt, ER zarindaki “Porcupine”
transmembran proteinine baglandiginda Wnt'nin konformasyonunda degisiklik meydana
gelmekte ve Wnt seker eklenen merkezleri agiga cikmakta, bu sekilde OST’nin
glikozilasyon isini daha verimli yapmasina olanak saglanmaktadir (Codreuse ve
Korswagen 2007). Tim bu gorlglere ragmen, Wnt’'nin salgilanma siirecinde ve
aktivitesinde onemli rol oynayan lipid modifikasyonu ile glikozilasyonu arasindaki iliski

heniiz tam olarak agikliga kavusmamistir (Komekado vd 2007).

Wnt proteininin  son seklini almasinda ER liimeni icinde bulunan BiP
(immunoglobulinheavy-chain-binding protein) proteininin rolii biiyiiktiir. Bu protein,
"heat-shock" protein (Hsp70) ailesinin bir iiyesidir ve Wnt ile ER icinde birleserek,
Wnt’nin dogru katlanmasini etkiler ve boylelikle iic boyutlu yap1 kazanmasini1 saglamis

olur (Nusse ve Varmus 1992, Kitajewski vd 1992).

Islev yapabilecek durumda olan Wnt proteini, daha sonra ER’nin tomurcuklanarak
olusturdugu tasiyici vezikiiller (transfer vezikiiller) icerisinde sitozole verilir ve sitozolden
Golgi kompleksine taginir. Buradan ayrilan Wnt’ nin etki mekanizmasi iki yolla gerceklesir.
Bunlardan biri uzaktaki hedef hiicreyi, digeri de yakindaki hedef hiicreyi ekileme yoludur
(Nusse ve Varmus 1992, Coudreuse ve Korswagen 2007, Kitajewski vd 1992).

Wnt’nin uzaktaki bir hedef hiicreyi etkileme mekanizmasinda, Wnt proteininin daha Golgi
kompleksinde iken, Golgi kompleksinin trans vyiiziindeki zarinda bulunan kargo
reseptorline tutunmasi Onemli bir basamagi olusturur. Bu kargo reseptorii zardaki bir
transmembran proteinidir ve Wntless(Wls)/Evennes (Evi) olarak bilinmektedir (Coudreuse
ve Korswagen 2007, Ching ve Nusse 2006). Bu proteine tutunan Wnt, “Wnt-kargo reseptor

komplesini” olusturur. Sitozolde bulunan ve retromer kompleksi denilen bir multiprotein,
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Golgi’nin trans yiiz zarinda bulunan Wnt-kargo reseptdr kompleksine baglanir. Bu “Wnt-
kargo reseptor-retromer kompleks™ {tigliisii Golgi zarindan tomurcuklanarak ayrilir ve
sitozole verilir. Bu iiclii yapiy1 tasiyan Wnt vezikiilii, icinde lipoprotein biyomolekiilleri
bulunan bir endozoma taginir. Bu vezikiil zar1 ile endozom zar1 kaynasir ve Wnt endozom
icine verilir. Bu arada, retromer kompleksi sitozole verilirken, kargo reseptér endozom
zarinda kalir. Zarda tutulan kargo reseptorii tekrar retromer kompleksi ile iligki kurar ve
tomurcuklanarak, yeniden kullanilmak iizere Golgi kompleksine gonderilir. Endozom
icinde, Wnt lipoproteinlerle birlesir ve endozom zarinin tomurcuklanmasiyla olusmus bir
vezikil i¢inde sitozole verilir. Buradan hiicre zarna gonderilen bu vezikiil, ekzositoz ile
icerigini hiicre disina birakir (Coudreuse ve Korswagen 2007, Hausmann vd 2007,
Kritikou 2008). Ekstraseliiler siviya gecen “lipoprotein-Wnt” bilesigi uzaktaki bir hedef
hiicreyi etkileme yetenegine sahiptir. Buradaki Wnt proteininin bu etkiyi gosterebilmesinin
kendisine baglanan lipoprotein molekiilleri sayesinde oldugu bazi aragtirmacilar tarafindan

ileri stirtilmektedir (Mikels ve Nusse 2006, Hausmann vd 2007).

Lipoproteinlerin yani sira, uzaktaki hedef hiicreyi etkileme mekanizmasinda 6nemli olan
bir diger protein kompleksi de retromerdir; c¢ilinkii yapilan c¢alismalarda Golgi
kompleksinde bulunan Wnt’nin retromer kompleksinin yoklugunda endozoma gidemedigi
goriilmiistiir. Bu takdirde, Wnt direkt olarak Golgi kompleksinden sitozole, oradan da
endozomla birlesmeksizin hiicre zarma gonderilip, ekzositoz ile disar1 verilmektedir. Bu
Ozellikteki bir Wnt ise ancak yakindaki bir hedef hiicreyi etkileyebilmektedir (Coudreuse
ve Korswagen 2007, Hausmann vd 2007).

Wnt sentezlenip, ekzositozla hiicrelerarast bosluklara verilerek glikozaminoglikanlar ile
iliski kurar ve hedef hiicre zarina ulasir. Wnt, hedef hiicre zarinda bulunan, Frizzled (Fz)
ve LRP5/6 (Low-density lipoprotein receptor-related protein) reseptorlerine baglanir
(Wend vd 2010). Fz reseptorii, G protein ailesinin {yesidir ve bir transmembran
proteinidir. Bu proteinin hiicre disinda bulunan kismi, 10 adet sisteince zengin rezidii
icerir. Wnt proteini sistein rezidiilerinin bulundugu u¢ kismi ile Fz proteininin CRD
bolgesine yiiksek afinite ile baglanirken, diger ucu ile de, LRP5/6 proteinine baglanir.
LRP5/6 diisiik yogunluklu lipoprotein ailesinin iiyesi olan bir transmembran proteinidir ve

Fz’nin ko-reseptorii olarak gorev yapmaktadir. Boylece, Wnt sinyal mekanizmasinin
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baslatilabilmesi i¢in gerekli olan bu tiglii yapi, birbirleriyle baglant1 kurmus olur. (Fz- Wnt-
LRP5/6) (Mikels ve Nusse 2006, Ken vd 2006, Chen vd 2008).

Wnt proteinlerinin hiicre biiylimesi, hiicre adezyonu, hiicre hareketi, hiicre polaritesi ve
farklilagmasini diizenledigi bilindigi gibi ayrica hem kok hiicrelerinin 6zellesmesinde ve
degisimlerinde hem de pek ¢ok dokunun embriyonik gelisiminde (6zellikle merkezi sinir
sistemi, bobrek, meme bezleri ve dokusu, ve ekstremitelerde) dnemli rol oynadiklar1 da

gosterilmistir (Prunier vd 2004).

Hem erken embriyolojik donemde hem de cesitli kanser tiirlerinde aktive oldugu bilinen
Wnt sinyal ileti yolu son yillarda kanser arastirmacilari tarafindan oldukca dikkat cekmeye
baslamistir, ¢iinkii bu sinyal yolagindaki bir¢cok genin neoplastik transformasyona neden

oldugu bilinmektedir (Ilyas 2005).

Temel olarak 3 c¢esit Wnt sinyal yolagi tanimlanmistir (Sekil 2.5) (Huelsken ve Behrens
2002).

1. Wnt/B-katenin (Kanonik/Klasik) sinyal yolag1
2. Wnt/Ca+2 (Kanonik olmayan) sinyal yolagi
3. Wnt/Planar Hiicre Polaritesi (PCP) (Kanonik olmayan) sinyal yolag

Kanonik olmayan yolaklarin kanser gelisimindeki rolii tam olarak bilinmemektedir. Ancak
bunlarin, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin antagonisti gibi davrandigi diistiniilebilecegi gibi,
bagka bir fikre gore de Wnt’lerin aktivasyonunun bu iki yolak araciligt ile timor

progresyonunu saglayabilecegi dnerilmektedir (Ilyas 2005).
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Sekil 2.5: Wnt Sinyal Ileti Yolaklar1 (Espada vd 2009)

Wnt genleri kodladiklar1 proteinlerin gorev aldigi sinyal yolaklarina yani biyolojik

aktivitelerine gore 2 gruba ayrilmistir;

1-B-katenin sinyal yolagini aktiflestirme 6zelligine sahip Wnt genleri; Wnt 1, Wnt 2A, Wnt
2, Wnt 3, Wnt 3A, Wnt 7A, Wnt 8A, Wnt 8B, Wnt 10A, Wnt 10B,

2- Diger sinyal yolaklarini aktiflestirme 6zelligine sahip Wnt genleri; Wnt 4, Wnt 5SA, Wnt
5B, Wnt 6, Wnt 7B ve Wnt 11 (Miller 2001).

2.5.1. Wnt/ g-Katenin (Kanonik/Klasik) Yolag:

Kanser gelisiminde rol oynayan en temel yolaktir. Bu yolagin anlagilmasinda merkez rolii
B-katenin oynar. B-katenin sitoplazmada bulunur, Wnt sinyal aktivasyonu ile ¢ekirdege
tagiir. Boylelikle ¢cok sayida genin transkripsiyonunu aktive eder. Ayni1 zamanda bu yolak
cok sik1 bir sekilde kontrol edilir, ancak ihtiya¢ duyuldugu zaman aktive olur (Ilyas 2005).

Bu yolagin en temel komponentleri; multiprotein kompleksini (yikim kompleksini)
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olusturan Axin-APC (Adenomatous Polyposis Coli)- GSK3p (Glikojen Sentez Kinaz 3f3)
ve bu yikim kompleksinin antagonistleri olan Dvl (Dishevelled)-CKlIe (Kazein kinazle)-
GBP/Frat ve de B-katenin’dir (Miller 2003).

2.5.1.1.Wnt Reseptorleri: Fz ve LRP’ler

Frizzled proteinini kodlayan Fz geni ilk olarak 1996 yilinda Drosophila’da tanimlanmistir
(Bhanotet vd 1996, Cadigan ve Liu 2006). Giinlimiizde ise insanlarda tanimlanmig 10 adet
Fz reseptorii bulunmaktadir. Fz reseptorii G protein ailesinin iiyesi olup, 537-706 amino
asit uzunlugunda yaklagik 63-80 kd molekiil agirliginda bir transmembran proteindir
(Huang ve Klein 2004). Bu proteinlerin bir ucu ekstraseliiler matrikse (ECM) uzanirken,
diger ucu ise zarin bir ucundan digerine 7 kez kat ederek sitozol igine uzanir.
Olusturduklar1 bu kivrimlar nedeniyle Fz proteinleri "7 kivrimli reseptdr proteinler”” olarak
da nitelendirilebilir (Chen vd 2008, Wawrzak vd 2009). Bu proteinin hiicre disinda
bulunan kismi, 10 adet sisteince zengin (cystein-rich domain (CRD) rezidi icerir. Wnt
proteini sistein rezidiilerinin bulundugu u¢ kismi ile Fz proteininin CRD bdlgesine yiiksek
affinite ile baglanirken, diger ucu ile de LRP5/6 proteinine baglanir. Farkli Wnt ligandlari

farkli Fz reseptorlere baglanir.

Memelilerde 10 farkli diisiik yogunluklu lipoprotein reseptdr iliskili protein (LRP)
tanimlanmis olmasina ragmen Wnt sinyal yoluyla iliskili reseptorleri LRPS ve LRP6’dir.
Bu proteinlerin Wnt/B-katenin sinyal yolaginda reseptor olarak gorev yaptigi, 2000 yilinda
farelerde, Xenopus embriyolarinda ve Drosophila’da yapilan c¢alismalarla ortaya

konmustur (Pinson vd 2000, Tamai vd 2000, Wehrli vd 2000).

LRP5/6 diisiik yogunluklu lipoprotein ailesinin {iyesi olan bir transmembran proteini olup
1615 amino asit uzunlugunda, 180 kd molekiil agirliginda ve Fz’nin ko-reseptorii olarak
gorev yapmaktadir (He vd 2004, Cadigan ve Liu 2006). Bdylece, Wnt sinyal
mekanizmasinin baslatilabilmesi i¢in gerekli olan bu {iclii yapi, birbirleriyle baglanti
kurmus olur (Fz-Wnt-LRP5/6). (Nusse ve Varmus 1992, Mikels ve Nusse 2006, Cadigan
ve Liu 2006, Chen vd 2008).
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2.5.1.2.Dvl (Dishevelled/Dsh)

Dvl proteinini kodlayan Dishevelled geni ilk olarak 1959 yilinda Drosophila’da
saptanmistir (Wallingford ve Habas 2005, Lee vd 2008). Wnt/B-katenin sinyal yolu ile
iliskisi ise Drosophila’da segment polaritesi iizerine yapilan calismalar sirasinda 1994
yilinda kesfedilmis ve Wnt geni gibi Hydra’dan insana kadar evrimsel olarak oldukca
korundugu belirlenmistir (Weitzmann 2005). Dvl proteini yaklasik 700 amino asitten
olusur ve 78 kd molekiil agirligina sahiptir (Wallingford ve Habas, 2005).

[lk hiicre ici sinyal molekiilii olan Dvl, membrana bagli reseptorler ile B-katenin kompleksi
arasindaki iliskiyi saglar (Povelones ve Nusse 2002). Dvl, bir ucu ile zarda bulunan Fz’nin
hiicre i¢i kismina baglanirken, diger ucu ile fosforillenmis LRP5/6’ya bagli halde bulunan
Axin’e baglanir. Bu baglanma ile Axin proteininde konformasyonel bir degisim olur. Bu
degisim, GSK-3p3’nin Axin’den ayrilmasini saglar. Axin’den ayrilan GSK-3f hiicredeki bir
inhibitdr protein (frequently rearranged in advanced T-cell lymphoma-1 (Frat-1)]
tarafindan inhibe edilir ve bu sayede GSK-38’nin B-katenini fosforilleme etkisi ortadan

kaldirilmis olur. (Chen vd 2008, Schwarz-Romond vd 2007, Fraser vd 2002).

Dvl proteini sadece Wnt/B-katenin sinyal yolag1 degil ayrica kanonik olmayan 2 yolakta da
gorev yapmaktadir. O nedenle bazi aragtirmacilar tarafindan Dvl Wnt sinyal yolaklarinin

kavsak noktasi1 olarak da nitelendirilmektedir (Wallingford ve Habas 2005, Lee vd 2008).

beh/ov

Sekil 2.6: Dvl proteinin yapisi
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2.5.1.3.Axin (Conductin)

[k olarak 1997 yilinda fare embriyolar1 ile yapilan galigmalar sirasinda tanimlanmugtir
(Zeng vd 1997). Axin proteini 862 amino asit uzunlugundadir ve 95,6 kd molekiil
agirligina sahiptir. Yikim kompleksinin merkezinde yer alan, yapinin iskeletini olusturan
ve Wnt sinyal yolaginda negatif regiilator olarak gdrev yapan bir proteindir (Novak vd
1999). 3 adet domaine sahip olup; bunlardan amino terminalinde bulunan RGS (regulator
of G protein signaling) domaini ile Adenomatous Polyposis Coli (APC)’ye, merkezi
domaini ile B-katenin-Glikojen sentaz kinaz 3f (GSK3p)-protein fosfataz 2A (PP2A)-
Kazein kinaz I (CKI)’ya ve C-terminal (DIX) domaini ile de Dvl’ye baglanir (Lustig vd
2003). Axin, GSK3-B—CKI-APC-PP2A-B-katenin ile multiprotein kompleksini (yikim
kompleksi) olusturur. Bu kompleksin olusumu sayesinde Axin, [-kateninin
fosforilasyonunu koordine eder (Kimelman ve Xu 2006). Fosforlanan B-katenin ise
parcalanir ve c¢ekirdege tasinimi gerceklesemez, hedef genler aktive olamaz. Boylelikle
Axin, B-katenin i¢in molekiiler bir saperon olarak davranir ve B-katenin’inin ¢ekirdek-

sitoplazma dagilimini diizenler (Prunier vd 2004).

Axin proteininin, sadece Wnt/B-katenin sinyal yolaginda degil, apoptosisin strese bagh
uyarilmasinda ve sentrozomlarda v-tiibilin ile kompleks olusturarak mikrotiibiillerin

organizasyonunda da gorev yaptig1 belirlenmistir (Fumoto vd 2009, Zhang vd 2009).

Yapilan ¢alismalarda Wnt yolaginin inhibitorii olarak gorev yapan Axin geninin yiiksek
seviyede ifade edilmesi ile hematopoetik kok hiicre fonksiyonunun baskilandigi sonucuna

varilmigtir (Reya vd 2003).

Sekil 2.7: Axin proteinin yapist (Kasumi vd 1999)
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2.5.1.4.APC (Adenomatous Polyposis Coli)

APC geni 5. kromozomda (5q 21-22) yer alir. ik olarak 1987 yilinda Gardner sendromlu
bir hastada yapilan kromozom delesyonu c¢alismalar1 sirasinda saptanmis ve timor
baskilayici gen ailelerinden biri olarak kabul edilmistir (Aoki ve Taketo 2007). Daha sonra
yapilan ¢aligmalarda bu genin, kolorektal karsinomlarin gelisiminde oldukga etkili oldugu

belirlenmistir (Prunier vd 2004).

Insanda fetal ve eriskin dokularda ifade edilen APC geninin iiriinii olan APC proteini 2843
amino asitten ve ¢ok sayida alt birimden olusmus, 312 kd molekiil agirligina sahip oldukca
biiyiik bir proteindir (Lustig ve Behrens 2003, Aoki ve Taketo 2007). APC proteini
hiicrenin sitoplazma ve ¢ekirdeginde bulunmaktadir (Giles vd 2003). Cekirdek zarindan
difiizyon ile gegcemeyecek kadar biiyiik bir protein olan APC’nin N terminalinde ¢ekirdek
zarindan girip ¢tkma sinyali ""nuclear export and import signal (NES)”" adi verilen bir
sinyal dizisi bulunmaktadir (Goss ve Groden 2000). Bu sinyal sekansi ile ¢ekirdek zarinda
bulunan bir transmembran proteine baglanan APC proteininin bu sekilde cekirdekten
sitoplazmaya, sitoplazmadan c¢ekirdege gecebildigi One siirlilmektedir (Henderson ve
Fagotto 2002). APC proteininin N terminalinin bir¢ok kanser tipinde mutasyona ugradigi
da saptanmistir. Bu nedenle APC proteininin ¢ekirdek ve sitoplazma arasindaki
transferinde 6nemli rol oynayan bu boliimiiniin, hastaliklarin olusumunda olduk¢a 6nemli
bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir (Polakis 2000, Bienz ve Clevers 2000, Nathke 2005,
Senda vd 2007).

Kanserdeki rolii B-katenin’in hiicresel seviyelerini diizenlemek olup, Wnt sinyal yolaginda
bir negatif regiilatordiir. Yani axin gibi B-katenin’in GSK3-f ile fosforilasyonunu
hizlandirir. Bu gorevinin yanmi sira APC proteininin, ¢ekirdege girerek sinyal yolaginin
aktivasyonu ile ¢ekirdege giren beta kateninin sitoplazmaya tekrar tasindigi ve bu sekilde
genlerin transkripsiyonunun onlendigi diisiiniilmektedir (Henderson ve Fagotto 2002, Aoki
ve Takedo 2007, Brokardo ve Henderson 2008). Ancak beta kateninin APC’den bagimsiz
olarak cekirdek ile sitoplazma arasinda hareket edebildigi diislincesiyle bu goriise karsi
cikan arastirmacilar da bulunmaktadir (Lustig ve Behrens 2003). Ayrica ¢ekirdege giren

APC burada transkripsiyonu inhibe eden c¢esitli molekiiller ile kompleks olusturarak
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genlerin ifade edilmesini engelledigini savunan arastirmacilar da vardir (Hamada ve Bienz

2004).

Yaklagik 300°tin tizerinde farkli hastalik, APC genindeki mutasyonlar ile iligkili
bulunmustur. Bu mutasyonlar ¢ergeve kaymasi ya da olusan prematiire/stop kodonlar ile
"truncated" kisalmis proteinlerin olustur§u mutasyonlardir. APC geninde mutasyon var
oldugu zaman f-kateninin sitoplazmada birikimine, sonrasinda g¢ekirdege gecerek hedef
genlerin transkripsiyonuna neden olur ve bu durum kolorektal tiimorlerin %80’ninde
gortilmektedir (Miller 2003). APC cesitli domainler igerir, biitiin domainlerin C terminali
ya mikrotiibiillere direkt baglanma ya da mikrotiibiil baglanma proteini olan EB1 boyunca
baglanma icerir. APC mikrotiibiillerin distal kisimlarina, mitotik ig iplik¢iklerine ve
kinetekorlara lokalize olmustur. Embriyonik hiicrelerdeki kayb1 ise kromozom
segregasyon defektleriyle iliskilidir. Boylelikle APC mutasyonlar1 sadece artan/azalan -
katenin sinyali degil, ayrica anormal adezyon/migrasyon ve genomik instabiliteye de neden

olmaktadir (Lustig vd 2003).

APC
Oligomerizasyon  Arm tekrarlari Temal Bélge
O T T AT T I T T T ]
(ASEF) (KAP3) {f-catenin ) Caxiniconductin X Mikretibuller ) (EB1XdIg)
I 15 ar'lik tekrarlar
o ﬂ 20 aa’lik tekrariar
Axin
I camp teirarian
(Biversin (KD @i
[ [ros| Ioix
(APC)  (GSK3)(p-catenin) { PP2A ) (Dsh)

Sekil 2.8: APC proteinin yapis1 (Lustig vd 2003)

2.5.1.5.GSK-3B (Glikojen Sentez Kinaz 3p)

Erigkin ve embriyonik donemde birgok sinyal yolaginda gorev alan bu enzim ilk olarak
1980 yilinda saptanmistir (Hedgepeth vd 1999). Wnt sinyalinin bir diger negatif regiilatorii
olan GSK-3p, yaklasik 420 amino asit uzunlugundadir ve 47 kd molekiil agirligina sahiptir

(Jope vd 2007). B-katenin’in fosforlanmasindan sorumlu bir serin/treonin kinaz olup, B-
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katenini N terminal bolgesinden Serin (Ser) 33, Ser 37, Ser 45 ve Treonin (Thr) 41.
pozisyonlardan fosforlamaktadir (Sekil 1.9) (Ilyas 2005). Fosforile olan B-katenin proteini
ubikutin proteozom yolu i¢in hedef olusturur (Kikuchi 2006). Ubikutin proteozom yolu 3
enzim igerir: ubikutin aktivasyon enzimi (E1), ubikutin-konjuge eden enzim (E2) ve
ubikutin ligaz (E3). B-katenin i¢in ubikutin ligazin bir bileseni olan -TRCP, (B-transducin
tekrar1 iceren protein) fosforile B-katenin ile iliski kurar ve proteinin ubikutinasyonu ve
yikimin1 uyarir (Megy vd 2005). Wnt sinyali yoklugunda, B-kateninin yikimi Ser 45
rezidiisiiniin Kazein kinaz o (CKla) tarafindan fosforilasyonu ile baslar. Ser 45’in
fosforilasyonu CKlo’nin Axin’e baglanmasina baglidir. Daha sonraki asama B-katenin-
APC-Axin-GSK3-f multi protein kompleksinin olusumudur. GSK3-, B-kateninin amino
ucundaki diger fosforilasyonlar1 kolaylastirir. Fosforilasyon Thr 41, Ser 33 ve Ser 37 ile
devam eder. GSK3-f tarafindan fosforlanan B-katenin sekansina yikim kutusu (destruction
box) denir (Miller 2003). B-katenin iizerindeki 4 Ser/Thr rezidiisii fosforile olduktan sonra
E3 ubikutin ligaz, B-TRCP tarafindan komplekse baglanir. Bu kompleks ubikutinasyon ve

fosforile B-kateninin proteozomal yikimini saglar (Kimelmanve Xu 2006, Liu vd 2002).

Buna ek olarak GSK-3f sadece B-katenini fosforlamakla kalmaz, ayrica Axin ve APC’yi
de fosforile eder. Boylelikle Axin ve APC’nin, B-katenin ile olan iligkisinin artmasina ve -
kateninin fosforilasyonunun/degradasyonunun hizlanmasina onciiliik eder (MacDonald vd

2009).

Son zamanlarda GSK-38’nin Wnt’nin koreseptorleri olan LRP5 ve LRP6’y1 da fosforile
edebildigi gosterildiginden ayn1 zamanda Wnt sinyal yolagi i¢in pozitif regiilator olarak rol

oynadig1 da ileri siirtilmektedir (Polakis 2007).

33 37 41 45

LDSlGIHS‘SGAT'II'TAPSILS
PP P P

Sekil 2.9: GSK-3f tarafindan B-katenin fosforilasyonu (Liu vd 2002)
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Cesitli kanser tiirlerinde, B-katenin’de yer alan yikim kutusu siklikla mutasyona (CTNNBI1
mutasyonu) ugramaktadir, ¢iinkli onkogenik aktivasyon i¢in en temel bdlgelerden biridir.
Bu bolgede yer alan 4 Ser/Tyr rezidiisiinden birinde meydana gelecek bir mutasyon daha
sonraki fosforilasyonlar1 da engeller. Mutant protein fosforilasyona direnclidir ve ubikutin
aracili yikimdan kagar. Boylelikle B-katenin stabil bir konuma gelir, sitoplazmik ve niikleer

seviyeleri artar (Miller 2003).

4

Fosforilasyon CTNNB 1 mutasyonu

P T SSR—,
SPATTTAGSHIGS

APC mutasyonu

A
PATTTAGSHIGS

o ©

Sekil 2.10: B-katenin ya da APC genindeki mutasyonlar sonucu anormal Wnt sinyal
aktivasyonu (Ilyas 2005)

2.5.1.6.Kazein Kinaz I ( CKI)

Serin ve treonin amino asitlerinin fosforillenmesinde gérev alan bir protein kinazdir. Ilk
olarak siitte bulunan kazein proteinini fosforilledigi ortaya konulan bu enzim o nedenle
kazein kinaz olarak adlandirilmistir. CKI enziminin memeli hiicrelerinde alfa (CKla), beta
1 (CKIB1), gama 1 (CKIy1), gama 2 (CKIy2), gama 3 (CKIy3), delta (CKI3) ve epsilon
(CKlIg) olmak tizere 7 izoformu bulunmaktadir (Xu vd 1995, Virshup 2001). CKI enzimleri
bir hiicrenin hiicre zari, sitoplazma ve ¢ekirdeginde bulunmaktadir. Tek bir polipeptid
zincirinden olusan bu enzimler yaklasik 30-60 kd molekiill agirhigina sahiptir ve

organizmada ¢ok sayida biyolojik siirecte rol oynayan bir¢ok proteinin fosforillenmesinden
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sorumludur. Bu fosforillenme reaksiyonlar: ile proteinlerin aktiflesmesini ve buna bagl

olarak da sinyal iletimini saglar (Xu vd 1995, Knipschiled vd 2005).

CKI enzimlerinin Wnt/B-katenin sinyal yolaginda bulunan g¢esitli proteinleri de
fosforilledigi ortaya konmustur. Bu proteinlerden ilki hiicre zarinda bulunan LRP5/6’dir
(He vd 2004). Sinyal aktivasyonunun baslamasiyla, konformasyonel degisiklige ugrayan
bu transmembran protein CKly tarafindan fosforillenir. Fosforillenen diger bir molekiil ise
Dvl proteinidir. Bu protein ise CKle tarafindan fosforillenmektedir (Swiatek vd 2004,
Verheyen ve Gothardi 2010).

CKI enziminin Wnt/B-katenin sinyal yolagindaki en 6nemli gérevi ise, yikim kompleksinin
yapisina katillarak, hem bu komplekste bulunan Axin ve APC’yi hem de B-katenini
fosforillemesidir (Willert ve Nusse 1998, Giles vd 2003, Lustig ve Behrens 2003). Bu
fosforillenmeler, GSK3 enzimi tarafindan gerceklestirilecek fosforillenme reaksiyonlari
i¢in bir hazirlik niteligindedir, ¢linkii GSK3p enziminin kinaz aktivitesi gosterebilmesi i¢in
CKlo enzimine ihtiyact vardir (Doble ve Woodgett 2003). Bu iki kinaz, B-katenin
miktarinin ayarlanmasinda biiyilk O6neme sahiptir. Yikim kompleksine baglanan f-
kateninin 45. Ser rezidiisii CKla tarafindan fosforillenir. Bu fosforillenme Thr 41, Ser 37

ve Ser 33 amino asit rezidiilerinin GSK3f enzimi tarafindan fosforillenmesini saglar

(Salahshor ve Woodgett 2005, Chen vd 2008).

2.5.1.7.Kaderinler

Adezyon molekiilleri, hiicrelerin 6zgiil olarak dokulara yonlenmelerinde, birbirlerini
tanimalarinda, embriyogenez, hiicre biliylimesi, hiicre farklilasmasi ve inflamasyon gibi

olgularin diizenlenmesinde gorev alirlar (Guc 2004).

Adezyon molekiilleri integrinler, selektinler, immunglobulin siiper-ailesine dahil adezyon

molekiilleri ve kaderinler olmak lizere 4 sinifta incelenmektedir.

Kaderinler, molekiiler agirliklar1 120,000-140,000 kDa arasinda degisen, yap1 ve
fonksiyonlar1 agisindan Ca'*’a bagimli, genellikle 110 aminoasitten olusan transmembran

glikoproteinleridir (Behrens 1994). Hem adezyon bolgesi, hem de Ca* baglayici bolge
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igerirler (Takeichi 1990). Embriyoda 6zgilin adezyon molekiillerinin ekspresyonu, hiicre
gocli  ve doku diferansiyasyonu i¢in kaderinler gereklidir. Kaderinler, morfogenezi ve
farklilasmay1 hizlandiran molekiillerdir. (Crockard ve Boylan, 1998; Ergiiler ve ark.,
2002).

Kaderinler, yapisal olarak birbirleri ile benzerlik gosterirler. Bir¢ok tekrarlayan ilmikten
(domain) olusan ve Ca'*’a baglanmada Onem tasiyan genis bir hiicre-dist N-ucu ile,
kaderinler arasinda ¢ok iyi korunan sitoplazmik boliimle baglantili tek bir transmembran
kisimdan olusur. Sitoplazmik kisim, {i¢ sitoplazmik protein ile iligkilidir; bunlar o, B ve y-
katenindir (Seidensticker 2000, Guc 2004). Bunlar, E-kaderinin sitoplazmik uzantilarina
direkt olarak baglanirken; o-katenin bu molekiillerle hiicre iskeletindeki aktin
mikroflamentleri arasindaki baglantiy1 saglar (Wijnhoven vd 2000, Atabekoglu vd 2002).
Kaderinler homofiliktir yani hem reseptdr, hem de ligand gorevi goriirler (Nagafuchi vd

1987).

Kaderinler iizerinde bulunduklar1 dokulara gore isimlendirilirler ve bugiin bilinen 5 kaderin
grubu vardir. E-kaderinler: Epitel hiicrelerinde ifade edilirler. P-kaderinler: Plasentada
eksprese olurlar ancak belirli donemlerde diger dokularda da bulunduklari bildirilmistir. V-
kaderinler: Endotel hiicreleri iizerinde ifade edilirler. N-kaderinler: Noral dokularda ve

kas hiicrelerinde ifade edilirler. H-kaderinler: Kalp kasinda ifadeleri vardir (Rubin 2006).

Hiicrelerin birbirlerine baglandiklar1 noktalarda yogun sekilde bulunan kaderinler,
gorevlerini yerine getirebilmek icin sitoplazmik proteinlerle (6rnegin aktin) iligki halinde
olmalidirlar. Kaderin ifade diizeyi hiicre differansiyasyonuyla dinamik bir sekilde degisir.
Timor hiicrelerinin - diizensiz  davranisi nedeniyle hiicre-hiicre iliskisi tiimdrlerde

bozulmustur (Guc 2004, Erhan 2009).

2.5.1.8.Beta-katenin (p-Katenin)

B-katenin (CTNNB1) 3. kromozomun p22.1 bdlgesinde yer alan, DNA’nin 23.2 kb’lik bir
bolgesini kaplayan ve 16 eksondan olusan bir gendir (Nollet 1996). lk olarak 1989 yilinda

transmembran kaderinlerin sitoplazmik domainine bagli plazma membranindaki
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intraseliiler yiizey proteinleri olarak tanimlanmistir. Daha sonra bu proteinin Drosophila’da
bulunan Armadillo (Arm) isimli proteinle fonksiyonel ve yapisal homoloji gosterdigi
saptanmis ve Wnt/B-katenin sinyal yolaginda transkripsiyon faktorii olarak gorev yaptigi
ortaya konmustur (Behrens vd 1996, Xu ve Kimelman 2007). Boylelikle B-katenin,
adheziv hiicre-hiicre baglantilarinda ve Wnt sinyal yolaginda goérevli ¢ok fonksiyonlu bir

proteindir (Sekil 2.12) (Novak vd 1999, Nelson vd 2004).

B-katenin proteini yaklagik 300 aminoasit iceren bir amino ug, 550 aminoasit igeren orta
bolge ile 100 aminoasit i¢eren bir karboksi ug olmak iizere 3 bolgeden olusan 90kD’luk bir
sitozolik proteindir (Akiyama 2000, Fuchs vd 2005). Amino ucu GSK-3B i¢in
fosforilasyon bolgelerini igerirken, karboksi ucu hedef genlerin aktivasyonu i¢in gerekli
transaktivasyon bolgesini icermektedir. Proteinin orta bolgesi ise "Armadillo repeat”
Armadillo (Arm) tekrarlar1 olarak bilinen 42 aminoasitten olugan 12 bdlge igerir. Bu bolge,
helikslerden olusan bir siiperheliks meydana getirir ve pozitif yiiklii bir kanal olusturur. -
katenin adezyon reseptorii kaderin, degradasyon kompleksi Axin/APC/GSK-33 ve
transkripsiyon faktorleri TCF/LEF gibi ¢ogu negatif yiiklii ligandlarla etkilesim icin bu
baglanma bolgesini kullanir. B-kateninin fonksiyonu armadillo bdlgesi ile hangi faktdriin
etkilestigine bagl olarak degisir. Genelde -katenine baglanan proteinlerin fosforilasyonu,
negatif yiikle ylklenmelerini saglar ve P-kateninin pozitif yiikli bolgesine baglanma
afinitesini artirir. Bylece ligand fosforilasyonu [-kateninin transkripsiyonda mi1 veya
hiicre-hiicre adezyonunda mi1 kullanilacagini belirler. B-kateninin kendisinin fosforilasyonu

da baz1 ligand etkilesimlerini etkileyebilir. Boylelikle p-katenin farkli hiicresel

kompartmanlarda farklt molekiilleri baglama yetenegine sahiptir (Sekil 2.11) (Kikuchi
2003, Kimelman ve Xu 2006).

p-catenin

Sekil 2.11: B-kateninin yapis1

28



Wnt sinyal yolaginda gorev alan B-katenin proteini hiicre i¢cinde membrana bagl olarak,
sitozolde ve cekirdekte olmak tiizere 3 farkli boélgede bulunabilir (Nelson vd 2004).
Kaderin-katenin kompleksinin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii fosforilasyon tarafindan
diizenlenir. Bu kompleksin fosforilasyonunu c-src, Fer, Fyn ve Met tirozin kinazlari

katalizler.

B-kateninin adezyonla iliskili onemli fosforilasyonlar1 142. ve 654. rezidiilerdeki tirozin
(Tyr) aminoasitlerinde meydana gelir. B-kateninin 654. pozisyonundaki Tyr’nin c-src
tarafindan fosforilasyonu E-kaderine baglanmasinda azalmaya, Tyr 142°nin Fer, Fyn veya
Met tirozin kinazlar tarafindan fosforilasyonu ise a-katenine baglanmasinda azalmaya yol
acar. Tyr 142°den fosforile oldugunda, B-katenin BCL9-2 ile iligki kurar ve B-katenin-
BCL9-2 kompleksi ¢ekirdege gecerek TCF/LEF DNA’ya baglanan proteinler ile birlikte
hedef genlerin transkripsiyonunu diizenler (Sekil 2.12) .

B-katenin veya o-kateninin birlikte fosforilasyonu bazi Protein Tirozin Fosfataz
(PTPaz)’lar i¢in bir baglanma bolgesi olusturur ve bunlar tirozin kinazlarla rekabet ederler.
Genelde tirozin kinazlarin aktivasyonu kaderin aracili hiicre-hiicre adezyonunun kaybiyla
sonuglanir ve sitoplazmik B-katenin diizeyi artar. Tersine PTPaz’larin aktivasyonu kaderin-
katenin kompleksini stabilize eder ve kaderin aracili hiicre-hiicre adezyonu artar. Tirozin
kinazlarin aktivasyonu c¢ekirdekteki B-katenin sinyal yolunu aktive edebilir (Nelson vd

2004).

B

Kaderin-Katenin %
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B-katenin degradasyonu . . A
B-katenin bagimli transkripsiyon

Sekil 2.12: B-kateninin transkripsiyon ve hiicre adezyonundaki rolii (Brembeck vd 2006)
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Bunlara ek olarak bir de B-kateninin fosforlanmasina bagli olmayan bir yol mevcuttur. Bu
yolda ise Siah-1, P53 tarafindan uyarilan -katenin ve APC’nin C terminali ile iliski kurar.

B-kateninin ubikutinasyonuna neden olur. Boylelikle B-katenin degrade olur ve sitoplazmik

seviyeleri diiser (Ilyas 2005) (Sekil 2.13-A).

Serins6z vd (2004), AML hastalariyla yaptiklar1 calismada, beta katenin mRNA
seviyelerinin bu hasta grubunda (n=10) saglikli kontrol grubuna (n=33) gore istatistiksel
olarak 6nemli 6l¢lide artmis oldugunu (p<0.019) ve buna ek olarak AML hastalarinda ALL
hastalarina (n=16) gore beta katenin diizeylerinin 5 kat artig gosterdigini (p<0.0001)
saptamiglardir. Ancak bu caligmada AML FAB smiflandirmasimna gére M2 ve M4 alt
tiplerinde beta katenin ifade diizeylerinin yiiksek oldugu, bu alt tiplerin sayilar arttik¢a
(MO, M1, M3 gibi) beta katenin ifade diizeylerinde hastalar arasinda farkliliklar ortaya

ciktig1 gozlenmistir.

25 AML hastasiyla yapilan diger bir ¢aligmada ise, AML hastalarinin CD34+ hiicrelerinde
normal bireylere ait miyeloid dncii hiicrelere gore beta katenin protein diizeylerinin diger
caligmalarla uyumlu olarak degisken oldugu sonucuna varilmis ve beta katenin ifade
oranlarinin primer AML blastlarinda ¢ok genis bir araliga sahip oldugunu, bunun CD34+
yiizdesi ile korelasyon gostermedigini saptamislardir. Ayrica normal miyeloid hiicrelerin 5-
7 giin kiltiire birakilmasinin ardindan, bu hiicrelerde farklilasma gézlendigi ve buna bagl

olarak beta katenin protein diizeylerinde azalma oldugu gosterilmistir (Simon vd 2005).

AML’de beta kateninin onemi Ysebart vd (2006)’nin AML hasta grubunda yapmis
olduklar1 ¢alismadan ileri gelmektedir. Bu ¢alismada AML hastalarinin (n=118) %61°nde
beta katenin geninin ifade oldugu ancak hastalara gore bu ifade diizeylerinin ¢ok degisken
oldugu bulunmustur. Beta katenin gen ifade oranlarinin genel sagkalim (Overall survival-
OS) ve hastaliksiz sagkalim (Relaps free survival-RFS) ile iliskilendirildigi belirtilerek, -
kateninin AML hastalarinin prognozunda ve hastaligin patogenezinde kritik bir énemi

oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Yapilan bu ¢alismalarla uyumlu olarak, Chen vd (2008) AML (n=59) hasta grubunda beta
katenin ifade diizeylerinin arastirilmasi ile bu genin AML’deki prognostik rolii {izerinde

durmuslardir. AML hastalarinin %22’sinde (n=13) beta katenin ifade oranlarinda artis
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gozlemlemisler ve bu durumun kotii prognozla iliskilendirilebilecegini belirtmislerdir.
Ayrica <65 yas hastalarda beta katenin diizeylerinde diisme oldugu ve iyi prognoz ile iliski
gosterdikleri saptanmistir. Boylelikle AML’de beta kateninin bir belirte¢ olarak rol

oynayabilecegi rapor edilmistir.

Gandillet vd (2011) ise yaptiklar1 bir ¢calismada, beta katenin RNA ve protein diizeylerinin
AML hasta grubunun (n=17) %88’nde arttigin1 gdstermisler ve bu ifade oranlarini AML
orneklerinden elde edilen CD34+ ve CD34- hiicre gruplar ve saglikli kontrol 6rneklerinde
incelemislerdir. Bunun sonucunda CD34 yiizdesi ile beta katenin seviyeleri arasinda bir
iliski bulamamuislardir. Buna ek olarak bu calismada beta katenin ifade oranlan ile FAB
siniflandirmasi, karyotip, FIt3 ve niikleofosmin mutasyonlari arasinda da bir iliski

saptanmamigtir.

2.5.1.9.TCF/LEF (T Cell Factor/Lenfosit enhancer binding factor)

Ik kez 1991 yilinda saptanmis olan TCF/LEF transkripsiyon faktorleri, cekirdek iginde
bulunurlar ve DNA’ya baglanarak gen transkripsiyonunu aktiflestirirler. Bu nedenle bir¢ok
onemli hiicresel siirecte hayati bir konuma sahiptirler (Van de Wetering vd 1991, Willert
ve Jones 2006). Wnt sinyali ile stabilize olan B-katenin proteini fiziksel olarak DNA’ya
baglanamadigi i¢in TCF/LEF transkripsiyon faktorleri ailesiyle iliski kurarak Wnt hedef
genlerini aktive eder (Ilyas 2005).

TCF/LEF, HMG "high mobility group” (Yiiksek mobiliteli grup) siliper ailesine ait
transkripsiyon faktorleri ailesidir (Nusse 1999, Fuchs vd 2005) ve B-kateninin Arm
tekrarlarina baglanirlar (Mulholland vd 2005, Willert ve Jones 2006). TCF/LEF proteinleri
transaktivasyon bolgesi icermezler, fakat hedef genlerin diizenleyici bolgelerindeki 6zel
DNA dizilerini taniyabilirler (Fuchs vd 2005). TCF/LEF proteinleri DNA’ya HMG
bolgeleri (=DNA baglanma bdlgesi) ile baglanarak, (A/T) (A/T) CAA (A/T) GG DNA
dizisi i¢in yiiksek affinite gostermektedir.

TCF/LEF ilk olarak T hiicre genlerini aktive eden faktorler olarak tanimlanmislardir
(Behrens 1996). Yaklasik olarak 380-620 amino asit uzunlugunda olan bu proteinler, 42-68

kd agirligina sahiptirler. Gliniimiizde ise memelilerde bu ailenin 4 iiyesi bilinmektedir;
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LEF-1, TCF-1, TCF-3 ve TCF-4 (Shitashige vd 2008). Bu proteinler HMG bolgeleri
yoluyla dogrudan DNA’ya baglanmalarina ragmen gen anlatimini aktive edemezler, DNA

sarmalin1 biikiilmeye yoOnlendiren yapisal transkripsiyon faktorleri olarak is goriirler

(Morin 1999, Akiyama 2000, Seidensticker ve Behrens 2000,Kikuchi vd 2006).

Wnt/B-katenin hedef genlerinin transkripsiyonu, koaktivatdrler ve korepresorlerle
diizenlenir. Ornegin; P-katenin-TCF/LEF kompleksi; asetiltransferaz CBP/P300, TATA
baglayic1 protein, Pontin 52 ile kombinasyona girerek hedef genleri aktive ederler (Es vd
2003). Bu proteinlerin B-katenin/TCF kompleksi ile temel transkripsiyonel mekanizma
arasinda koprii gorevi gordiigu diistiniilmektedir. Ancak ortamda Wnt sinyal yoklugunda (-
katenin ¢ekirdege giremediginden dolay1 transkripsiyon faktorlerine baglanarak onlar
aktiflestiremez. Bu sekilde genlerin transkripsiyonu engellenmis olur. Bunun yani sira
TCF/LEF proteinleri, Groucho ve C terminal baglanma proteinleri (CtBP) denilen
transkripsiyonel represorler ya da bagka transkripsiyonel represorlere baglanirlar. Bu
baglanma ile transkripsiyon faktorleri inaktif hale gelir. Bundan dolayr bu proteinler

transkripsiyon inhibitdrleri olarak adlandirilirlar (Ilyas 2005, Bajoghli 2007).

TCF/LEF/B-katenin kompleksinin hedef aldig1 genler hiicre proliferasyonunu diizenleyici
ve gelisimi kontrol eden genlerdir. Dolayisiyla bu genlerin ¢ogu bilinen onkogenler olup
kanser tedavisinde giiglii birer hedeftirler. Bu genler siklin D1, c-myc, matriks

metalloproteinaz vb. genlerdir (Lustig vd 2003).

Simon vd (2005) AML hastalarinin primer CD34+ 6ncii hiicrelerinde beta katenin ve APC
gen mutasyonlarimin tespit edilmedigini, ancak Wnt-1, Wnt-2b ve Lef-1 genlerinin ifade
diizeylerinin anormal sekilde arttigin1 ve buna bagli olarak AML hastalarinin birgogunda

kanonik Wnt sinyal yolaginin aktif oldugunu gostermislerdir.

Neth vd‘nin (2006) yaptiklar1 diger bir c¢alismada, saglikli bireylerden aldiklar
mezenkimal kok hiicrelere kiiltiir ortaminda Wnt3a uyguladiklarinda B-katenin ve B-
katenin hedef genleri olan siklin D1, matriks metalloproteinaz (MT1-MMP) gen ifade

seviyelerinin Wnt sinyaline bagli olarak arttigin1 gostermislerdir.
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Cesitli kanser tiirlerinde, Wnt sinyal yolagindaki yeni hedef genlerin belirlenebilmesi igin,
mikroarray analizi ile genom ebadinda caligmalar yapilmistir. Ancak simdiye kadar sinirh

sayida aday gen belirlenmistir (Wend 2010).

2006 yilinda mikroarray teknigi kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, B-ALL 16semik hiicre
serilerinde (Nalm-6) ve primer B-ALL hiicrelerinde (n=5) kiiltiir ortaminda Wnt3a’ya
cevap olarak sitoplazmada beta katenin birikiminin gerceklestigi ve beta kateninin
cekirdege tasindigr gosterilmistir. Ancak bazi ALL hiicre serilerinde (EU12, BV173,
KOPN-8) ise, yiksek doz Wnt3a’ya maruziyet proliferasyonu baskilayici bir etki
gostermistir. Bunun sonucunda Wnt3a ile indiiklenen hiicre serilerinde ve primer
hiicrelerde mikroarray analizi yapilarak Wnt3a’ya bagli degisen genler bulunmus ve hiicre
bliylimesini diizenleyici ¢esitli hedef genler belirlenmistir. Hiicre kiiltiir ortaminda 4 saat
Wnt3a ile muamele sonunda 49 genin, 24 saat muamele sonrasinda 33 genin ifade
seviyelerindeki farkliliklar gosterilmistir. Bdoylelikle Wnt sinyal yolagmmin B-ALL
hiicrelerinde biiylimeyi diizenleyici bir rol oynadig: ortaya konmustur (Nygren vd 2006).

Whnt sinyal ileti yolaginin temel mekanizmasini kisaca 6zetlersek ;

Whnt sinyal varhginda; Eger hiicre bir Wnt sinyali algilarsa 6ncelikle Wnt sinyal proteini
gelir, hedef hiicre zarinda bulunan Fz reseptorii ve LRP5/6 koreseptorii ile iliski kurar. Bu
baglanma ile beraberinde Wnt 2 dénemli fosforillenme reaksiyonunu uyarir. Bunlardan biri
LRP5/6’nin sitozol i¢inde kalan kismmin GSK3B ve CKle enzimleri tarafindan
fosforillenmesidir. Bu kismin fosforillenmesi, sitozol icerisinde bulunan ve Axin-APC-
GSK3p’dan olusan yikim kompleksini etkiler. Bu fosforillenmenin etkisi sonucu bu
kompleksi bir arada tutan Axin ile ona bagli bulunan GSK3f bu kompleksten ayrilarak,
LRP5/6’nin sitozol i¢indeki fosforillenmis kismina baglanir. Diger bir fosforilleme islevi
ise, sitozolde bulunan CKI, CKII ve Par-1 enzimleri ile Dvl proteininin fosforillenmesidir.
Dvl, Axin’e baglanarak, Axin proteininde konformasyonel bir degisiklik meydana getiririr.
Bu degisiklik, GSK3p’nin Axin’den ayrilmasini saglar. Axin’den ayrilan GSK3p, Frat-1
tarafindan inhibe edilir. Bu sayede GSK3B’ nin B-katenini fosforilleme etkisi ortadan kalkar
ve hiicre i¢inde "B-katenin" konsantrasyonu artar. Hiicre iginde biriken bu "B-katenin"
baslica iki mekanizmay tetikler. Bunlardan birincisinde, "B-katenin" hiicre membranindaki

N-kaderin’in hiicre i¢i boliimiine baglanarak, hiicreler arasi baglantiyr giiclendirici ve
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stabilize edici rol oynar. Ikincisinde ise, hiicre cekirdegi igine girerek "Tcf/Lef"
transkripsiyon faktorlerine baglanir ve Wnt sinyal yolunun hedef aldigi genlerin

transkripsiyonlarina olanak saglar (Ilyas 2005, Tanir ve Demirezen) (Sekil 2.13).

Wnt sinyal yoklugunda; Wnt hiicre zarindaki Fz ve LRP5/6 reseptorlerine baglanamaz.
Dolayisiyla sinyal mekanizmasinin aktivasyonunda rol oynayan 2 fosforillenme islemi
gerceklesemez. Fosforillenme reaksiyonlar1 gerceklesmedigi i¢in, yikim kompleksi aktif
durumdadir. Bu yikim kompleksi iiyeleri olan GSK-3f ve beraberindeki "Axin" ve timor
baskilayici faktor olan "APC", "B-katenin" in fosforilasyonunu N-ucunda yer alan serin ve
treonin amino asitlerinden (kodon 33, 37, 41,) kazein kinaz-1 (CKI) ise Ser 45’den
yapmaktadir. Bu fosfoaminoasitler B-katenine 2. bir protein kompleksi (ubikutin ligaz
kompleksi) i¢in baglanma bdlgesi olustururlar ve ubikutinasyonu baslatirlar. Boylelikle B-
TRCP (B-transducin repeat containing protein), proteozomal degredasyon igin proteini
hedefler ve B-kateninin degradasyonu saglanir. "B-katenin" in degredasyonu da, hiicre
cekirdeginde "Tef/Lef" grubu transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanarak Wnt sinyal
yolunun hedefi olan genlerin transkripsiyonlarini baskilamalarina imkan saglar (Orsulic

1999, Miller 2002, Miller 2003, Ilyas 2005, Daugherty ve Gottardi 2007). (Sekil 2.13).
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A- Whnt sinyali yoklugunda B- Wnt sinyali varhginda
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Sekil 2.13: Wnt/ B-Katenin (Kanonik) Yolag: (Ilyas 2005)
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Yapilan caligmalarda gosterilen cesitli kanser tiirlerinde Wnt sinyal yolaginin anormal

aktivasyonu sonucu meydana gelen degisimler asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Farkli kanser tiirlerinde Wnt Sinyal yolaginda saptanan degisimler

Whnt Sinyal Yolag:

komponentleri
Wnt

sFRP (Wnt inhibitori)

WIF-1 (Wnt inhibitorii)

LRP-5

Frizzled (Fz)

Dishevelled (Dvl)

Fratl

CTNNBI

Axin

Degisim

Asirt ifadelenme
(Overekspresyon)

Diigiik ifadelenme
(Downregiilasyon)
Diigtik ifadelenme
(Downregiilasyon)

Asirt ifadelenme
(Overekspresyon)

Diigtik ifadelenme
(Downregiilasyon)

Asirt ifadelenme
(Overckspresyon)

Diiglik ifadelenme
(Downregiilasyon)

Asirt ifadelenme
(Overekspresyon)

Asirt ifadelenme
(Overekspresyon)

Fonksiyon kazanimt

(Gain of function)

Fonksiyon kayb1
(Loss of function)

Forksiyon kaybt
(Loss of function)
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Kanser cesidi

NSCLC
CLL
Gastrik kanser

HNSCC
Kolerektal
Ovaryum
BCC
Gogiis

Gogiis

Mesane
Dert
Kolorektal

Prostat
NSCLC
Prostat
Gogiis
Akciger
Mesane
Osteosarkom

Prostat
HNSCC
Kolorektal
Ovaryum
Ozefagus
Gastrik

Prostat
Goglis
Deri
Serviks
Pankreatik
Ozefagus
Serviks
Gogiis
Gastrik
Gastrik

Kolorektal
Ovaryum
Hepatoseliiler
Pankreatik
Tiroid
Prostat
Deri
Kolorektal
Deri
Medulloblastoma

Hepatoseliiler

Medulloblastoma

Referans

You vd 2004

Lu vd 2004

Kim vd 2003, Saitoh vd 2002
Rhee vd 2002

Holcombe vd 2002

Ricken vd 2002

Lo Muzio vd2002

Jonsson vd 2002

Klopocki vd 2004, Ugolini vd
2001

Stoehr vd 2004

Lee vd 2004

Suzuki vd 2004, Kim vd 2002
Caldwell vd 2004

Wissmann vd 2003

Mazieres vd 2004
Wissmann vd 2003
Wissmann vd 2003
Wissmann vd 2003
Wissmann vd 2003
Hoang vd 2004

Wissmann vd 2003
Rhee vd 2002
Holcombe vd 2002
Wissmann vd 2003
Tanaka vd 1998
Kirikoshi vd 2001

Wissmann vd 2003
Nagahata vd 2003
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Beta kateninin stabilizasyonunu icermeyen yolaklar, kanonik olmayan yolaklardan
olugsmaktadir. Birbirinden farkli en az 7 adet kanonik olmayan yolak mevcuttur. Bunlardan
bazilar1 Fz reseptorlerini kullanmaktadir. En iyi karakterize edilen Fz-bagimli kanonik

olmayan yolak Wnt-cGMP/Ca2+ yolagidir (Kokolus ve Nemeth 2010).

2.5.2.Wnt/Kalsiyum (Ca*2) Yolag

Wnt/Ca™2 sinyal yolag ile ilgili bilgiler Danio rerio (Zebra balig1) embriyosu ile yapilan
caligmalar sirasinda ortaya konmustur. Bu sinyal yolagi, Wnt proteininin hedef hiicre
zarinda bulunan reseptorlerine baglanmasi ile baglamaktadir (Kohn ve Moon 2005). Bu

baslama sinyali hiicre i¢i kalsiyum miktarinin artmasina neden olur. Artan kalsiyum,

sitozolde bulunan Ca*2/Kalmodulin bagimli Protein kinaz I (CAMKII) ve Protein kinaz C
(PKC) gibi ¢esitli enzimlerin aktiflesmesine neden olmaktadir. CamKII, kalsindrin ve
sonrasinda NF-AT ailesi kalsinorin bagimli transkripsiyon faktorlerini aktive eder (TAK-
NLK kinazlart) (Sekil 2.5). Enzimlerdeki bu aktiflesmeye bagli olarak bu sinyal yolaginin
hiicre gocii ve hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir

(Kiihl vd 2000, Lustig ve Behrens 2003, Komiya ve Habas 2008).

llging olan bircok ¢aligmada gosterildigi gibi kanonik ve kanonik olmayan yolaklar
arasinda bir ¢apraz durumun séz konusu olmasidir. Bu ¢alismalarda Wnt5a’nin kanonik
olmayan yolag1 uyardigi, kanonik Wnt yolagini ise inhibe ettigi gosterilmistir. Bu goriis
hem in vivo hem de in vitro sartlarda hematopoetik kok hiicreleri igermektedir. Bu
mekanizmada kanonik olmayan sinyal, korunmus etkisini kanonik yolak {izerinde
gostermektedir, ancak bu durum heniiz belirsizdir. Ca®" aracili TAKI-NLK kinazlarmn
aktivasyonunun beta katenin degradasyonunu uyararak bu durumu diizenledigi

belirtilmistir (Kokolus ve Nemeth 2010).

Topol vd (2003) Wnt5a’nin beta katenin degradasyonunu, Ebi-APC-Siah2 ubikutinasyon
kompleksi vasitasiyla Ca®"dan bagimsiz bir sekilde sagladigimi gostermislerdir. Ancak
Wnt5a’nin bu kompleks olusumunu nasil sagladigi bilinmemektedir. Bunun aksine Mikels
ve Nusse Wnt5a’nin kanonik yolagi kalsiyumdan bagimsiz bir sekilde inhibe ettigini, fakat

bu durumun beta katenin degradasyonunu uyarmadan gergeklestigini gostermislerdir.
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Yakin zamanda Wnt5a’nin Wnt3a (kanonik Wnt sinyalinin aktivatori) ile LRP5/6
koreseptore baglanmak i¢in yariga girdigi de gdsterilmistir (Bryja vd 2009).

Martin vd (2010) 11 AML hiicre serisinde ve 252 AML hasta grubunda yaptiklari
calismada, 7 hiicre serisinde ve hastalarin %43’ nde Wnt5a’nin hipermetile oldugunu
bulmuslardir ve bu epigenetik durumun AML hastalarinda relaps+mortalite ylizdelerini
artirdigin1 belirtmiglerdir. Bununla birlikte Wnt5a’nin hipermetilasyonun siklin D1 gen
ifade oranmi artirdifimm ve AML hastalarinda kotii prognoza neden oldugunu

bildirmislerdir.

2.5.3.Wnt/Planar Hiicre Polaritesi (PCP) Yolag:

Whnt’ler tarafindan aktive edilen hiicresel davranislari diizenleyen 3. sinyal yolagidir. ilk
olarak Drosophila’da tanimlanan bu yolak hiicre gogiinde ve hiicre iskelet elemanlarinin
diizenlenmesinde gorev aldig1 yapilan genetik caligmalarla ortaya konmustur ancak bu
sinyal yolagmin memelilerdeki gorevi iizerine hala ¢aligmalar yapilmaktadir (Fanto ve

McNeill 2004, Kikuchi ve Yamamoto 2006, Karner vd 2009, Dale vd 2009).

Drosophila’da ve omurgalilarda bu yolak i¢in farkli bir Wnt ligand1 saptanmamis olup,
Wnt5a ve Wntl1’in bu sinyal yolagini aktive ettigi bilinmektedir. Bu yolak Rho GTPazlar
ve bunlarla iliskili proteinler olan RhoA, Aktl (Rac) ya da Cdc42 aktivasyonlarin
icermektedir (Sekil 2.5) (Espada vd 2009).
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2.6.Wnt Sinyal Yolaginda rol oynayan inhibitorler

Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktivasyonunun kontrol edilmesi hayati 6nem tasimaktadir.
Wnt proteinlerinin Fz/LRP reseptér kompleksine baglanmasini onleyerek, sinyal yolagimin
kontrollii sekilde inhibe edilmesi ekstraseliiler matrikste (ECM) bulunan ¢esitli inhibitor
molekiiller tarafindan gerceklestirilir. Bu inhibitorler, sSFRP ve Dkk protein aileleri olmak
tizere 2 fonksiyonel gruba ayrilmaktadir (Cizelge 2.4) (Kawano ve Kypta 2003, Elston ve
Clifton-Bligh 2010, Staal 2010).

Cizelge 2.4. Wnt/B-katenin sinyal yolagini kontrol eden inhibitér molekiiller ve 6zellikleri

Molekiiller Amino asitler Molekiiler Agirhk Etki Mekanizmasi
(Da)

sFRP-1 314 35386 Wat ve Fz’ye baglanir
sFRP-2 295 33490 Wnt’ye baglanir
sFRP-3 325 36254 What’ye baglanir
sFRP-4 346 39827 Wat’ye baglanir
sFRP-5 317 35563 Wnt’ye baglanir
Dkk-1 266 28672 LRP5/6’ya baglanir
Dkk-2 259 28447 LRP5/6’ya baglanir
Dkk-3 350 38201 Beta katenine baglanir
Dkk-4 224 24876 LRP5/6’ya baglanir
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1.Grup; sFRP Ailesi (Secreted Frizzled-Related Proteins); sFRP1, sFRP2, sFRP3, sFRP4,
sFRP5, WIF-1 (Wnt inhibitory factor-1) ve Cerberus bu grup igerisine girmektedir. Bu
proteinler ya direkt olarak Wnt ligandlarina baglanarak, ya da Wnt reseptorlerine
baglanarak Wnt’nin reseptdrleri ile iliski kurmasina engel olurlar (Kawano ve Kypta, 2003,
Bovolenta vd 2008). Boylelikle hem kanonik hem de kanonik olmayan Wnt sinyalini
inhibe ederler (MacDonald 2009) (Sekil 2.14b).

Son yillarda Wnt inhibitorlerinin timdr baskilayicilar gibi hareket ettikleri ve promotor
hipermetilasyonu yoluyla baskilandiklarina dair yapilan bir¢ok c¢alisma mevcuttur.
Bununla birlikte, sFRP ailesi iiyelerinin gen ifade diizeylerindeki degisimler gogiis,
servikal, gastrik, kolon ve deri gibi ¢ok ¢esitli kanser tiirlerinde gozlenmektedir (Reguart
vd 2005). Suzuki vd’nin (2004) yaptigi bir calismada, sFRP’nin epigenetik olarak

inaktivasyonun kolorektal kanserlerde ortaya ¢iktigi bulunmustur.

WIF-1 ise ¢esitli kanser tiirlerinde 6zellikle akciger kanserinde promotor bolgesindeki CpG
adaciklarinin hipermetile olmasiyla ifade diizeylerinin azaldigir gosterilmistir (Wissmann

vd 2003).

2.Grup; Dickkopf (Dkk) ailesi; Dkkl, Dkk2, Dkk3 ve Dkk4 olmak iizere 4 adet protein
icerir (Kawano ve Kypta 2003, Pinzone vd 2009). Bu proteinler direkt Wnt’ye
baglanmazlar, Wnt’nin iliski kurdugu koreseptor olan LRP5/6’ya baglanarak LRP-Fz-Wnt
kompleksi olusumunu engelleyerek, Wnt sinyalini inhibe ederler (Wend 2010, MacDonald
2009) (Sekil 2.14c). Her iki durumda da sinyal yolagi inhibe edilmis olur.

Bu 2 grup inhibitérden farkli olarak bir de Shisa proteinlerinden bahsedilmektedir. Shisa
proteinleri, Fz reseptorlerine endoplazmik retikulum (ER) igerisinde iken baglanir ve bu

reseptorlerin hiicre yiizeyine ulagmalarini engeller (MacDonald 2009).

2006 yilinda Gomez vd’nin yaptigr calismada Wnt inhibitorlerinden sFRP1, sFRP2,
sFRP3, sFRP4, sFRP5, WIF-1 ve Dkk3’iin promotor bolgelerinin anormal metilasyonu
sonucunda ALL hastalarinda ve ALL hiicre serilerinde bu inhibitdrlerin ifade diizeylerinin

azaldig1 gosterilmistir.
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Benzer galisma Valencia vd (2009) tarafindan 4 AML hiicre serisinde ve 184 AML
hastasinda sFRP1, sFRP2, sFRP4, sFRP5 ve DKK1, DKK3 genlerinin promotor bdlgeleri
hipermetile olarak bulunmustur. Bu sekilde Wnt inhibitorlerinin metilasyonu AML

hastalarinda kétii prognozla iliskilendirilmistir.
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Sekil 2.14. Wnt Inhibitérlerinin etki mekanizmalar

Tim hematolojik malign hastaliklarda (AML, ALL, KML, MM (Multiple Myeloma)) Wnt
sinyal yolaginda rol oynayan biyomollekiiller ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar Cizelge

2.5’te gosterilmistir.
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Whnt SinyalYolag:
Komponentleri
APC

B-Katenin

y-Katenin

‘Wntl

Wnt 2b

Wnt3
Wnt3a
Wnt4

Wnt5a

Wnt5b
‘Wnt6
Wnt7a
Wntl0a
Wnt10b
Wntll
Wntl3
Wntl4
Wntl6

Wntl6b

Fzd3
Fzd4
Dkkl

Dkk3
sFRP2

Bcel9

Degisim

Metilasyon

Agsirt ifadelenme

AMLI-ETO,PML-RARA
ya da PLZF-RARA’dan
kaynaklanan aktivasyon

Agsirt ifadelenme
Ekzojen
Agirt ifadelenme
Agirt ifadelenme
Asirt ifadelenme
Ekzojen
Ekzojen

Diistik ifadelenme
Asirt ifadelenme

Agsirt ifadelenme
Agirt ifadelenme
Asirt ifadelenme
Asirt ifadelenme
Agirt ifadelenme
Agsirt ifadelenme
Asirt ifadelenme
Asirt ifadelenme
Agirt ifadelenme

t(1;19) sonucunda Asgiri
ifadelenme

Agirt ifadelenme

Flt3 mutasyonu sonucunda
Agirt ifadelenme
Asirt ifadelenme

Metilasyon
Agirt ifadelenme

t(1;14) sonucunda Asir1
ifadelenme
Agirt ifadelenme
Agsirt ifadelenme

Losemi Tipi

T 16semi/lenfoma

T-ALL

AML
KML

AML

AML

AML
MM

KLL
MM
MM

ALL
MM

KLL
KLL
MM
KLL
MM
MM
MM
KLL
KLL

B-ALL

KLL
AML
MM (matiir fenotip)

ALL
MM

Pre- B ALL

Non-Hodgkin Lenfoma
MM
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Cizelge 2.5. Hematolojik Malign hastaliklarda saptanan Wnt Sinyal yolagindaki degisimler
(Khan vd 2006)

Etkisi

Hastalarin %50’sinde
gozlenmis

B-Kateninin
baskilanmastyla artmig
apoptoz ve azalmig
proliferasyon

Aktif kanonik Wnt yolag1

Artmus self renewal
Artmis proliferasyon ve
self renewal

Bilinmiyor
Artmig migrasyon
Bilinmiyor
Bilinmiyor

Bilinmiyor
Artmis proliferasyon
Artmig migrasyon

Artmig migrasyon

Bilinmiyor
Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Wntl6b’nin baskilanmasi
sonucu apoptoz ve azalmis
proliferasyon

Bilinmiyor
Bilinmiyor,Hastalarin
%30’nda gozlenmis
Fokal kemik lezyonlari ile
iligkili

Wnt cevabinda artis

Fokal kemik lezyonlari ile
iligkili
Bilinmiyor

Bilinmiyor
Bilinmiyor



2.7. Wnt/p-katenin Sinyal Yolaginin AML’deki rolii

RAS ailesi iiyeleri, FLT3 ve KIT reseptor tirozin kinazlar gibi hematopoezin énemli sinyal
yolaklarinda meydana gelen ve diferansiye olmamis hiicrelere proliferasyon ve hayatta
kalma avantaji saglayan genetik degisimler AML’nin ortaya ¢ikmasinda ¢ok onemlidir.
FLT3, KIT ve RAS mutasyonlarinin timii AML’li olgularin yaklasik % 50’sinde
goriilmektedir. Hastalarin diger kisminda da sinyal yolaklarinin aktive olmasini saglayacak
baska genlerin mutasyonlarinin varligir olasidir. AML’de anormal sinyal aktivasyonu
hematopoetik  kok  hiicrelerin  sagkalimimni1  ve  proliferasyonunu  artirmaktadir.
RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT gibi yolaklarda igerilen ¢ok sayida mutant sinyal proteinleri
AML’de tanimlanmistir (Scholl vd 2008).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda ise, AML’de Wnt/B-katenin yolaginin aktivasyonu ve f3-
katenin birikiminin gosterilmesi hastaligin patogenezinde bu yolagin bozuldugunu gosteren
kanitlardir (Mikesh vd 2007). AML’de simdiye dek [-katenin mutasyonlarina hig
rastlanmamuistir, boylelikle bu durum bu yolag: tetikleyen bagska mekanizmalarin varliginin
bir gostergesi olmustur (Gandillet vd 2011). AML’de FIt3 reseptor tirozin kinaz
mutasyonlar1, t(15;17), t(8;21) translokasyonlar1 siklikla gozlenmekte olup, bu genetik
anomalilerin anormal Wnt/B-katenin sinyali ile iliskili oldugu yapilan c¢alismalarda
belirtilmistir. Fukumoto vd (2007) yaptiklart ¢calismada, beta katenin yikim kompleksinde
rol oynayan GSK3B’nin, PI3K/Akt yolagi i¢in iyi bir hedef oldugunu saptamislardir.
GSK3p’nin Akt bagimhi fosforilasyonu, yikimina neden olurken bu mekanizmanin FIt3
mutasyonlart ile uyarilabilecegi de belirtilmistir (Mikesh vd 2007). Ayn1 zamanda yine
FIt3 mutasyonlar tarafindan Wnt reseptorii olan Fz 4’lin ifadesinin artis1 beta katenin
aktivasyonuna Onciililk etmektedir (Gandillet vd 2011). Buna ilaveten yakin zamanda
AML’de sFRP1, sFRP2, sFRP4, sFRP5, WIF1, DKK3 gibi Wnt yolagi inhibitorlerinin
promotor hipermetilasyonu ile sessizleserek Wnt yolagimi aktif konuma ge¢irdigine dair

calismalar mevcuttur (Griffiths vd 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBUNUN OLUSTURULMASI

Bu ¢aligma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji Ana Bilim Dal1 ve
Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvar’inda gergeklestirilmistir. Ankara Universitesi,
Hacettepe Universitesi ve Gazi Universitesi Hematoloji Bilim Dallarinda AML tanisi
almis, beta katenin gen ifade diizeyleri laboratuvarimizda belirlenen 19 hasta ve daha
onceden her hangi bir malign hastalik tanis1 almamig 3 saglikli bireyin kemik iligi
(K.I)/kan &rnekleri tez ¢alismasina dahil edilmistir.

RNA'lar1 c¢alisilacak bireylerin ¢alismaya dahil edilmelerine dair izin kagitlar

kendilerinden ve/veya yakinlarindan alinmistir.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. CD34+ Hematopoetik Kok Hiicre (HKH) Se¢imi ve Primer Kiiltiirii

Hematopoetik Kok Hiicrelerin en 6nemli belirte¢lerinden birisi CD34’diir. CD34 antijenini
eksprese eden hiicrelerin ayristiritlmasi yolu ile kdk hiicre igeren bir kemik iligi

siispansiyonu elde etmek miimkiin olmaktadir.

Ik olarak hasta ve saglikli bireylerden alman &rneklerin (kemik iligi ya da kan) iizerine
ayni voliimde “Phosphate Buffer Solution (PBS)” (Thermo Scientific Hyclone, USA)
eklendi. Uzerine kan/kemik iligi ile aym: voliimde olmak iizere fikol (PAA, Avusturya)
tiipiin yan duvarindan ¢ok yavasca sizdirilarak birakildi. Yogunlugu yiiksek bir sivi oldugu
i¢in hemen dipte birikir. Ornegin; 5 cc kemik iligi/kan + 5 cc PBS ve sonra 5 cc fikol ilave
edildi. Tupler hi¢ karistirmadan ve sarsmadan 1200 x g’de 20 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda en altta eritrositler ¢oker, eritrositlerin lizerinde yogunlugu yiiksek olan fikol ve
en yukarida PBS ve plazma vardir. Fikol ve PBS birlesim yerinde bir bulut seklinde
mononiikleer hiicreler (Lokositler, plateletler) yer alir. Pastér pipeti ile sivinin igine

girilerek mononiikleer hiicreler toplandi (Sekil 3.1).
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Plazma (Total kanin %55)

Lokositler&Plateletler
(Total kanin<%1)

Eritrositler (Total kanin %45)

Sekil 3.1. Santrifiij sonrasinda kan komponentleri

Bu mononiikleer hiicrelerden, CD34+ hiicrelerin eldesi i¢in EasySep CD34+ izolasyon kiti
(Stem cell, Kanada) kullanilmistir. Bu kit, CD34+ hiicrelerin ayiriminda kullanilmak tizere
"CD34 pozitif ayirma kokteyli (Stem cell, Kanada)" ve "manyetik isaretleme igin
nanopartikiil (Stem cell, Kanada)" igerir. Mononiikleer hiicreler oncelikle kokteyl ile
karistirildi ve 15 dk oda sicakliginda magnet igerisinde inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda manyetik nanopartikiiller tiip icerisine ilave edilerek magnet disinda 10 dk
bekletildi. Daha sonra PBS-%2FCS-EDTA karisimu ile tiip igerisindeki volim 2.5 ml’ye
tamamlandi ve tiip tekrardan magnet igerisine koyularak 5 dk. oda sicakliginda bekletildi. 5
dk.nin sonunda tiip magnetin igerisinde iken magnet ters g¢evrilerek nanopartikiiller ile
isaretlenmemis hiicreler dokiildii (CD34- hiicreler). Bu yikama islemi 3 kez tekrarlandi.
Artik tliplin dibinde kalan istenilen CD34+ hiicreleridir. Bu CD34+ hiicreler iizerine 1 ml

besiyeri ilave edilerek, 6’11 plaklara (Orange Scientific, Belgika) ekim yapildi.

Elde edilen CD34+ hiicreler, hematopoetik kok hiicreler icin 6zel bir besiyeri olan
Stemspan H3000 (Stem Cell, Kanada) ve Stemspan CC100 (Stem Cell, Kanada) sitokin
karisimi kullanilarak 37°C de ve % 5 CO, igeren ortamda 1-2 giin boyunca inkiibe edildi.

Kiiltiir sonunda 4-5x10° hiicre/ml elde edildi.

45



E=Rn Magnet icerisinde 5’er dak.
r 3 kez yikama sonrasinda Mononiikleer = hiicreler ~ Once
2 CD34- hiicreler dokiiliir. EasySep CD34+ ayirma kokteyli

(15dk.) ile ve sonra manyetik

nanopartikiiller (10dk) ile
muamele edilir.

Qy

&

Sekil 3.2. CD34+ HKH izolasyonu

Hedef hiicreler, Tetramerik Antikor
Kompleksi (TAC) kullanilarak dekstran

Anti-  Anti- kapli manyetik nanopartikiiller ile

R, huore g Seitran spesifik olarak isaretlenmistir. Bu

Shatrhiere] 8 o i kompleks hem dekstran hem de hedef
P hiicre yiizey antijenini tanir.

Tetramerik Ant.ikor Easysep Magnetik
Kampleksi Nanopartikiil

Sekil 3.3. Tetramerik Antikor Kompleksi (TAC) Teknolojisi

3.2.2. Flow (Akim) Sitometri (FCM) Analizi

Akim sitometresinin temel prensibi, bir siispansiyon halindeki hiicre ya da partikiillerin
lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden gecirilerek hiicrelerin 15181 6niinden
gecl lerken verdikleri sinyallerin toplanarak analiz edilmesidir. Olusan sinyallerin kaynagi
hiicrenin biiyiikligii, granularitesi gibi fiziksel 6zellikleri yaninda hiicreye baglanan
¢llesllitli florokromlar da olabilmektedir. Bdylece hiicre ya da partikiiliin immunfenotipi,
DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli, canlili1 gibi ¢esitli 6zellikleri

hakkinda bilgi toplanabilir.

Kiiltiire edilen hiicreler, kiiltiiriin 2. giliniinde toplanarak yiizeylerindeki CD34 ifadesi FCM
ile degerlendirildi. Bu amagla toplanan hiicrelerin 100 ul’si iizerine 10’ar pul CD34.pgercp,
CDA45.prrc, CD33.pg antikorlar1 (BD, San Jose USA) eklenerek 20 dk oda 1sisinda karanlikta

bekletildikten sonra baglanmayan antikorlar bir yikama iglemi ile uzaklastirilarak 6rnekler
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FCM’de degerlendirildi (FACS Calibur, BD, San Jose USA). Cihazin giinliik ayar ve
kontrollerinin yapilmasin takiben tiipteki hiicrelerin 10.000 tanesine ait veriler toplanarak

kaydedildi ve CELL Quest yazilimi kullanilarak veriler analiz edildi.

3.2.3. RNA izolasyonu

Trizol (Invitrogen, ABD) fenol ve guanidin izotiyosiyanat’dan meydana gelen tek fazli bir
soliisyondur. Chomczynski ve Sacchi tarafindan 1987°de tanimlanan protokol doku ve
hiicreden total RNA, DNA ve protein izolasyonu i¢in kullanilmaktadir. Trizol, 6rnegin
homojenizasyonu ya da lizisi sirasinda hiicreleri pargalayip, hiicre bilesenlerini ¢ozerken

RNA biitlinliigiinii saglar.

Homojenizasyon:

Kiiltiir ortamindaki hiicreler 300 x g’de 5 dk santrifiij edildi ve supernatant kisim atildi.

Pelet iizerine (1x10° hiicreye 1 ml Trizol) Trizol eklendi.

Faz Ayrimi:

Homojenize edilmis hiicreler 15-30°C’de 5 dk inkiibe edildi. Her tiipe 0.2 ml kloroform
(Merck, Almanya) eklendi. Tiipler elle 15 sn. boyunca sallandi. Daha sonra 15-30°C’de 10
dk inkiibe edildi. 12,000 x g.’de 2-8°C, 13 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alttaki faz
kirmiz1 fenol-kloroform fazi, ara faz ve renksiz-akici {list faz olmak tizere 3 faz olustu.

RNA iist fazdadir. (DNA ara fazda ve protein ise alt fazdadir. Bu fazlar saklandi.)

RNA Coktirmesi:

Ust faz yeni bir tiipe aktarildi. Uzerine 0.5 mL izopropil alkol (Merck, Almanya) eklendi.
15-30°C’de 10dk inkiibe edildi. Tiipler 12,000 x g.de 10 dk 2-8°C’de santrifiijlendi. RNA

tiiptin dibinde jel benzeri bir pelet olusturdu.
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RNA Yikamasi:

Siipernatant atildi, 1 ml %75°lik etanol (Merck, Almanya) eklendi. Ornekler vortekslendi
ve 7,500 x g.de 5 dk 2-8°C’de santrifiijlendi.

RNA’nin Yeniden Coziilmesi:

RNA pelleti oda sicakliginda bekletilerek kurutuldu. Sonrasinda RNA, 35ul RNaz
icermeyen DEPC’li (Applichem, Almanya) su i¢inde ¢oziildii.

% 0,1 konsantrasyonda 100 ml steril distile su (dH,O)’ya 0,1 ml DEPC
(Diethylpyrocarbonate) eklendi. Bu soliisyon oda sicakliginda 1 saat bekletildi, ardindan
otoklavlanip (15 dakika, 100°C) sogutularak kullanildi.

3.2.4. RNA Kantitasyonu

Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometrik yontemle belirlendi.

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Pronase) kullanilacagi amaca uygun olarak belirli ylizdelerde hazirlanir. Biz bu
calismamizda elde edilen RNA iiriinlerini %1’lik agaroz jelde degerlendirdik. %1’lik
agaroz jel i¢in 0,60 g agaroz tartilip, TBE 1X soliisyonu ile 60 ml’ye tamamlandi. TBE 1X

soliisyonu; TBE 5X soliisyonunun 1/5 oraninda ddH,O ile seyreltilmesiyle hazirlanir.

TBE 5X soliisvonunun hazirlanisi;

S4¢g Trizma® (Biobasic, Kanada),
27,5 g Borik asit (Amresco, USA),
20 ml 0,5 M EDTA (Merc, Almanya) ve deiyonize su (ddH,O) ile 1 L’ye tamamlanarak

hazirlanir.
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Agaroz istenilen yiizdelerde hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Argelik, Tiirkiye)
kaynatildi. Uzerine Etidyum Bromid’in (Invitrogen, ABD) %5’lik stok soliisyonundan 3 pl
ilave edildikten sonra iyice karistirildi ve jel tabagina (Qwl Scientific, ABD) dokiildii. Jel
dokiilmeden once jel tabagi uygun taraklar kullanilarak hazirlandi. Agarozun donmasi igin
yaklasik 30 dk beklendi. Agaroz donduktan sonra jel tabagiyla birlikte jel elektroforez
tankina yerlestirildi. Elektroforez tanki TBE 1X soliisyonu ile jelin iistiinii kapatacak
sekilde dolduruldu. RNA irlinlerinden 2 pl alinarak, 2 pl Brom-Fenol Mavisi (BBF,
Amresco, USA) ile karistirilip jele yiiklendi. 70 V akimda 20 dk kadar yiiritiildii.
Ultraviyole 1sikta incelendi. Quantum-ST4 100/26MX, Vilber/Courmat jel goriintiiliime
cihazinda fotografland: (Sekil 3.4).

28 S
18 S

58

Sekil 3.4. CD34+ HKH’den izole edilen RNA’larin %1°lik Agaroz Jel goriintiisii

3.2.6. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real Time

PCR)

Bu ¢alismada qRT-PCR yontemi kullanilarak beta katenin ifadesi kantitatif olarak analiz

edilmistir.

Ik olarak CD34+ HKH’den izole edilen RNA orneklerinden 500 ng kullanilarak
"Transcriptor High Fidelity c¢-DNA synthesis kit” (Roche, Almanya) ile c-DNA
sentezlendi (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. c-DNA sentez protokolii

Kalip-Primer Mix Hazirlamis::

Komponentler Hacim Final Konsantrasyon

Total RNA Degisken 500 ng

Random Hexamer Primer 2ul 60uM

H,O, PCR-grade Degisken Son hacim H,0 ile 11.4 pul’ ye
tamamlanir.

Toplam Hacim 114 pnl

65 °C’ de 10 dk == inkiibasyon

Master Mix Hazirlanisi:

Komponentler Hacim Final Konsantrasyon
Transcriptor High Fidelity
Revers Transkriptaz Reaksiyon 4ul
Buffer (5X) H 1X
Protector RNaz Inhibitor
(40 U/ pl) 0.5 pl 20U
Deoksiniikleotid Karigimi 2 ul 1 mM her bir INTP
(10 mM her bir ANTP)
DTT 1 ul 5 mM
Transcriptor High Fidelity 1.1 pl 10U
Revers Transkriptaz
Toplam Hacim 20 pl

29°C’de 10 dk ==> inkiibasyon
48 °C’ de 60 dk ==> inkiibasyon

85°C’de5dk == revers transkriptaz inaktivasyon

qRT-PCR uygulamalarinda kullanilacak olan beta katenin ve hprt (hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase) (Housekeeping/referans gen: Her dokuda hiicre hayatiyetini
temin i¢in mutlak suretle ifadelenen genlerdir.) genlerine 6zgili primerler (Alpha DNA,

USA), "Perl Primer" programi kullanilarak tasarlandi.
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Beta Katenin: 5’F: ATTACAACTCTCCACAACCT
Beta Katenin: 5’R: CAGACAGATAGCACCTTCAG

Hprt: 5°’F: TGACACTGGCAAAACAATGCA
Hprt: 5’R: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

Bu primerler ile elde edilen cDNA’lar kullanilarak primerlerin optimizasyonu Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) araciligiyla degisik sicakliklarda (55°C ve 60°C) denendi
(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. PCR protokolii

PCR Mix’inin Hazirlamsi:
Hacim Hacim Hacim Hacim
Komponentler (55°C) (55°C) (60°C) (60°C)
10xBuffer 2.5ul 2.5 ul 2.5 ul 2.5 ul
MgCl, 1.5l 2ul 1.5 nl 2ul
dNTP 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
Primer Forward 0.5 pl 0.5 pl 0.5l 0.5ul
Primer Reverse 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
Taq Polimeraz 0.2ul 0.2ul 0.2ul 0.2ul
dH,0 17.3ul 16.8ul 17.3ul 16.8ul
c-DNA 2ul 2ul 2ul 2ul

"SYBR Green” (Roche, Almanya) floresans boyasi kullanilarak primerlerin optimize

edildigi sicaklik olan 60°C’de kantitasyon (Es Zamanli PCR) yapildi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. qRT-PCR protokolii

Master Mix Hazirlanisi:

Komponentler Hacim
H,0, PCR-grade 2ul
Primer (10xconc) (Forward) 0.5 ul
Primer (10xconc) (Reverse) 0.5 ul
Sybr Green (2xconc) 5ul
c-DNA 2ul
Toplam Hacim 10 pl

qRT-PCR Program:

Denaturasyon 95°C 5 dak
Amplifikasyon 95°C 30 sn
60°C 30 sn 50 siklus
72°C 30 sn
Melting 95°C 10 sn
65°C 1 dak >
95°C continuous
Cooling 40°C 10 sn

Bu yontemde kullanilan "Sybr Green” floresan boya sadece c¢ift zincirli DNA’ya
baglandigindan, ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak PCR cihazinda okunan
floresanin miktar1 da es zamanl olarak artar. SYBR Green en fazla kullanilan boya cesiti
olup 497 nm dalga boyunda yiikseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Cift sarmal
DNA’nin kiiciik oluguna baglanan boya 30 amplifikasyon dongiisii sonrasi yalnizca
aktivitesinin % 6’simn1 kaybeder. Cogaltimin basinda reaksiyon karisiminda cift zincirli
DNA molekiilii, primerler ve SYBR Green boyasi bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest
DNA molekiilii ¢ok az bir floresan 1s1ma yapar. Primerler baglanip uzama bagladiginda
boya molekiili ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve floresan yayilimi baglar.
Baslangictaki dongii boyunca sinyal zayiftir; iirlin miktari arttikga floresan miktar1 da hizla
artar. Cogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup olmadigini anlayabilmek icin

DNA’larin erime egrisi analizleri (“'melting curve’”, "dissociation’’) yapilmast
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gerekmektedir. Erime egrisi analizi yapilmak istendiginde cihaz PCR tiiplerini yavagga
isitmaya baglar. Cift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda (melting
temperature=Tm) floresan boya serbest kalir ve okunan floresan miktar1 da diiser. Her bir
DNA’nin belirli bir erime sicakligi (Tm) derecesi vardir. Bu erime sicakligi ¢ogalan DNA
parcgalarinin uzunluguna ve igerdigi GC/AT oranina baglidir. Spesifik olmayan {irlinlerin
cogalmasinda (primer dimer’lerinde) aradigimiz DNA parcasinin Tm derecesi arasinda
farklilik olacaktir. Tm derecesinin farkli olmasi her {iriiniin kendine 6zgii uzunlugu ve gen

dizisi icermesindendir. Bu yiizden Tm sicaklig her iiriin i¢in 6zeldir.

“SYBR Green" boya DNA cift iplikll oldu-
gunda DNA'va baglanabiiir.

.

DNA'nin iki zinciri birbirinden aynldiginda “SYBR
Green"” boya serbest hale geger

—=— 8

Polimerizasyon famamilandidinda “"SYER Green”
boya ciftiplikli DNA'yvc baglanir ve floresan isima |
yapar.

Sekil 3.5. Sybr Green Y 6ntemi
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3.2.7. RNA Kantitasyonu

Hasta ve saglikli 6rneklerin Mikroarray analizlerine baglanmadan 6nce tiim 6rneklerden
elde edilen RNA’larin istenilen kalitede olup olmadigin1 gosterebilmek i¢in Biyoanalizérde

(Agilent, ABD) degerlendirmeleri yapildi.

Markir 288 188

ot l “l l

Sekil 3.6. RNA 6rneginin Biyoanalizordeki degerlendirilmesi

3.2.8. Mikroarray Analizi

Wnt sinyal yolagindaki genlerin aragtirilmasinda gesitli metodlar kullanilmigtir. Ancak
bunlar igerisinde ifade olan gen profillerini ¢ikarabilme imkani saglayan Mikroarray
teknigi ¢ok genis kapsamli bir teknoloji olup, ayni anda binlerce genin birbirleriyle olan
iligkisini, birbirlerini nasil etkilediklerini 6grenebilme imkani saglamaktadir. Ayrica bir
hiicreye yapilan bir uygulamanin hiicreyi nasil etkiledigi, hangi yolaklarin uyarildig
hangilerinin sustugu uygulama 6ncesine gore kiyasla ortaya konulmasi ve hangi genlerin
ifadesinin artip hangilerinin inhibe oldugu, yeni genlerin/ yolaklarin kesfedilmesi agisindan

tercih edilme sebebidir.
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Mikroarray teknolojisi, par¢alanmigs DNA’nin bir substrata yapistirllip ve daha sonra
bilinen bir gen veya fragman ile arastirilan Southern Blot yonteminden gelistirilmis bir
tekniktir. Array yontemi, ifade profilinin ortaya konulmasinda ilk olarak 1987 yilinda
kullanilmaya baslanmis, bugiinkii minyatiirize edilmis mikroarray teknolojisi ile gen ifade
profili caligmalar1 ilk olarak 1995 yilinda bildirilmistir. Mikroarray aracili Okaryotik

genom profilinin ¢ikartilmasi ise ilk olarak 1997 yilinda yayinlanmastir.

Genlerin ifade paternlerini bilmek fonksiyonlar1 hakkinda 6nemli bilgiler verir. Genler ve
gen Uriinleri arasindaki etkilesimi anlamak icin; genomdaki, binlerce-onbinlerce genin
ifade diizeylerini analiz etmek gereklidir. DNA mikroarray; genomdaki tiim genlerin ifade

analizlerini hizli bir sekilde yapmak iizere gelistirilmis bir metodtur.

Mikroarray kullaniminda amag su sorunun cevabini verebilmektir: Bir organizmanin belirli
bir hiicresinde, belirli bir zamanda ve belirli kosullar altinda hangi genler ifade

edilmektedir?

DNA veya RNA’y1 saptamak i¢in kullanilan DNA mikroarray (gen ¢ipi, DNA ¢ipi ya da
biyogip olarak da bilinir) yasayan hiicrelerin mRNA gen iiriin seviyelerini 6l¢en "'chip”
teknolojisini kullanan yeni bir yontemdir. Bir mikroarray ""chip” DNA noktalar1 (spot)
iceren, karelere boliinmiis, dikdortgen seklindedir. Array’deki her bir nokta "chip’’e
baglanmis olarak bir DNA dizisinin milyonlarca kopyasini igermektedir. Bunlarin her
birine ""prob’ denir. Problar, array ylizeyine yerlestirilmeden dnce sentezlenmekte ve daha
sonra kovalent bag ile bir kimyasal matriks (poliakrilamid, lizin, amino silan vs) igeren bu
kat1 yiizey tiizerine nokta seklinde yerlestirilmektedir. ""Chip’’ler cam veya silikon

olabilmektedir.

Kullanim amaglarina veya kullanilan renk sayisina gore mikroarrayler ikiye ayrilmaktadir;

Spotlu Mikroarray’ler: Spotlu (ya da iki kanalll) mikroarray’lerde problar
oligontikleotid, cDNA veya m-RNA’lara tekabiil eden PCR iiriinlerinin kii¢iik fragmentleri
olabilir. Bu tarz array’ler tipik olarak iki farkli florfor ile isaretlenmis, karsilastirilacak iki
ornekten (6rnegin hasta ve kontrol) gelen cDNA ile hibridize edilmistir. Ornekler

karistirtlip tek bir mikroarray’e hibridize edilebilir; bu daha sonra scan edilir ve de boylece
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asir1 ifadelenen "up-regulate" genlerle diisiik ifadelenen "down-regulated" genler bir

seferde goriilebilir.

Oligoniikleotid Mikroarray’ler: Oligoniikleotid (ya da tek kanalli)) mikroarray’lerinde
problar sekansi bilinen ya da tahmin edilen mRNA’lara uygun olacak sekilde dizayn edilir.
Bu tip dizaynlarin bazilarina ticari olarak erismek miimkiindiir (GE Healthcare, Affymetrix
veya Agilent gibi firmalar araciligi ile). Bu mikroarray’ler gen ifadesinin kesin degeri ile
ilgili tahminler verir; o nedenle, iki durumun karsilastirilmasinda iki ayr1 mikroarray
kullanmak gerekir. Array’deki herbir geni temsil etmek iizere genellikle 25-70 nt
uzunlugundaki oligoniikleotidler kullanilir. Daha kii¢iik boyutlar da prob baglanma
etkinligi daha diisiik olmaktadir. Bununla birlikte, kiiciik oligoniikleotidlerin 6zgiilliigii
daha yiiksektir. 70 nt’den daha biiylik olanlarda ise sinyalde ¢ok kii¢iik bir artig olmaktadir.

" Affymetrix"’ mikroarray GenChip sisteminde bilinen bir gen veya potansiyel olarak ifade
bulan bir dizi "chip'’ iizerinde, her biri 25 b¢ uzunlugunda 11-20 6zgiin oligomerik problar
ile temsil edilmektedir. Verilen gen veya yiiksek oranda benzer genlerin kiiciik gruplar ile
ilgili olarak prob gruplar1 prob set olarak bilinir. Her bir oligomerin ¢oklu kopyalar
"GenChip"' array lizerindeki farkli hiicrelerde ve seri olarak tekrarlanan basamaklarda
paralel olarak sentezlenmekte ve her bir basamak "chip’’teki secilmis bolgelere 6zel
niikleotidleri eklemektedir. Her bir 6rnek i¢in bir "chip (array)’’ kullanilmakta ve c-RNA

tek bir renk ile isaretlenip, taranmaktadir.

HG U133 Plus 2.0 array, 54.000°den fazla prob set ile iyi olarak tanimlanmis yaklasik
38.500 insan genide dahil 47.000°den fazla transkriptin ve varyantlarin ifade seviyeleri her
bir transkript i¢in 22 bagimsiz probla analiz edebilmektedir. Her gegen yil buna daha fazla

gen eklenmektedir.
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Sekil 3.7. Affymetrix platformunda gen ifade profillemesinin agsamalari

Mikroarray ile gen ifade analizleri icin GeneChip® 3° IVT Express Kiti (Affymetrix,
ABD) kullanilmistir.

Poli-A RNA Kontrollerinin Hazirlanmasi:

Cizelge 3.4. Poli-A RNA kontrollerinin hazirlanigi

Total RNA 1.Dilusyon 2.Dilusyon 3.Dilusyon 4.Dilusyon 4.Dilusyondan
Miktar1 Total RNA’ya
eklenecek
miktar
50ng 1:20 1:50 1:50 1:20 2ul
100ng 1:20 1:50 1:50 1:10 2ul
250ng 1:20 1:50 1:50 1:4 2ul
500ng 1:20 1:50 1:50 1:2 2ul
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500 ng toplam RNA i¢in Poli-A RNA’nin seyreltilerinin hazirlanmast;

1. Dilusyon: ilk seyreltme igin (1:20); 38ul Poli-A Kontrol Dilusyon Buffer’ma, Poli-A
RNA kontrol stok’dan 2ul eklendi.

2.Dilusyon: Ikinci seyreltiyi hazirlamak icin (1:50); 98 ul Poli-A Kontrol Dilusyon
Buffer’ma ilk seyreltiden 2ul eklendi.

3.Dilusyon: Uciincii seyreltiyi hazirlamak icin (1:50); ikinci seyreltiden 2ul’yi, 98 ul Poli-
A Kontrol stok’a eklendi.

4. Dilusyon: Dordiincii seyreltiyi hazirlamak icin (1:2); ikinci seyreltiden 10ul’yi, 10 pl
Poli-A Kontrol stok’a eklendi.

Cizelge 3.5. Total RNA/Poli A Kontrol Mix.nin Hazirlanis1 (Bir 6rnek i¢in):

Total RNA o6rnegi (500ng) <3 pul
4.Dilusyon (Poli A RNA kontrol) 2 ul
Niikleaz-free su <3 pul
Toplam Hacim 5ul

First-strand c-DNA Sentezi:

Cizelge 3.6. First-Strand Mix.nin Hazirlanis1 (Bir 6rnek igin):

First-Strand Buffer Mix 4 ul
First-Strand Enzim Mix 1 ul
Toplam Hacim S5ul

Hazirlanan First-Strand mix, Oncesinde hazirlanan Total RNA/Poli A Kontrol mix.nin
igerisine eklenerek son hacim 10 ul’ye tamamlandi. Cizelge 3.10°da belirtildigi {izere

42°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.
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Second-strand c-DNA Sentezi:

Cizelge 3.7. Second-Strand Mix.nin Hazirlanist (Bir 6rnek igin):

Niikleaz-free su 13 pul
Second-Strand Buffer Mix S5ul
Second-Strand Enzim Mix 2 ul
Toplam Hacim 20 pul

10 pul cDNA o6rneklerinin her birinin {izerine hazirlanan Second-Strand mix, son hacim 30
ul olacak sekilde eklendi. Cizelge 3.10°da belirtildigi iizere 16°C’de 1 saat, 65°C’de 10
dakika olacak sekilde inkiibasyona birakildi.

Biotin-isaretli (IVT) cRNA’nin Sentezi:

Cizelge 3.8. IVT Mix.nin Hazirlanis1 (Bir 6rnek igin):

IVT Biotin Label 4 ul
IVT Labeling Buffer 20 pul
IVT Enzim Mix 6 ul
Toplam Hacim 30 ul

Reaksiyon buzda gerceklestiriimez, 10X IVT Labeling Buffer’daki spermidine stok

DNA’nin ¢6kmesine sebep olabilir.

30 ul second strand cDNA 6rneklerinin her birinin lizerine hazirlanan IVT mix, son hacim
60 pul olacak sekilde eklendi. Cizelge 3.10’da belirtildigi ilizere 40°C’de 16 saat
inkiibasyona birakild1.
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Cizelge 3.9. Onerilen IVT inkiibasyon Siireleri

RNA miktari IVT inkiibasyon siiresi
50-250ng 16 saat
100-500 ng 4 saat
Cizelge 3.10. PCR Programi
Program
First-Strand cDNA sentezi 42°C 2 saat
Second-Strand cDNA sentezi 16°C 1 saat 65°C 10 dakika

IVT

40°C 16 saat

Inkiibasyondan sonra cRNA’nin temizlenmesi asamasina gegildi.

Biotin isaretli cRNA’nin temizlenmesi:

Cizelge 3.11. aRNA binding Mix.nin Hazirlanist: (Bir 6rnek igin)

RNA Binding Beads 10 pl
aRNA Binding Buffer 50 pul
Toplam Hacim 60 pl

- Hazirlanan aRNA binding mix her bir 6rnegin iizerine son hacim 120 pl olacak sekilde

eklendi.

- 120 pl etanol (%100) her bir 6rnege eklendi ve 3 sn vorteksle karistirildi. Bu siirede

aRNA’lar bead.lere baglandi.

- Bu ormekler sekil 3.8’de gosterildigi gibi magnetik seperatore (Cell signalling, ABD)
koyuldu, 5 dk bekletildi ve bead.ler (aRNA’ya baglanan bead.ler) tiiplin bir tarafina

toplandi.

60




Sekil 3.8. Magnetik seperatdr (Magnetic separation rack)

- 5 dk.nin sonunda bead.lere dokunulmadan supernatant kisim pipetle alinip atildi. Daha
sonra 100 pl aRNA yikama soliisyonu ornekler iizerine ilave edilerek ayni iglem 2 kez
tekrarlandi.

- Yikama sonrasinda 50 pl Elution Buffer ornekler {izerine eklendi ve 3 sn vorteksle

karigtirildi.

- Tiim 6rnekler magnetik seperatdre koyulup 5 dk bekletildi. 5 dk sonunda bead.ler yine
tiiplin bir tarafina toplandi. Elution Buffer eklendikten sonra artik Bead.lere bagli olan
aRNA’lar bead.lerden ayrildi. Bdoylelikle bu sefer supernatant kistm alindi. RNA’lar
piirifiye edilmis oldu.

- Piirifiye edilen c-RNA’larin spektrofotometrik élgiimleri yapildi.

- Fragmentasyon agamasi i¢in tiim 6rnekler hazir hale getirildi.

c-RNA’nin Fragmentasyonu:

Cizelge 3.12. aRNA Fragmentasyon Mix.nin Hazirlanisi: (Bir 6rnek i¢in)

cRNA 15pg (max.hacim 32pl olabilir)

5X Fragmentasyon Tamponu 8 ul

RNase-free su Degisken (Final hacmini 40 pl’ye tamamla)
Total Hacim 40 puL

- Hazirlanan bu mix 94°C’de 35 dk inkiibe edildi.
- Inkiibasyondan sonra drnekler buza konuldu.

- Reaksiyon sonunda 25-200 b¢ uzunlugunda fragmentler elde edildi.
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- %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek reaksiyonun kontrolii yapildi.

Hibridizasyon:

Cizelge 3.13. Hibridizasyon Kokteyli

Fragmente cRNA 12.5 pg (max.hacim 33.3 pl olabilir)
Kontrol oligoniikleotid B2 (3nM) 4.2 nl

20Xokaryotik Hibridizasyon Kontrol 12.5 pl

Herring Sperm DNA (10 mg/mL) 2.5 puL

BSA (50 mg/mL) 2.5 ul

2X Hibridizasyon tamponu 120 pl

DMSO 25 ul

Rnase-free su 50 ul

- Array (HG-U133Plus 2.0) (Affymetrix, USA) kullanilmadan 6nce yarim saat oda 1sisinda
tutuldu.

- Hazirlanan hibridizasyon kokteyli 99 °C’de 5 dakika 1s1 blogunda inkiibe edildi.

- Busirada array igerisine 200 pl 1X Hibridizasyon tamponu dolduruldu ve 10 dakika
45°C’deki hibridizasyon firini1 igerisinde 60 rpm de inkiibe edildi.

- Hibridizasyon kokteyli 5 dakikalik inkiibasyondan sonra 5 dakika siiresince 45°C’de
inkiibasyona koyuldu.

- Inkiibasyondan sonra hibridizasyon kokteyli 5 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.

- Array igerisindeki tampon ¢ikarildi ve igerisine hazirlanan hibridizasyon kokteylinden
200 pl dolduruldu.

- Array hibridizasyon firinina koyuldu ve 45 °C’de 60 rpm de 18 saat hibridize edildi.

- Hibridizasyon bittikten sonra Array’in yilkama, boyama ve tarama islemine gecildi.
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Array Yikama ve Boyama:

Hibridizasyondan sonra, array’den hibridizasyon kokteyli alind1 ve prob array’e non-

stringent Wash Buffer (A) dolduruldu.

Wash Buffer A: (Non-Stringent Wash Buffer):

(6X SSPE, 0.01% Tween-20)

1,000 ml igin:

300 ml 20X SSPE (Sigma, ABD)

1.0 ml 10% Tween-20 (Sigma, ABD)
699 ml su

Wash Buffer B: (Stringent Wash Buffer):

(100 mM MES, 0.1M [Na+], 0.01% Tween-20)

1,000 ml igin:

83.3 ml 12 X MES Stock Buffer (Sigma, ABD) 5.2 ml 5M NaCl
1.0 ml 10% Tween-20

910.5 ml su

2X Stain Tamponun hazirlanisi:

(Final 1X konsantrasyonu: 100 mM MES, 1M [Na+], 0.05% Tween-20) 250 ml i¢in:
41.7 ml 12X MES Stock Buffer

92.5 ml 5M NaCl (Applichem, Almanya)

2.5 ml 10% Tween-20

113.3 ml su

Bovama Maddelerinin Hazirlanisi:

- Ug adet amber renkli tiip alinarak sirasiyla 1, 2 ve 3 olarak isaretlendi.

- Birinci tlip asagidaki sekilde hazirlandi ve iyice karistirildi.
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Cizelge 3.14. 1. SAPE Soliisyon mix.inin hazirlanigi

2X Stain tamponu 600 ul
50 mg/mL BSA (Sigma, ABD) 48 ul

1 mg/mL SAPE (Invitrogen, ABD) 12 ul
Rnase free su 540 pul
Toplam Hacim 1200 pl

-Birinci tiipten 600 pl alinarak {i¢iincii tiip igerisine koyuldu. Bdylece birinci (600 pl) ve

ticiincii (600 pl) tiipler Streptavidin Phycoerythrin (SAPE) soliisyon tiipleri oldu.

- Tkinci tiip ise asagidaki sekilde hazirlandi;

Cizelge 3.15. 2. SAPE Soliisyon mix.inin (Antibody Soliisyon mix) hazirlanigi

2X Stain tamponu 300 pl
50 mg/mL BSA (Sigma, ABD) 24 ul
10 mg/mL Goat IgG Stok (Invitrogen, 6 pul
ABD)

0,5 mg/mL Biotin Antibody 3,6 ul
Rnase free su 266,4 pul
Toplam 600 ul

- Hazirlanan ikinci tiipte karistirildi ve santrifiij edildi.

- Hazirlanan yikama soliisyonlar1 yikama istasyonuna yerlestirilerek array’in yikama islemi
asagidaki gibi yapildi.

Buffer A ile yikama gergeklestirildi (25°C).

Buffer B ile yikama gergeklestirildi (50°C).
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1. Boyama: SAPE soliisyonu ile probe array 10 dk boyandi (25°C).
Buffer A ile tekrar yikandi (25°C).

2. Boyama: Antikor soliisyonu ile probe array 10 dk boyandi (25°C).
3. Boyama: SAPE soliisyonu ile probe array 10 dk boyandi (25°C).
Buffer A ile son kez yikandi (30°C).

- Yikama ve boyama islemleri yapildiktan sonra da array scanner’da tarandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Caligmada kullanilan AML hastalarina ait bilgiler Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. AML Hasta bilgileri

Yas

<60

>60

Ortalama
Cinsiyet

K

E

Lokosit sayimi
(Ortalama)
FAB siniflamasi
MO

M1

M2

M3

M4

Sekonder AML
(MDS
doniisiimlii)

Karyotip
Normal

Karyotip
Anormal
Karyotip

%CD34
(Ortalama)
Npm mutasyonu

Sagkalim
Olii

Sag
Takip

12 (63.2) 5(62.5) 6 (85.7) 1 (25)
7 (36.8) 3 (37.5) 1(14.3) 3 (75)
54 53 46 68
7(36.8) 3(37.5) 3 (42.9) 1(25)
12 (63.2) 5(62.5) 4(57.1) 3 (75)
48 689 37000 74957 26 100
3 (20) 1(14.3) 1 (20) 1(33.3)
1(6.7) 0 (0) 1 (20) 0 (0)
2(13.3) 1 (14.3) 0 (0) 1(33.3)
1(6.7) 0 (0) 1 (20) 0 (0)
5(33.3) 4(57.1) 1 (20) 0 (0)
3(20) 1(14.3) 1 (20) 1(33.3)
2 (25) 0 (0) 2 (66.6) 0 (0)
6 (75) 3 (100) 1(33.3) 2 (100)
55.50 73.83 43.26 43.33
2(10.5) 1(12.5) 1(14.3) 0 (0)
11(64.7) 4 (57.1) 5(71.4) 2 (66.7)
1(5.9) 0 (0) 1(14.3) 0 (0)
5(29.4) 3 (42.9) 1(14.3) 1(33.3)
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4.1. Flow Sitometri Sonuclari

AML hastalarimin (n=19) kemik iliginden/kanindan izole edilen CD34+ hematopoetik
hiicrelerin 24 saat boyunca kiiltiirii yapilmistir. Kiiltiire edilen CD34+ hiicrelerin, kiiltiir
sonrasinda hala 16semik hiicreler mi yoksa farklilasmis hiicreler mi olduklarini
anlayabilmek i¢in, kiiltiiriin 2. glinlinde hiicreler toplanarak farklilasma yiizey belirtecleri
olan CD33, CD34, CD45 antikorlar1 kullanilarak FCM ile degerlendirilmistir. Analiz
sonuclarina gore 2 gilin boyunca kiiltiirli yapilan hiicrelerin %98 oraninda blastik hiicreler

oldugu yani CD34+ fenotipini korudugu ve farklilagsmaya gitmedigi gosterilmistir.

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi miyelomonositer seri kaynakli hiicreler olduklarini
destekleyecek sekilde hiicrelerin %98’inde CD34 ve CD33 ifadesinin bulundugu, CD45
ifadesinin de cok az sayida bulunan olas1 lenfoid hiicrelerden dolay1r daha zayif oldugu

tesbit edilmistir.
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uL 44 0.16 0.14 uL 9 0.03 0.03
UR 26710 98.75 8240 UR 26857 9929 8285
LL 12 0.04 0.04 LL 12 0.04 0.04
LR 282 1.04 0.87 LR 170 0.63 0.52

Sekil 4.1. Flow sitometri analiz sonuglar1
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4.2. RNA izolasyonu Sonuglari

Tiim o6rneklerin CD34+ hematopoetik hiicrelerinden RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Elde edilen RNA orneklerinin konsantrasyonu ve safliginin belirlenmesi i¢in yapilan

Nanodrop 6lgiimleri Cizelge 4.2°’de mevcuttur.

Cizelge 4.2. Orneklere ait RNA izolasyonu Nanodrop sonuglari

Ornek No ng/ul 260/280
AMLO1 213.27 1.87
AMLO2 197.35 1.88
AMLO3 77.53 1.80
AMLO04 274.19 1.97
AMLOS5 107.97 1.86
AMLO6 272.86 2.05
AMLO7 73.21 1.80
AMLOR 21.02

AMLO09 274.81 2.05
AMLI10 59.34 1.80
AMLI11 57.08 1.81
AMLI12 21.01 1.89
AML13 4425 1.80
AMLI14 63.32 1.80
AML15 73.18 1.82
AMLI16 48.86 1.80
AML17 19.2

AMLI18 83.17 1.80
AMLI19 96.26 1.81
Kontroll 46.49 1.71
Kontrol2 67.42 1.70
Kontrol3 307.79 2.05
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4.3. qRT-PCR Sonuglari

Birbirinden farkli RNA konsantrasyonuna sahip her bir drnegin, baslangic RNA miktar

500 ng olacak bicimde ayarlanmistir ve cDNA sentezi gerceklestirilmistir.

B-katenin (hedef gen) ve hprt (housekeeping gen) genleri i¢in tasarlanmis primerlerin
optimizasyonu amaciyla yapilan PCR’larin ardindan, elde edilen cDNA’lar ile qRT-PCR

analizi gergeklestirilmistir.

gRT-PCR sonucu olusan iiriin miktarmin artmasiyla beraber SYBR Green I daha ¢ok
baglanmakta ve boylelikle floresan 1s1ma artmaktadir. Esik degerinin iizerinde anlamli
floresan artis1 gozlenen ilk dongli sayisina sayisina Ct (Cycle Threshold) veya Cp
(Crossing point) denilmektedir. Sekil 4.2° de B-katenin’e ve sekil 4.3’de hprt’ye ait

amplifikasyon egrisi grafikleri gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. B-katenin amplifikasyon egrisi grafigi
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Sekil 4.3. Hprt amplifikasyon egrisi grafigi

gRT-PCR analizi sonucunda her bir 6rnek i¢in ii¢ adet Cp degeri olusmustur ve bu

degerlerin ortalamas1 kullanilmistir.

Cizelge 4.3. Orneklerin ortalama Cp degerleri

Ortalama Cp Degerleri
Ornek No hprt p-Katenin
AMLO1 27.075 20.805
AMLO2 26.44 19.095
AMLO3 23.375 16.78
AMLO04 25.195 18.69
AMLOS5 21.855 9.73
AMLO06 26.245 19.485
AMLO7 25.87 2491
AMLOS 26.975 21.710
AMLO9 28.090 23.035
AMLI10 25.500 25.030
AMLI1 23.085 22.895
AML12 26.72 25.89
AMLI13 27.945 27.495
AML14 27.125 26.110
AMLI15 21.71 19.715
AMLI16 24.555 22.735
AML17 28.67 28.395
AML18 27.1 25.455
AMLI9 24.655 2291
Saglikli Havuzu 25.73 24.622
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Her qRT-PCR analizinin ardindan, cogaltilan bolgenin istenilen hedef bdlge olup
olmadigini anlayabilmek i¢in erime egrisi analizleri yapilmistir. Sekil 4.4°de B-katenin’e ve

sekil 4.5’te hprt’ye ait erime egrisi grafikleri goriilmektedir.

Sicaklkffc) *

Sekil 4.4. B-katenin erime egrisi
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Sekil 4.5. hprt erime egrisi
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Gen ifade oranlarinin hesaplanmasinda;

ACP!Heder [ Kontrol- Srmek )

(E

Hedef ]

ACPRei{ Kontrol- Ormek )

( ERef )
formiili kullanilmigtir. Bu formiil E (amplifikasyon etkinligi degeri) degerini 2 alarak
reaksiyon etkinliginin %100 oldugunu kabul eder. Bu formiil ile hesaplanan gen ifadesi
oranlari, log2 tabanina ¢evrilmistir. B-katenin i¢in 6rneklere ait gen ifade oranlarinin log2

tabanindaki karsiliklar1 Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Orneklerin gen ifade degisikligi oranlarinin log2 tabanina gore karsiliklari

Ornek No -Katenin
AMLO1 5.162
AMLO2 6.237
AMLO3 5.487
AMLO04 5.397
AMLOS5 11.017
AML06 5.652
AMLO7 -0.148
AMLOS 4.157
AMLO09 3.947
AMLI10 -0.638
AMLI11 -0.918
AMLI12 -0.278
AML13 -0.658
AML14 -0.093
AMLI15 0.887
AMLI16 0.712
AMLI17

AMLIS8 0.537
AML19 0.637
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Sekil 4.6’da gosterilen grafige gore AML 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9 no.lu hastalarin beta katenin
gen ifade diizeyleri yiiksek; AML 7, 10, 11, 12, 13, 14, 17 no.lu hastalarin beta katenin gen
ifade diizeyleri diisiik bulunmugtur. AML 15, 16, 18, 19 no.lu hastalarin beta katenin gen

ifade diizeylerinde ise anlamli bir artis ya da azalis olmadig1 saptanmustir.

12
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Sekil 4.6. Saglikli havuza gore AML hastalarmin p-katenin gen ifade oranlar
(Mann Whitney U” testi p=0.021, p<0.05)
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4.4. Mikroarray Sonuclar

AML hasta ve saglikli kontrol gruplariin CD34+ hematopoetik hiicrelerinden elde edilen
RNA ornekleri kulanilarak c-RNA sentezi gerceklestirilmistir. Elde edilen c-RNA
orneklerinin konsantrasyonu ve safliginin belirlenmesi i¢in yapilan Nanodrop ol¢limleri
Cizelge 4.5’de mevcuttur. Reaksiyonun devaminda her bir c-RNA Orneginden 15 pg

kullanilmaistir.

Cizelge 4.5. Elde edilen c-RNA Nanodrop sonuglari

Ornek No ng/ul
AMLO1 427.94
AMLO2 481.64
AMLO3 644.94
AML04 533.41
AMLO05 2106.9
AMLO06 436.88
AMLO7 648.66
AMLOS8 1572.59
AMLO09 328.29
AMLI10 843.55
AMLI11 1270.27
AMLI12 1385.23
AML13 363.54
AML14 567.55
AML15 1342.7
AMLI16 549.06
AML17 1632.9
AMLI18 312.58
AMLI19 1136.33
Kontroll

Kontrol2

Kontrol3

Bu elde edilen c-RNA 6rneklerinden 25-200 b¢ uzunlugunda fragmentler elde edildi.
Fragmentasyon sonras1 {rlinlerin %]1’lik agaroz jeldeki goriintileri Sekil 4.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Fragmente {irlinlerin %1°lik agaroz jel goriintiileri

Fragmentasyon reaksiyonu sonrasinda HG-U133Plus 2.0 (54,675 prop seti) oligoniikleotid
array kullanilarak Prob-hedef hibridizasyon asamasi gerceklestirildi. Hibridizasyon islemi
bittikten sonra array’in yikama, boyama ve tarama islemlerine geg¢ildi. Yikama ve boyama

islemleri ardindan array scanner’da tarandi.

Mikroarray analizi sonrasinda hibridizasyon kalite-kontroliinii gdstermek icin Cizelge
4.6’da % Present degerleri gosterilmektedir. % Present degeri, organizmanin tiim
genlerinin % kaginin aktif oldugunu ifade etmektedir. Herhangi bir organizmada veya
hiicrede belli bir anda tiim genlerin % 50’sinin ifade oldugu kabul edilir. Yapilan
deneylerde (K.i/kan) % 35 in iizerinde olan degerler kabul edilmistir. Bu degerin ¢ok
yiikksek veya ¢ok diisiik (%20 veya altinda) ¢ikmasi bir hata oldugunu ifade etmektedir.
Boylelikle deneyin dogru calisip calismadigi kontrol edilmistir.
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Cizelge 4.6. % Present degerleri

Ornek No % Present Degerleri
AMLOI1 %30.5
AMLO2 %43.4
AMLO3 %45.4
AMLO04 %39.4
AMLOS %45.5
AMLO06 %38.5
AMLO7 %42.9
AMLOS8 %44.9
AMLO09 %37.7
AMLI10 %48.04
AML11 %47.1
AML12 %47.2
AML13 %42.5
AML14 %46.1
AML15 %46.1
AML16 %45.6
AML17 %45.1
AMLI18 Y%44.8
AMLI19 %46.1
Kontroll %42.6
Kontrol2 %42.4
Kontrol3 %42.7

4.5. istatistiksel Analiz

Mikroarray verisinin analizi, istatistiksel analize yonelik gelistirilmis bir acik yazilim
platformu olan "R" kullanilarak gerceklestirilmistir. Gruplar arasinda diferansiyel
ifadelenme gosteren genlerin tespiti i¢in “moderated t statistics”e ve lineer modellere

dayali "LIMMA'" (Linear Models for Microarray Data) kullanilmstir.

Yiiksek beta katenin seviyeli AML grubu, diisiik beta katenin seviyeli AML grubu ve
saglikli  kontrol grubundan olusan veri Tlizerinde asagidaki karsilastirmalar

gergeklestirilmistir:

1. Yiiksek Grup —Diisiik Grup
2. Yiksek Grup — Kontrol Grubu
3. Diistik Grup — Kontrol Grubu

Bu karsilagtirmalar sonucunda adj.p=0.05 ve log kat degisim degeri en az 2 olmak {izere,

en iyi sonuglari veren genler listelenmistir.

76



"Adj.p degeri” (q degeri olarak da bilinir), ¢oklu testler i¢cin kullanilan yontemlerden biri
olan, Benjamini Hochberg (BH) tarafindan bulunan hatali kesif oranin1 (FDR) azaltmaya
yonelik yontemle diizeltilmistir. Buna gore, adj.p degeri 0.05’in altinda olan genler
diferansiyel ifade diizeyleri anlamli olarak se¢ildiginde, bu sec¢ilen gruptaki yanlis kesif

orani (FDR) da %5 ten diisiik olacak sekilde kontrol edilmis olur.

4.6. Kiimeleme Analizi (Cluster Analysis)

Kiimeleme Analizi (Cluster Analysis), benzer ifadelenme kalibina sahip genlerin tek bir
grupta toplanmasinit saglamaktadir. Gruplar arasindaki gen ifadelenme Oriintiistinii
izleyebilmek amaciyla hiyerarsik kiimeleme analizi gerceklestirilmistir. Kiimeleme
analizinde uzaklik Ol¢iisii olarak Pearson Korelasyonu ve yontem olarak da average

linkage clustering kullanilmigtir.

1- Beta katenin gen ifade oranlar yliksek AML hasta grubu,
2- Beta katenin gen ifade oranlan diisiik AML hasta grubu,
3- Beta katenin gen ifade oranlar1 degismeyen hasta grubu,
4- Saglikli kontrol grubu

olmak tiizere bu 4 grup arasinda Kiimeleme Analizi yapilarak, farkli ifadelenen gen
paternleri Sekil 4.8’de gosterildigi lizere karsilastirilmistir. Ancak 4 grup arasinda yapilan

analiz sonuglar1 anlaml1 bir patern vermemistir.
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Sekil 4.8. Tiim gruplar arasindaki Kiimeleme Analizi

Bu nedenle ikili gruplar arasinda Kiimeleme Analizleri yapilmstir.

1- Beta Katenin ifade diizeyleri yiiksek AML hasta grubu ile saghkli kontrol grubu
arasinda,

2- Beta Katenin ifade diizeyleri diisiik AML hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda,
3- Beta Katenin ifade diizeyleri yiiksek ve diisitk AML hasta gruplar1 arasinda

Kiimeleme Analizi yapildiginda Sekil 4.9, 4.10 ve 4.11°de gosterildigi lizere sonuglar

anlamli bir patern vermis olup yiiksek ve diisiik ifadelenen genler ortaya ¢ikarilmistir.
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Sekil 4.9. Beta Katenin gen ifade oranlar1 yiiksek olan AML hasta grubu ile saglikh
kontrol grubunun Kiimeleme Analizi (Kirmizi; yiiksek ifadelenen genler, Yesil; diisiik ifadelenen
genler)
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Sekil 4.10. Beta Katenin gen ifade
kontrol grubunun Kiimeleme Analizi

oranlart diisikk olan AML hasta grubu ile saglikl
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Sekil 4.11. Beta Katenin gen ifade oranlar yiiksek ve diisik AML hasta gruplarinin
Kiimeleme Analizi
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Boylelikle beta katenin gen ifade oranlar1 degismeyen AML hasta grubu, diger 3 grubun

icerisine dahil edildigi zaman biitliin grubu bozdugu ve kiimeleme analizinin anlamli bir
patern vermedigi gozlenmistir.

Bu degismeyen gruba dahil olan hasta sayisinin az olmasi dolayisiyla bu grup tek basina
degerlendirilmeyip, bir de diger gruplarin igerisine katilarak yine ikili gruplar seklinde
Kiimeleme Analizi yapildi. Bunun sonucunda da degismeyen grubunun katildigi hi¢ bir
ikili karsilastirmada genlerin ifadelenmesinde anlamli bir patern vermedigi Sekil 4.12,

Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Saglikli kontrol grubunun igerisine beta katenin gen ifade oranlar1 degismeyen

AML hastalarinin ilave edilmesiyle elde edilen grup ile beta katenin gen ifade oranlari
diisiik AML hasta grubunun Kiimeleme Analizi
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Sekil 4.13. Beta Katenin gen ifade oranlar diisiik hasta grubunun igerisine beta katenin

gen ifade oranlar1 defismeyen AML hastalarinin ilave edilmesiyle elde edilen grup ile
saglikl1 kontrol grubun Kiimeleme Analizi
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Sekil 4.14. Saglikli kontrol grubunun icerisine beta katenin gen ifade oranlar1 degismeyen

AML hastalarinin ilave edilmesiyle elde edilen grup ile beta katenin gen ifade oranlari
yiiksek AML hasta grubunun Kiimeleme Analizi
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Sekil 4.15. Beta Katenin gen ifade oranlar1 yliksek AML hasta grubu igerisine beta katenin

gen ifade oranlari degismeyen AML hastalarinin ilave edilmesiyle elde edilen grup ve
saglikli kontrol grubunun Kiimeleme Analizi
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Sekil 4.16. Beta Katenin gen ifade oranlar1 diisiik AML hasta grubu icerisine beta katenin
gen ifade oranlar1 degismeyen AML hastalarinin ilave edilmesiyle elde edilen grup ile beta
katenin gen ifade oranlar1 yiiksek AML hasta grubunun Kiimeleme Analizi
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Sekil 4.17. Beta Katenin gen ifade oranlar1 yiiksek AML hasta grubu icerisine beta katenin
gen ifade oranlar1 degismeyen AML hastalarinin ilave edilmesiyle elde edilen grup ile beta
katenin gen ifade oranlar1 diisiik AML hasta grubunun Kiimeleme Analizi
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4.7. Yolak Analizleri

[statistiksel &nemi olan sonuglarn biyolojik baglama oturtulmast GO (Gene Ontology)
analizi, Gen Set Zenginlestirme Analizi (GSEA), Gen Set Analizi (GSA) ve yolak analizi
gibi yontemlerle yapilabilir. Biyolojik aglar, tanimlanan genlerin tiire 6zgii yolak etkilesim
veri tabanlarinin kullanilmasiyla etkilesim modelleri ¢ikarilarak olusturulabilir (Kanehisa

vd 2004).

Ifade diizeyleri anlamli olarak degismis gen setlerinin, sahip oldugu Gen Ontolojisi (GO)
terimleri ve iligkili oldugu yolaklarin belirlenmesi amaciyla "KEGG' (The Kyoto
Encyclopaedia of Genes and Genomes) (http://www.genome.jp/kegg/) veri tabani

kullanilmistir. "KEGG"" bir yolak {izerindeki genlerin arastirilmasini saglamaktadir (Curtis

vd 2005).

Beta katenin gen ifade seviyeleri diisiik, yiiksek AML hasta gruplar1 ve saglikli kontrol
grubunda KEGG yolak analizleri yapilarak ifade diizeyleri anlamli artis ya da azalis

gosteren genlerin iliskili oldugu yolaklar bulunmustur.

4.8. Bulunan genler ve iliskili oldugu Yolaklar

Beta katenin seviyeleri diisiik ve yiikksek AML hasta gruplar1 arasindaki karsilastirmalar
sonucunda adj.p=0.05 ve log kat degisim degeri en az 2 olmak {izere, en iyi sonuglar1 veren
125 gen listelenmistir (Bkn Ek-8). Bu 125 genin igerisinden 6nemli genler secilmistir

(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html).

Cizelge 4.7°de beta katenin seviyeleri diisiik ve yliksek AML hasta gruplar1 arasinda fazla

ifade bulan veya az ifade bulan 6nemli genler gosterilmektedir.
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Cizelge 4.7. Beta katenin

farkl ifadelen genler

ifade diizeyleri yiiksek ve diisiik AML hasta gruplart arasinda

Affymetrix Sembol Gen Fonksiyonu/Yolak Fe
Prob ID
209191 at TUBB6 Tubulin, beta 6 - Gap Junction -2.62
222608 _s_at ANLN Anilin, actin binding protein - Hiicre iskeletinin -2,09
diizenlenmesi
206364 _at KIF14 Kinesin family member 14 - Hiicre iskeletinin -2.03
diizenlenmesi
218755_at KIF20A Kinesin family member 204 - Hiicre iskeletinin -2.19
diizenlenmesi
210139 s at PMP22 Peripheral myelin protein 22 - Tight junction -2.26
242029 _at FNDC3B Fibronectin type III domain containing 3B - Hiicre adezyon -2.06
molekiilii
210997 at HGF Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; - Fokal adezyon -2.37
scatter factor) - Kanser Yolaklari
- Sitokin-sitokin
reseptor interaksiyonu
200999_s at CKAP4 Cytoskeleton-associated protein 4 -ER’de protein -2.18
islenmesi
214575 s at AZU1 Azurocidin 1 (cationic antimicrobial protein - Lokosit migrasyonu -3.97
37)
206871 _at ELA2 Elastase 2, neutrophile - Lokosit/notrofil -4.90
migrasyonu
201069 _at MMP2 Matrix metallopeptidase 2 - Lokosit migrasyonu -2.43
- Kanser yolaklar1
203213 at CDK1 cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M - Gap Junction -2.09
(cdc2) - Hiicre siklusu
- P53 Yolag:
202870_s_at cdc20 cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae) | - Hiicre siklusu -2.24
202705_at CCNB2 cyclin B2 (cyc B) - Hiicre siklusu -2.17
- P53 Yolag:
204256 _at GTSE1L G-2 and S-phase expressed 1 - P53 Yolag: -2.13
218662 s at NCAPG Non-SMC condensin I complex, subunit G - Hiicre siklusu -2,08
203973 s at CEBPD CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), - Transkripsiyon -3.06
delta faktorii
209099 x_at JAG1 Jagged 1 - Notch Sinyal Yolag: -2.17
1553297 _a_at | CSF3R Colony stimulating factor 3 receptor - JAK-STAT Yolag -2.01
(granulocyte) - Kanser Yolaklari
- Sitokin-sitokin
reseptor interaksiyonu
200782 _at ANXAS Annexin A5 - Apoptoz -2,84
BIRCS Baculoviral IAP repeat-containing 5 - Apoptoz
(survivin)
208791 at CLU Clusterin - Apoptoz -3.05
206978 _at CCR2 chemokine (C-C motif) receptor 2 (Monocyte | - Sitokin-sitokin -2.24
chemoattractant protein 1 receptor) (CD192 | reseptor interaksiyonu
antigen)
201291 s at TOPITA Topoisomerase (DNA) 11 alpha 170kDa - DNA Tamiri -2.75
227961 _at CTSB cathepsin B - Timér invazyonu ve -2.09
metastaz
205653 _at CTSG cathepsin G - Timor invazyonu ve -2.95
metastaz
224918 x_at MGSTI microsomal glutathione S-transferase 1 - flag Metabolizmast -3.42
203744 _at HMGB3 High-mobility group box 3 - Non histon proteinleri | -2.01
-Kalsiyum baglama
202917 _s_at S100A8 8100 calcium binding protein A8 proteinleri -3.18
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Affymetrix Sembol Gen Fonksiyonu/Yolak Fe

Prob ID

203535 _at S100A9 8100 calcium binding protein A9 -Kalsiyum baglama -2,61
proteinleri

204351 at S100P 8100 calcium binding protein P -Kalsiyum baglama -3,23
proteinleri

206632_s_at APOBEC3B | Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, - Lipid tasinim -2.33

catalytic polypeptide-like 3B

Fc (Fold change) degerlerinin negatif olmasi, genin az ifade buldugunu; pozitif olmasi ise genin fazla ifade

buldugunu gostermektedir.

Beta katenin seviyeleri diisiik AML hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasindaki

karsilagtirmalar sonucunda adj.p=0.05 ve log kat degisim degeri en az 2 olmak iizere, en

iyi sonuglart veren 200 gen listelenmistir (Bkn Ek-9). Bu 200 genin igerisinden 6nemli

genler secilmistir (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html).

Cizelge 4.8’de beta katenin seviyeleri diisiik AML hasta grubu ile saglikli kontrol grubu

arasinda fazla ifade bulan veya az ifade bulan 6nemli genler gosterilmektedir.

Cizelge 4.8. Beta katenin ifade diizeyleri diisiik AML hasta grubu ile saglikli kontrol grubu

arasinda farkli ifadelen genler

Affymetrix Sembol Gen Fonksiyonu/Yolak Fc
Prob ID
205798 at CD127(IL7) | interleukin 7 receptor - Sitokin-sitokin -3.00
reseptdr interaksiyonu
201743 at CD14 CD14 molecule - Hiicre iskeletinin -2.5
diizenlenmesi
- Toll-like reseptor
Sinyal Yolagi
- MAPK Yolag:
206488 s at CD36 CD36 molecule (thrombospondin receptor) - Fokal adezyon -2.98
- P53 Sinyal Yolag1
- TGFB Sinyal Yolag1
205266_at LIF Leukemia inhibitory factor (cholinergic - Sitokin-sitokin -2.86
differentiation factor) reseptdr interaksiyonu
- JAK-STAT Yolag:
206390 x at PF4 Platelet factor 4 (chemokine (C-X-C motif) - Sitokin-sitokin -5.00
(CXCL4) ligand 4) reseptdr interaksiyonu
214146 s at PPBP Pro-platelet basic protein (chemokine (C-X-C | - Sitokin-sitokin -4.83
motif) ligand 7) reseptor interaksiyonu
204141 _at TUBB2A Tubulin, beta 24 - Gap Junction -3.98
201109_s at THBS1 Thrombospondin 1 - Fokal Adezyon -2.5
- TGFB Sinyal Yolag1
- P53 Yolag:
201131_s_at CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) - Hiicre adezyon -3.26
molekdilii
- Kanser Yolaklari
221731 _x_at VCAN Versican - Hiicre adezyon -2.4
molekiilii
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Affymetrix Sembol Gen Fonksiyonu/Yolak Fe
Prob ID
212372 at MYHI10 Myosin, heavy chain 10, non-muscle - Hiicre iskeletinin -3.96
diizenlenmesi
201215 at PLS3 Plastin 3 (T isoform) - Hiicre iskeletinin -2.53
diizenlenmesi
206167_s_at ARHGAP6 Rho GTPase activating protein 6 - Hiicre iskeletinin -3.10
diizenlenmesi
214464 _at cdc42BPA CDC42 binding protein kinase alpha - Hiicre iskeletinin -3.89
(DMPK-like) diizenlenmesi
205390 _s at ANK1 Ankyrin 1, erythrocytic - Hiicre iskeletinin -3.32
diizenlenmesi
223967 _at ANGPTL6 Angiopoetin like 6 - Tiimér invazyonu 2.01
203680 _at PRKAR2B Protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, | - Apoptoz -3.45
type 11, beta
204315 s at GTSE1 G-2 and S-phase expressed 1 - P53 Yolag: -2.45
205767 _at EREG Epiregulin - ERB B Sinyal Yolag1 = -2.39
202728 _s_at LTBP1 Latent transforming growth factor beta - TGFB Sinyal Yolag: -2.6
binding protein 1
201506_at TGFB1 Transforming growth factor, beta-induced, - TGFB Sinyal Yolag: -2.39
68kDa
205780 _at BIK BCL2-interacting killer (apoptosis-inducing) | - Apoptoz 2.23
204004 _at PAWR PRKC, apoptosis, WT1, regulator - Timor supresor -1.57
231798 _at NOG Noggin - TGFB Sinyal Yolag1 2.33
210517 s at AKAPI12 A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 | - Apoptoz -2.94
204416_x_at APOCI Apolipoprotein C 1 - Lipid tagiim -3.74
204561_x_at APOCII Apolipoprotein C 11 - Lipid tagiim 2,42
234985_at LDLRAD3 Low density lipoprotein receptor class A - Lipid tagiim -2.88
domain containing 3
212224 at ALDHI1AI1 Aldehyde dehydrogenase 1 family, member - K6k Hiicre Belirteci -3.81
Al
215489 x_at HOMER3 Homer homolog 3 - Transkripsiyon 2.08
faktorii
229638 _at IRX3 Iroquois homeobox 3 - Transkripsiyon 2.57
faktorii
210446 _at GATA1 GATA binding protein 1 (globin - Transkripsiyon -2.76
transcription factor 1) faktorii

Beta katenin seviyeleri yiiksek AML hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasindaki

karsilastirmalar sonucunda adj.p=0.05 ve log kat degisim degeri en az 2 olmak {izere, en

iyi sonuclar1 veren 200 gen listelenmistir (Bkn Ek-10). Bu 200 genin igerisinden dnemli

genler secilmistir (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html).

Cizelge 4.9°da beta katenin seviyeleri yilksek AML hasta grubu ile saglikli kontrol grubu

arasinda fazla ifade bulan veya az ifade bulan 6nemli genler gosterilmektedir.
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Cizelge 4.9. Beta katenin ifade diizeyleri yiiksek AML hasta grubu ile saglikli kontrol

grubu arasinda farkli ifadelen genler

Affymetrix Sembol Gen Fonksiyonu Fc
Prob ID
206390 x at PF4 platelet factor 4 (chemokine (C-X-C motif) - Sitokin-sitokin -5.58
ligand 4) reseptdr interaksiyonu
206167_s at ARHGAP6 Rho GTPase activating protein 6 - Hiicre iskeletinin -2.88
diizenlenmesi
226003 _at KIF21A Kinesin family member 214 - Hiicre iskeletinin -2.99
diizenlenmesi
213067 at MYHI10 Myosin, heavy chain 10, non-muscle - Hiicre iskeletinin
diizenlenmesi -3.78
- Tight Junction
205268 _s_at ADD2 Adducin2 beta - Hiicre iskeletinin -2,67
diizenlenmesi
207087_x_at ANK1 Ankyrin 1, erythrocytic - Hiicre iskeletinin -2.89
diizenlenmesi
202065 s at PPFIA1 Protein tyrosine phosphatase, receptor type, f | - Hiicre adezyon -2,01
polypeptide (PTPRF), interacting protein molekiilii
(liprin), alpha 1
201131_s_at CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) - Hiicre adezyon -3.47
molekiili
- Kanser Yolaklart
211192 s at CDg4 CD84 molecule - Hiicre adezyon -2.69
molekiilii
- Lokosit migrasyonu
201110_s at THBS1 Thrombospondin 1 - Fokal adezyon
- P53 Sinyal Yolag1 -5.26
- TGFB Sinyal Yolag:
242197 x at CD36 CD36 molecule (thrombospondin receptor) - Fokal adezyon -2,98
- P53 Sinyal Yolag1
- TGFB Sinyal Yolag:
202728 s at LTBP1 latent transforming growth factor beta binding | - TGFB Sinyal Yolag1 | -2.81
protein 1
212926 _at Smc5 Structural maintenance of chromosomes 5 - Hiicre siklusu -2.62
208721 s at ANAPC5 Anaphase promoting complex subunit 5 - Hiicre siklusu -2.7
239219 at AURKB Aurora kinase B - Hiicre siklusu -2.88
217813_s_at SPIN1 Spindlinl - Hiicre siklusu -2.19
1552680_a_at | CASC5 Cancer susceptibility candidate 5 - Hiicre siklusu -2.98
204315 s at GTSE1 G-2 and S-phase expressed 1 - P53 Sinyal Yolag1 -3.69
205767 at EREG Epiregulin - ERB B sinyal yolagi | -2.96
1558080_s_at DNAIJC3 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member | - Kanser Yolaklart -3.31
3
206871 _at ELA2 Elastase 2, neutrophil - Lokosit/notrofil -1.9
migrasyonu
1556202 _at SRGAP2 Slit-Robo Rho Gtpase activating protein - Slit Robo sinyal -2.3
yolagi
212224 at ALDHI1AL1 Aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1 | - Kok Hiicre Belirteci | -4,37
210446 _at GATALI GATA binding protein 1 (globin transcription | -Transkripsiyon -33
Sfactor 1) faktorii
219737 s _at PCDH9 Protocadherin 9 - Timor supresor -3.0
201149 s at TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 - Metastaz -2.45
204416_x_at APOCI Apolipoprotein C 1 - Lipid tagmimu -4.00
237741 _at SLC25A36 Solute carrier family 25, member 36 - Membran tasima -2.20
(transport) proteinleri
240159 at SLCI5A2 Solute carrier family 15 (H+/peptide -Membran tasima -2.64
transporter), member 2 (transport) proteinleri
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Affymetrix Sembol Gen Fonksiyonu Fe
Prob ID
241843 _at SNORA28 Small nucleolar RNA, H/ACA box 28 - Niikleolar RNA -2.22
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5. TARTISMA ve SONUC

AML, bir hematopoetik (kan yapan) kok hiicre bozuklugudur. Normal hematopoetik kok
ya da Oncii hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmalari, olgunlasma ve farklilasma
Ozelliklerini kaybetmeleri ile karakterize olan bir hastaliktir (Shipley ve Butera 2009).
Hematopoetik kok hiicrelerin  proliferasyonunu ve farklilagmasini  kontrol eden
RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT, reseptor tirozin kinazlar ve RAS ailesi iiyeleri gibi ¢ok
cesitli yolaklar AML’de bozulmaktadir (Scholl vd 2008). Son yillarda yapilan ¢alismalarda
ise, AML vakalarinin ¢ogunlugunda Wnt/B-katenin yolagindaki bozukluklar gosterilmistir.
Hematopoetik kok hiicrelerin proliferasyonu ve “'self renewal " yeteneklerinde Wnt/B-
katenin sinyal yolaginin rol oynadigina dair bulgulara ulasilmistir. Bir ¢ok ¢alismada,
AML vakalarinda Wnt/B-katenin sinyal yolaginin aktivasyonu gosterilmis olup, bu yolagin

kilit noktas1 oldugu diisiiniilen beta katenin iizerinde sik¢a durulmustur (Mikesch vd 2007).

Wnt/B-katenin sinyal yolagi embriyonik ve eriskin donemlerde proliferasyon, farklilasma,
apoptoz, anjiogenez ve hiicre gogli gibi bir¢ok biyolojik siirecte gorev alan 6nemli bir
yolaktir (Chen vd 2008). Normal bir kok hiicrede sinyal yolagi, Wnt proteininin hiicre
zarindaki reseptorlerine baglanmasi ile baslar. Bu baglanmanin sonrasinda sinyal Once
sitoplazmaya gecgerek hiicrenin proliferasyonunu saglayacak c¢ok sayida genin
transkripsiyonunu aktive eden beta katenin proteinini yikmakla goérevli protein

kompleksini parcalar.

Wnt sinyal yolagindan bagimsiz olarak (Wnt sinyali inaktif durumdayken), yukarida bahsi
gecen beta katenin ve beta katenin proteini yikim kompleksinde rol alan proteinleri
kodlayan genlerde (Axin, APC) meydana gelen mutasyonlar sonucunda sinyal yolaginin
aktif hale gecmesi ise hiicrelerde kontrolsiiz aktivasyona neden olmaktadir. Bu yolakta
gorev yapan biyomolekiillerdeki degisiklikler nedeni ile meydana gelen hastaliklarla ilgili
caligmalar ¢ok genis kapsamli olarak literatiirde yer almaktadir. Wnt sinyal yolagi her
dokuda farkli bir mekanizma bozuklugu ile basta kolorektal kanser olmak {izere, sizofreni,
retinal anjiyogenez defekti, Alzheimer, tetra-amelia, polikistik bobrek hastaliklari, akciger
kanseri, osteoporozis, 16semi gibi bir¢cok hastaliin meydana gelmesinde 6nemli rol

oynamaktadir (Lustig vd 2003, Logan vd 2004, Chen vd 2008).
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AML hasta gruplar1 ile bugiine kadar yapilan ¢aligmalar, Wnt sinyal yolaginin temel
bilesenlerinden biri olan beta katenin gen ifade seviyelerinin gerek bu hasta grubu vakalar
arasinda gerek bu hasta grubu ile saglikli kontrol grup arasinda ciddi farkliliklar oldugunu
ortaya koymustur (Serins6z vd 2004, Simon vd 2005, Ysebart vd 2006, Chen vd 2008,
Gandillet vd 2011). Anilan bu calismalar beta katenin gen ifade seviyesindeki bu
farkliliklarin; AML hastaliginin FAB smiflandirmasi, CD34+ yiizdesi, karyotip dagilimi,
FIt3 ve niikleofosmin mutasyonlar1 ile korele olup olmadigini sorgulamis, ancak herhangi

bir anlamli korelasyon tespit edememistir.

Yiiriitiilmiis olan bu g¢alismada, bir¢ok sinyal yolaginin kavsak noktasinda bulunan beta
katenin proteini ile AML molekiiler biyolojisi arasindaki net baglantiy1 ortaya koyamamis

olan AML literatiiriindeki eksikligin tamamlanmasi hedeflenmistir.

1- AML’de hasta ornekleri arasinda beta katenin seviyeleri degismektedir.

AML grubu hasta ornekleri ile yapilan Onceki ¢alismalarda, Wnt yolaginin c¢ekirdek
icindeki ana tetik bileseni olan beta katenin protein seviyelerinde, hasta gruplar1 ve hasta-

saglikl 6rnekleri arasinda yapilan analizlerde ciddi farkliliklar tespit edilmistir.

Buna gore analize aldigimiz 19 AML ve 3 saglikli bireyin izole edilmis olan CD34+
hematopoetik kok hiicrelerinde es zamanli PCR ile mRNA seviyesi tespiti, hasta 6rnekleri
arasinda beta katenin seviyelerinin degistigini gostermistir. Bu sonuglara gore incelenen
ornekler beta katenini yiiksek, diisiik ve bu seviyede degisiklik tespit edilemeyen 3 gruba
ayrilmistir (Bkn Sekil 4.6). Bu bulgularimiz yukarida deginilen literatiirler ile paralellik

gostermektedir.

Her ne kadar beta katenin, Wnt yolag: ile iligkili ise de birtakim farkli mekanizmalarda

beta katenin tlizerinde etkili olabilmektedir (Sekil 5.1).

- Axin mutasyonlar1 (Iwai vd 2005),
- APC mutasyonlar1 (Schlosshauer vd 2000),

- B-katenin mutasyonlar1 (Iwai vd 2005),
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- F1t3 mutasyonlari (Kajiguchi vd 2007),
- Translokasyon iirtinleri (Miiller-Tidow vd 2004),
- Wnt inhibitdrlerinin anormal metilasyonu (sFRP1, sFRP2, SFRP4 sFRP5, WIF1, DKK3,

Hdprl) (Valencia vd 2009).

- Sinyal yolaklari; PTEN (Stambolic vd 2002), PI3K/AKT (Kajiguchi vd 2007)

Sekil 5.1: Beta katenini etkileyen mekanizmalar (Kirmizi ile isaretlenmis faktorler, beta
kateninin sitoplazmadan ¢ekirdege girisinde etkili olan mekanizmalardir)

2- AML érneklerinin transkriptom profilleri beta katenin seviyelerine gore farkl

molekiiler imza profilleri ortaya koymaktadir.

Bir hiicrenin keza bir organizmanin genomu statiktir. Oysa ki transkriptom profili hiicreden
hiicreye, dokudan dokuya, organdan organa degisiklik arz etmektedir, yani dinamiktir.
Multigenik, multistep ve multifaktoryel bir hastalik olan kanserdeki heterojenite ayni
dokuya ait benzer histopatolojik ozelliklere sahip kanser vakalarmin bile molekiiler
heterojenitesini ortadan kaldiramamaktadir. Kanser oOrneklerinin  detayli molekiiler
kimliklendirilmeleri ve yeni informatif molekiiler belirteglerin tanimlanabilmesinde

transkriptom analizleri 6ne ¢ikmaktadir.

96



Bu tez caligmasinda, beta katenin gen ifade oranina goére 3 gruba ayrilmis olan AML
orneklerinin transkriptom profilleri, saglikli kontrol drneklerinin transkriptom profilleri ile
oncelikle farkli olarak ifadelenen gen setleri, sonrasinda ise kiimeleme (Cluster) analizleri

ile sorgulanmaistir.

Beta katenin gen ifade seviyeleri diisiik, yiiksek AML hasta gruplar ve saglikli kontrol
grubunda KEGG yolak analizleri yapilarak (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html)

ifade diizeyleri anlamhi artis ya da azalis gosteren genlerin iliskili oldugu yolaklar

bulunmustur.

Yiiksek ve Diisiik Beta katenin gen ifade seviyelerine sahip AML hasta gruplari:

Beta katenin diizeyleri yiiksek ve diisiik AML hasta gruplar1 arasindaki trankriptom profil
kiyaslamasi belirgin bir imza vermektedir. Yiiksek ve diisiik beta katenin seviyeli AML
hasta orneklerinin transkriptom profilleri kiyaslandiginda, adj.p=0.05 ve log kat degisim
degeri en az 2 olmak tiizere 125 gen {izerinden kiimeleme (Cluster) analizi
gergeklestirilmistir. Bu 125 gen ile yliksek grubun diisiik gruptan net olarak ayrildigi
gbzlenmistir. Bu ayrilmada 6ne ¢ikan yolaklar sunlardir (Bkn Cizelge 4.7);

Hiicre dongiisii, DNA tamiri, hiicre adezyon molekiilleri, oluklu baglanti (Gap junction),
stkr  baglanti (Tight junction), fokal adezyon, hiicre iskeletinin diizenlenmesi,
l6kosit/nétrofil migrasyonu, transkripsiyon faktorleri, apoptoz, P53 yolagi, JAK-STAT
yolagi, Notch yolagi, Kemokin yolagidir. Bu yolaklar, losemide ya da losemik kok
hiicrelerde anahtar rolleri oldugu bilinen ve daha onceki c¢alismalarda tanimlanmig

yolaklardir.

Beta katenin seviyeleri yiiksek olan AML grubumuzda, hiicre dongiisiinde rol oynayan
genlerin (6zellikle cdc2, cdc20, CCNB2) ifade diizeylerindeki azalma kok hiicrelerin
karakteristik 6zelligi olan yavas hiicre boliinme hiz1 ile iligkilendirilebilir. Bu durum hizli
boliinen hiicrelere kemoterap6otik ajanlarin etki etmesinin nedenini ve kok hiicrelerin

kemoterapiye olan duyarliligini agiklamaktadir.
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Buna ilaveten DNA tamirinde rol oynayan TOPIIA gen ifade diizeylerinin, beta katenin
seviyeleri yiikksek olan AML grubumuzda azalmast AML’de sik rastlanan kromozomal
bozukluklar ve mutasyonlarla iligkili olabilecegini ortaya ¢ikarmistir. Bu bulgular daha
once AML’de 16semik kok hiicreler ile yapilan ¢aligmalarla paralellik gostermektedir (Gal

vd 2006, Gentles vd 2010).

Embriyonik ve postnatal gelisimde hiicre kaderinin belirlenmesi ve kok hiicre
devamliliginin saglanmasinda Notch sinyal yolagi rol oynar. Eriskinlerde bu etkilerin
cesitli nedenlerle aksamasindan dolay1 Notch, onkogen veya tiimor baskilayicit gen olarak
etki eder. Yapilan pek ¢ok calismada (Karanu vd 2000, Duncan vd 2005, Gal vd 2006,
Stirewalt vd 2007) Notch sinyal aktivasyonunun hematopoetik kok ya da oncii hiicrelerinin
kendi kendini yenileme 0Ozelligini sagladig1 ve farklilasmay1 baskiladigi rapor edilmistir.
Bunun aksine Notch sinyal aktivasyonunun, transkripsiyonel faktor PU.1’in asir
ifadelenmesi tarafindan miyeloid hiicrelerin farklilagmasin1 uyardigin1  belirten
calismalarda mevcuttur (Tohda vd 2005, Chen vd 2008, Pizzimenti vd 2008, Chadwick vd
2008). Bizim ¢alismamizda ise beta katenin seviyeleri yiiksek olan AML hasta grubunda,

Notch sinyal yolaginda rol oynayan Jagged 1 ligandinin az ifade buldugu gézlenmistir.

Hematopoetik kok hiicrelerin kendilerini yenilemesi, hiicre siklusunun GO evresinde sessiz
olarak kalmalari, adezyonlari, proliferasyonlari, olgunlagmalari, farklilasmaya gitmeleri vb
bircok karmasik siire¢ kemik iliginde 6zel mikrogevrelerde (nis) saglanir. Cesitli
yolaklarin, kok hiicre ile nisi arasindaki baglantilarda gorevli oldugu ve hiicreler arasindaki
baglantilarin bozulmasiin kanser kok hiicre patogenezinde ¢ok 6nemli bir faktér oldugu
yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir (Clarke ve Fuller 2006). Beta katenin seviyeleri yliksek
olan AML grubumuzda, hiicre baglantilariyla iliskili bir¢ok yolak; hiicre adezyon
molekiilleri, gap junction, tight junction tespit edilmis olup, bu yolaklarla iligkili genlerin
ifade diizeylerinde beta katenin seviyeleri diisik AML grubumuza gore azalma

gozlenmistir.

Normal ve 16semik kok hiicre ile nigleri arasindaki interaksiyonda kritik 6neme sahip bir
diger protein ailesi grubu ise kemokinler olup, kok hiicre mobilizasyonunda rol

oynamaktadir (Majeti vd 2009). Yapilan calismalara paralel olarak beta katenin seviyeleri
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yiksek AML grubumuzda kemokin ailesi {iiyelerinin ifade diizeylerinde azalma

gozlenmistir.

Stres altinda olmayan hiicrelerde ¢ok sayida pozitif ve negatif diizenleyiciler
bulunmaktadir ve P53’lin kararli halinin devamliligin1 saglamaktadirlar. Hiicreler stres
altina girdigi zaman ise, P53 cesitli post translasyonel modifikasyonlar ile aktive
olmaktadir ve cekirdekte birikmektedir. Bu modifikasyonlar P53’iin stabil ve aktif halde
kalmasinda etkili olan birtakim faktorler ile iliskiye girmesi i¢in gereklidir. Bu faktorlerden
ayrildigt zaman ise P53 negatif olarak diizenlenir. Hasarin tamiri siiresince negatif
diizenleyiciler GTSE1 gibi, P53 seviyelerinin ve aktivitesinin azalmasinda kritik rol
oynayarak P53’iin yeniden karali halini almasini saglarlar. GTSE1, hiicre siklusunu
diizenleyici bir protein olup yalnizca hiicre dongiistiniin G2 ve S fazlar1 boyunca ifade
olmaktadir. Sitoplazma ve ¢ekirdek arasinda gidip gelen bir protein olup, ancak DNA
hasar1 sonrasinda g¢ekirdekte birikir ve ¢ekirdekte P53’e baglanarak onu ¢ekirdek disina
gonderir ve P53 aracili apoptozu baskilar (Monte vd 2004). AML hasta grubunda daha
onceden GTSEI] ile yapilan bir ¢calisma bulunmamaktadir. Beta katenin seviyeleri yiiksek
olan AML hasta grubumuzda, P53 yolaginda rol oynayan GTSEI geninin az ifade buldugu

gozlenmistir.

Proliferasyon ve farklilasmada rol oynayan, miyeloid gelisimi boyunca ifadelenen C/EBP
ailesinin bir {iyesi olan CEBPD (CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP, delta) bir
transkripsiyon faktoriidir. AML’de bir tiimor supresér gen olarak CEBPD’nin
baskilandigin1 gosteren promotor metilasyon g¢aligmalart mevcuttur (Agrawal vd 2007).
Bizim beta katenin seviyeleri yliksek AML grubunda ise CEBPD geninin ifade

diizeylerinde literatiirle uyumlu olarak azalma gézlenmistir.

Notrofil migrasyonunda rol oynayan ELA2 geni, nétrofillerden inflamasyon boyunca
salgilanan bir serin proteazdir. Yapilan calismalarda o6zellikle notropenili hastalarin
miyeloid Oncii hiicrelerinde, ELA2 ifade diizeylerinde ve protein seviyelerinde azalma
gozlenmis olup, bu gen mutasyonlarini tagiyan hastalarin bir kisminda I6semi gelisimi
saptanmistir. Buna ilaveten hematopoez, immiin sistemin diizenlenmesi ve onkogenezde
kritik bir 6neme sahip olan JAK-STAT yolaginda gorev alan bir hematopoetik biiyiime

faktorii ve notrofil iiretiminde bir regiilatér olan CSF3R geninde meydana gelen
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mutasyonlarin ndtropenili hastalardaki varligi, bu hastalarin %78 nde AML ya da ALL
gelisimine neden olmaktadir (Hermans ve Touw 2001, Zeidler vd 2008, Skokowa vd
2009). Bizim calismamizda ise yiiksek beta katenin seviyeli AML grubunda diistik beta
katenin seviyeli AML grubuna gore her 2 gen de az ifade bulmustur. Boylelikle CSF3R
geninin, beta katenin seviyeleri yliksek AML grubumuzda az ifadelenmesi bu hastalarda

sitopeni geligimiyle iliskilendirilebilir.

I
|

Sekil 5.2: Yiiksek ve Diisiik beta katenin seviyeli AML hasta gruplar arasinda farkl: ifade
bulan genler ve iliskili oldugu yolaklar (Mavi: Beta katenin seviyeleri yiiksek AML hasta
grubunda ifade diizeyi azalan yolaklar, Kirmizi: Yolaklarla iliskili bulunan genler)

Diisiik Beta katenin gen ifade seviyelerine sahip AML ve Saghkli Kontrol Grubu:

Beta katenin diizeyleri diisik AML hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasindaki
trankriptom profil kiyaslamasi belirgin bir imza vermektedir. Diisiik beta katenin seviyeli
AML hasta ve saglikli 6rneklerinin transkriptom profilleri kiyaslandiginda adj.p=0.05 ve
log kat degisim degeri en az 2 olmak {izere 200 gen iizerinden kiimeleme (Cluster) analizi
gerceklestirilmistir. Bu 200 gen ile diisiik grubun saglikli kontrol grubundan net olarak
ayrildig1 gozlenmistir. Bu ayrilmada 6ne ¢ikan yolaklar sunlardir (Bkn Cizelge 4.8);
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Adezyon molekiilleri, Gap junction, hiicre iskeletinin diizenlenmesi, apoptoz, kok hiicre
belirtegleri, transkripsiyon faktorleri, TGFB yolag, JAK-STAT yolagi ve kemokin
yolagidir.

Kok hiicrelerin mikrogevre elemanlari ile olan interaksiyonu, kok hiicrelerin kendi kendini
yenilemesi ve farklilagsmasinda diizenleyici bir mekanizma olarak ortaya ¢ikmaktadir (Rizo
vd 2006). Bu interaksiyonda hiicre adezyon molekiilleri (CAM) ve kemokinler kritik rol
oynamaktadir (Clarke ve Fuller 2006). Hiicrelerin 6zgiil olarak dokulara yonlenmelerinde,
birbirlerini tanimalarinda, embriyogenez, hiicre biliylimesi, farklilasmasi ve inflamasyon
gibi bir¢ok prosesin diizenlenmesinde rol oynayan adezyon molekiillerinden E-kaderinin
ifade diizeyleri 16semili hastalarin biiylik bir kisminda 6nemli derecede azalmis ya da
tamamen ortadan kaybolmustur (Rao vd 2008, Rao vd 2010). Literatiirde yapilan bu
caligmalar ile uyumlu olarak, beta katenin seviyeleri diisik AML grubumuzda saglikli

kontrollere gore E-kaderin geni az ifade bulmustur.

Hiicre adezyon molekiilleri ile iliskili yolaklardan, gap junction elemanlarinin
ifadelenmesinin l6semik kok hiicrelerde anormal sekilde diizenlendigi rapor edilmistir
(Majeti vd 2009). Bizim AML hasta grubumuzda ise gap junction iligkili genlerin ifade

diizeylerinde saglikli kontrollere gore azalma gdzlenmistir.

Kok hiicre ile nig interaksiyonunda gorev alan diger bir protein ailesi olan kemokinler ile
iliskili genler beta katenin seviyeleri diisiik AML hasta grubumuzda saglikli kontrollere

gore literatiirle paralel olarak az ifadelenmistir.

Apoptoz iligkili genlerden BIK proapoptotik bir gen olup, BH3 bolgeleri ile BCL-2 ailesine
benzerlik gosterir ve malign hiicrelerde yiliksek seviyede ifadelenmelerinin anlamsiz
oldugu yapilan bazi belirtilmistir (Boyd vd 1995). Ancak BIK’in pro-apoptotik aktivitesi
tiimor olusumu boyunca BCL-2 tarafindan kontrol altinda tutulabilir (Chinnadurai vd
2008). Boylelikle BIK geninin artan ifade diizeylerinin, BCL-2 yolaginin effektorlerinin
bozulmast ya da anti-apoptotik BCL-2 ailesi liyelerinin asir1 ifadelenmesinden dolayi
uygun bir hiicresel yanit olabilecegi belirtilmistir (Manion ve Hockenbery 2003, Certo vd
2006). Bizim beta katenin seviyeleri diisitk AML grubumuzda ise, saglikli kontrollere gore
BIK geninin ifadesi literatiire paralel olarak (Stirewalt vd 2007) artmustir.
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Hiicre siklusunu diizenleyici bir protein olan GTSE1 geni, P53 ‘iin negatif diizenleyicisi
olup beta katenin seviyeleri diisik AML hasta grubumuzda saglikli kontrollere gore az

ifade bulmustur.

Transkripsiyon faktérii olan WTI1 tiimor supresdr bir gendir. Yakin zamanda yapilan
calismalarda WT1’in AML’li hastalarin %53.3’linde ifade oldugu ve bu hastalarin
%23.3’nde FIt3 tirozin kinaz mutasyonlarimin varligi tespit edilmistir. WT1 geninin ifade
diizeylerinin yiiksek olmasi1 ile FIt3 mutasyonlariin varligi arasindaki korelasyon
hastaligin remisyon yilizdesindeki azalma ile iligkilendirilmistir. AML blastlarinda FIt3
mutasyonlarinin varliginin muhtemel olarak WTT1 ifade diizeylerini artirdig1 ve onkogenik
fonksiyonuna katkida bulundugu belirtilmistir (Spassov vd 2011). Bu durumun aksine
bizim beta katenin seviyeleri diisik AML hasta grubumuzda saglikli kontrollerle

karsilastirildiginda WT1 ifadesinde azalma gozlenmistir.

Cesitli aldehit dehidrojenaz genlerinden bir tanesi ve bir kok hiicre belirteci olan
ALDHIAI, yapilan ¢alismalar sonucunda AML’de ifade oranlar1 6nemli 6l¢lide azalan bir
gen olarak tespit edilmistir. ALDHI1A1 intraseliiler retinoik asit iiretiminde igerilir, ilag
direnci, hiicre farklilagmasi, oksidatif stres cevabi gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktivitelerde rol
oynar (Moreb vd 2008). Normal hemetopoetik oncii hiicrelerde olgun hiicrelere nazaran,
artan ALDH aktivitesinden bahsedilmektedir ve ALDH aktivitesinin normal hematopoetik
kok hiicrelerin devamliliginin saglanmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Buna ragmen
ALDH aktivitesinin I6semi ve 16semik kok hiicrelerdeki rolii tam olarak netlige
kavusmamistir (Stirewalt vd 2008). Yapilan c¢alismalarda AML blastlarinin  ALDH
aktivitesini kaybettigi tespit edilmis olup (Pearce vd 2005), bizim beta katenin seviyeleri
diisik AML hasta grubumuzda da saglikli kontrollere gére ALDHIA1 gen ifade

oranlarinda benzer durum s6z konusudur.

HOMERS3 bir transkripsiyon faktorii olup, bazi1 dokularin farklilasmasinda rol oynadigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte HOMER3’lin 16semik blastlarda ifade diizeylerindeki
degisiklikler tam olarak bilinmemektedir. (Ishiguro ve Xavier vd 2004, Bortoloso vd
2006). Ancak yakin zamanda AML’de yapilan bir ¢alismada AML hasta grubunda
HOMER3 ifade diizeylerinde artis gozlenmistir (Stirewalt vd 2008). Bizim beta katenin

seviyeleri diisiik AML hasta grubumuzda da benzer sonuglar tespit edilmistir.
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TGFB yolag: hiicre boliinmesinde 6nemli yeri olan bir sitokin olup, hiicre tipine baglh
olarak hiicre boliinmesini pozitif veya negatif yonde etkilemek gibi bir cok degisik
fonksiyona sahiptir. TGFB epitelyal, endotelyal ve hematopoetik hiicrelerin boliinmesini
engellemektedir. TGFB’nin hiicre boliinmesi iizerindeki fonksiyonu bu sitokinin hiicre
siklusunun ilerlemesinde dnemli rol oynayan anahtar proteinlerle etkilesimi sonucu ortaya
cikmaktadir (Meulmeester vd 2011). TGFB ailesi iiyelerinden BMP proteinleri (kemik
morfojenik protein) Ozellikle hematopoetik hiicrelerin proliferasyonu, farklilagsmasi ve
apoptozu gibi cesitli proseslerde gorev alir. BMP sinyal yolaginin ¢esitli kanserlerde
bozuldugu gosterilmis olup, buna ragmen BMP’nin hematolojik malign hastaliklardaki
rolii halen tam olarak netlige kavusamamistir. Ancak cesitli calismalarda BMP ve
reseptorlerinin  16semilerde hiicre farklilasmasin1 ve apoptozu diizenleyebilecegi
belirtilmistir (Dzietczenia vd 2010). BMP proteinlerinin inhibitérii olarak goérev yapan
Noggin, BMP’ye baglanarak BMP’nin tip I ve tip II reseptdrlerine baglanmasini inhibe
etmektedir (Krause vd 2011). AML hasta grubunda daha 6nce Noggin ile yapilan bir
calisma bulunmamaktadir. Bizim beta katenin seviyeleri diisik AML hasta grubunda

saglikli kontrollere gore Noggin gen ifadesinin arttig1 saptanmastir.

Hiicre biiylimesi, farklilagsmasi ve transformasyonunu iceren hiicresel olaylar1 diizenleyen
Jak-Stat yolag: lyelerinden olan LIF (Leukemia inhibitory factor), LIF reseptoriiniin
gpl190 ve gpl30 alt birimlerine baglanarak STAT aktivasyonunda rol oynar. (Graf vd
2010). LIF, farkli tipte hiicrelerin biiylime ve farklilagmasini diizenlemede gorev alir.
Yakin zamanda AML’de yapilan bir c¢aligmada, AML hasta grubunda LIF ifade
seviyelerinde artis gozlenmis olup, bu artisin hastaligin patogenezi ile iliskilendirildigi
belirtilmistir (Xiao vd 2010). Bu calismanin aksine bizim beta katenin seviyeleri diisiik

AML hasta grubunda saglikli kontrollere gore LIF gen ifadesinin azaldig1 saptanmustir.
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Sekil 5.3: Diisiik beta katenin seviyeli AML hasta grubu ve saglikli kontrol grubu arasinda
farkli ifade bulan genler ve iligkili oldugu yolaklar (Yesil: AML hasta grubunda ifade
diizeyi azalan yolaklar, Kirmizi: AML hasta grubunda ifade diizeyi artan yolaklar)

Yiiksek Beta katenin gen ifade seviyelerine sahip AML ve Saglhkli Kontrol Grubu:

Beta katenin diizeyleri yiiksek AML hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasindaki
trankriptom profil kiyaslamasi belirgin bir imza vermektedir. Yiiksek beta katenin seviyeli
AML hasta ve saglikli 6rneklerin transkriptom profilleri kiyaslandiginda adj.p=0.05 ve log
kat degisim degeri en az 2 olmak iizere 200 gen iizerinden kiimeleme (Cluster) analizi
gerceklestirilmistir. Bu 200 gen ile yiiksek grubun saglikli kontrol grubtan net olarak
ayrildig1 gozlenmistir. Bu ayrilmada 6ne ¢ikan yolaklar sunlardir (Bkn Cizelge 4.9);

Hiicre iskeletinin diizenlenmesi, hiicre adezyon molekiilleri, kemokinler, hiicre dongiisii,
TGFB Yolagi, P53 yolagi, Erb B yolagi, Slit-Robo yolagi, lokosit/nétrofil migrasyonu, kok

hiicre belirtegleri, tiimor supresor genler, metastazdir.

Hiicre dongiisiinde rol oynayan genlerin beta katenin seviyeleri yiiksek olan AML

grubumuzda saglikli kontrol grubuna gore ifade diizeylerinde azalma goézlenmistir. Bu

104



durum literatiir bilgisi ile paralel olarak, yukarida da deginildigi iizere kok hiicrelerin

karakteristik 6zelligi olan yavas hiicre boliinme hizi ile agiklanabilir (Gal vd 2006).

Hiicre dongiisiinii diizenleyici bir protein olan yukarida deginilen GTSEI geni, P53’iin
negatif regiilatoriidiir (Monte vd 2004). GTSE]1, beta katenin seviyeleri yiiksek AML hasta

grubumuzda saglikli kontrollere gore az ifade bulmustur.

Kok hiicre ile nisi arasindaki baglantilarda énemli rol oynayan hiicre adezyon molekiilleri,
kemokinler gibi ¢esitli yolaklarin bozulmasinin kanser kok hiicre patogenezinde g¢ok
onemli bir faktor oldugu yapilan calismalarda belirtilmistir (Clarke ve Fuller 2006, Majeti
vd 2009). Beta katenin seviyeleri yiikksek AML hasta grubumuzda hiicre baglantilaryla
iligkili yolaklar; hiicre adezyon molekiilleri, kemokinler tespit edilmis olup, bu yolaklarla

iliskili genlerin ifade diizeylerinde saglikli kontrol grubumuza gore azalma gézlenmistir.

ErbB yolag: iliskili Epiregulin geni epidermal biiyiime faktorii ailesinin bir ligandi olup,
ErbB ailesi reseptorlerine baglanir. Bu baglanma sonrasinda reseptorlerin tirozin
rezidiilerinden dimerizasyonu, fosforilasyonu gerceklesir. Fosforlanan ErbB reseptorleri
bliylime, farklilagsma, apoptoz, adezyon ve migrasyon gibi bir¢ok intraseliiler yolag: aktive
eder (Katoh vd 2006). AML hasta grubunda daha 6nce Epiregulin ile yapilan bir ¢caligma
bulunmamaktadir. Beta katenin seviyeleri yiikksek AML hasta grubumuzda saglikli

kontrollere gore Epiregulin gen ifade oranlarinda azalma gozlenmistir.

Slit-Robo yolaginda, Slit reseptorii Robo’ya baglanarak kalsiyum bagimli hiicre-hiicre
adezyon molekiilii N-kaderinin inaktivasyonuna neden olmaktadir. Bunun i¢in Robo, abl
tirozin kinaz ve N-kaderinin multimerik bir kompleks olusturmasi gerekir. Kompleks
olusumu sonrasinda beta kateninin tirozin 489. rezidiisiinden abl aracili fosforilasyonu
gergeklestirilir. Boylelikle bu durum beta kateninin N-kaderine olan affinitesinin
azalmasini, N-kaderin fonksiyonunun kaybini ve tirozinden fosforlanan beta kateninin
cekirdege transloke olmasini saglar. Boylece Slit-Robo kaderin aracili adezyon kaybina
neden olur (Rhee vd 2007). Slit-Robo sinyali ile iliskili stGAPs; Rho GTPaz, Cdc42, Racl,
and RhoA genlerinin inaktivasyonundan sorumludur. srGAP2 sitoplazmada ve membranda
lokalizedir. Bu genin azalan ifade diizeyleri hiicre adezyonunda azalmaya, hiicre

migrasyonunda artisa neden olurken, hiicre proliferasyonu iizerine etki etmemektedir (Guo
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vd 2010). stGAP geni ile ilgili olarak AML’de simdiye dek yapilan bir caligma yoktur.
Bizim yiiksek beta katenin seviyeli AML grubumuzda saglikli kontroller ile

karsilastirildiginda srGAP geninde azalma gozlenmistir.

Timdr supresdor gen olan protokaderinler, Wnt/B-katenin gibi bircok yolagin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. B-katenin/TCF aracili transkripsiyonu baskilamaktadir.
Protokaderinlerin ifade diizeylerinin azalmasi ile B-katenin proteininde artis gozlenerek,
Wnt hedef genlerinin aktive olmasi saglanmaktadir (Dallosso vd 2009). AML hasta
grubunda daha once protokaderin 9 ile yapilan bir calisma bulunmamaktadir. Beta katenin
seviyeleri yiiksek AML hasta grubumuzda saglikli kontrollere gore Protokaderin 9 geni az

ifadelenmistir.

Notrofil migrasyonunda rol oynayan yukarida adi gecen ELA2 geni, beta katenin seviyeleri

yiiksek AML hasta grubumuzda saglikli kontrollere gore az ifade bulmustur.

Kanserin invazyon ve metastaz yapabilmesi i¢in ekstraselliiler matriksin (ECM) yikilmasi
gereklidir. Matriks metalloproteinazlar (MMP) fizyolojik ve patolojik doku yikiminda
onemli rol oynayan ekstraselliiler proteazlardir. Matriks metalloproteinazlar 16kositler,
keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar, kondrositler, diiz kas hiicreleri gibi epitelyal ve
mezenkimal kokenli hiicreler tarafindan sentezlenirler. Doku gelisimi ve farklilagmasi,
hiicre gdgii, anjiogenez patolojisinde MMP’ler 6nemli rol oynamaktadir. inaktif zimojenler
halinde salinan MMP’lerin proteolitik aktiviteleri, spesifik doku inhibitdrleri olan TIMP
tarafindan inhibe edilir (Soydinc vd 2006). MMP ve TIMP arasindaki dengenin bozulmasi
kanserde invazyon ve metastaza neden olmaktadir. Beta katenin seviyeleri yliksek AML
hasta grubumuzda saglikli kontrollere gore AML’de daha once g¢alisilmamis olan TIMP3

gen ifade oranlarinda azalma gozlenmistir.

AML blastlarinin ALDH aktivitesini kaybettigi yukarida deginildigi iizere, yapilan
caligmalarda tespit edilmis olup (Pearce vd 2005), bizim beta katenin seviyeleri yliksek
AML hasta grubumuzda saglikli kontrollere gore ALDHI1A1 gen ifade oranlarinda benzer

sekilde azalma gozlenmistir.
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Sekil 5.4: Yiiksek beta katenin seviyeli AML hasta grubu ve saglikli kontrol grubu
arasinda farkli ifade bulan genler ve iligkili oldugu yolaklar (Mavi: Beta katenin seviyeleri
yiiksek AML hasta grubunda ifade diizeyi azalan yolaklar, Kirmizi: Yolaklarla iligkili
bulunan genler)

Beta katenin seviyeleri Degismeyen AML hasta Grubu:

Bu grubun kendi igerisinde heterojen oldugu, diger gruplarin her birinin igerisine dahil
edilerek analiz edildiginde hem bu gruplarin profilini bozdugu hem de anlamli bir patern

vermedigi gézlenmistir.
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SONUC

Bu calisma Wnt sinyal yolaginin anahtar elemani olan beta katenin seviyelerine gore
AML’de gergeklestirilen global diizeyde ilk transkriptom caligmasidir. Simdiye kadar
AML’de yapilmis olan diger transkriptom caligmalarinda, yeni prognostik belirteclerin
tanimlanmasi, hastaligin farkli alt gruplarinin belirlenmesi iizerine odaklanilmigtir (Park vd
2007). Buna ilaveten AML hasta gruplart ve hasta-saglikli Ornekleri arasinda farkli
ifadelenen genler ve bu genlerle iliskili yolaklar tespit edilmistir (Gal vd 2006, Stirewalt
2008, Majeti vd 2009).

Kanser lizerinde vyiiriitiilmilis sayisiz transkriptom caligmasi, bu hastalifin molekiiler
siiflandirmasini, yeni tedavi, prognoz, teshis belirteglerinin tespit ve tayinini hedeflerken

bir yandan da kanserin molekiiler biyolojisinin detayli dokiimiinii yapmaktadir.

Bu calismada bugiline dek AML literatiiriinde bir¢ok kez saptanmis olan beta katenin gen
ifade farkliliginin molekiiler sonuglart irdelenmistir. Analizlerin sonucunda kemokinler,
adezyon molekiilleri, gap junction, hiicre iskeletinin diizenlenmesi, kok hiicre belirteci, gen
ifade regiilasyonu, apoptoz, JAK-STAT, P53 ve TGFB yolaklar1 diisiik beta katenin
seviyeli AML hasta 6rneklerinde; hiicre dongiisii, kemokinler, adezyon molekiilleri, hiicre
iskeletinin diizenlenmesi, gen ifade regiilasyonu, kok hiicre belirteci, migrasyon, metastaz,
P53, Erb B, TGFB ve Slit-Robo yolaklar1 yiliksek beta katenin seviyeli AML hasta

orneklerinde on plana ¢ikmustir.

Sonuglarin layikiyla yorumlanmasinda FAB smiflamasi, karyotip, tani tarihi, 6liim tarihi

ve sagkalim gibi hastalara ait bilgilere eksiksiz ulasilamamis olmasi etkin olmustur.
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Yapilmasi Planlanan Calismalar

Bu ¢alisma, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenen proje

kapsaminda halen stirmektedir.

Cluster’1 saglayan 3 grup arasindaki gen sayisini, minimal gen sayisina ¢ekebilmek icin
daha ileri istatistiksel analizler (ICA (Independent Component Analysis), PCA (Principle
Component Analysis), Diskriminant Analizi) yapilacaktir. Boylelikle bu analizler

sonucunda AML’ye spesifik, beta katenin iligkili genler net olarak belirlenebilecektir.

Belirlenen bu genler g-RT PCR ile teyit edilecektir.

Bu genler igerisinde ifade diizeyleri azalan genlerin metilasyon profilleri ¢ikarilacaktir.

Bu genlerin Western Blot ile protein seviyeleri de arastirilacaktir.
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EKLER

EK-1

HASTA BiLGILENDIiRME VE ONAM FORMU

Bu form katilmaniz 6nerilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek iizere hazirlanmis olup; arastirmaya
katilip katilmama konusunda karar vermenizin kolaylastirilmasi hedeflenmistir.

Arastirmanin Adi: Akut Miyeloid Losemide Wnt sinyal yolagindaki genlerin DNA Mikroarray Analizi ile
tanimlanmast

Arastirmanin Amaci: Akut Miyeloid Losemi, kemik iligindeki kan kok hiicrelerin bir dizi genetik degisiklik
sonucunda normal biiylime ve farklilasmanin bozulup, kemik iligi ve periferik kanda ¢ok sayida anormal
olgunlagsmamis hiicrenin birikimi ile karakterize olan bir hastaliktir.

Kendilerini yenileyebilme &zelligine sahip normal kok hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar kanseri ortaya
¢ikarmaktadir.

AML’li hastalarda kemik iliginde bulunan kok hiicrelerde meydana gelen bir mutasyon veya sinyal
iletimindeki bozukluk bu hiicrelerin asir1 gogalmasina ve kana gecmesine bdylece hastaligin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadirlar.

Whnt ad1 verilen sinyal sisteminin AML hastaliginin olusumundaki etkisini arastirmak icin saglikli insanlar ile
bu hastaliga yakalanan insanlarin hiicrelerini kargilagtirmak {izere bir ¢alisma planlanmustir.

Buradan yola ¢ikarak, bu ¢alismada AU Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim dalindan Wnt yolagimin etkili oldugu
bilinen akut miyeloid 16semi tanist almis 10 hastanin ve 10 saglikli vericinin alinacak hiicrelerinden elde
edilecek RNA’lar ile mikrodizin analizi ve Real time PCR yapilarak bu yolaktaki aktive ya da inhibe olan
genlerin miktarinin arastirilmast amaglanmistir.

Calismanin Protokolii: Bu ¢alismada Ankara Universitesi Hematoloji Bilim dalinda tam1 amaciyla alinan
hasta kemik iligi ornekleri kullanilacaktir. Bunun haricinde sizden ilave kemik iligi alinmayacaktir. Zaten
alman ornekten ihtiyag fazlasi olan miktar bu ¢aligmada kullanilacagi i¢in onayiniza bagvurulmaktadir.

Bir miktar kemik iligi 6rnegi alindiktan sonra CD34+ hematopoetik kok hiicreler izole edilerek RNA elde
edilecektir. Bu RNA Ornekleri ile gen diizeyinde bir c¢alisma yapilacaktir. Size her hangi bir ilag
verilmeyecek ve bu durum yasamimizi etkilemeyecektir. Calismaya katilip katilmamakta serbestsiniz.
Calismaya katilmay1 red etme hakkina sahipsiniz. Calisma sirasinda elde edilen kemik iligi 6rnekleri anonim
olarak saklanacak ve hastalarin isimleri sakli kalmak kosulu ile diger bilimsel calismalarda da
kullanilabilcektir. Bu ¢aligma size veya sosyal giivencenizi saglayan kuruma ekonomik agidan bir yiik
getirmeyecektir. Bu ¢aligmadan elde edilecek sonuglar size bildirilmeyecek ve tedaviniz bu sonuglara bagl
olmayacaktir.

Calismadan istediginiz zaman ¢ikabilirsiniz. Ayrica teknik nedenlerden dolayr arastirmaci tarafindan
calismadan ¢ikarilabilirsiniz.

BeN. it ;bu caligma ile ilgili yeterli bilgiye sahibim.
Konu ile ilgili sorularimi sorarak ag¢ik ve doyurucu yanitlar aldim.

Bu bilgiler 1s181nda elde edilen kemik iligimin;
0 Bagka amagcla kullanilmamasi

o Kimligimin gizli tutularak bilimsel amaclh diger ¢alismalarda da kullanilabilmesi kosulu ile kullanilmasina
izin veriyorum.

Hastanin adi-soyadi: Sorumlu Arastirmaci:
Adresi: Imza:

Tel:

Imza:
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SAGLIKLI BiREY BiLGILENDIRME VE ONAM FORMU

Bu form katilmaniz dnerilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek {izere hazirlanmis olup; arastirmaya
katilip katilmama konusunda karar vermenizin kolaylastirilmasi hedeflenmistir.

Arastirmanin Adi: Akut Miyeloid Losemide Wnt sinyal yolagindaki genlerin DNA Mikroarray Analizi ile
tanimlanmasi

Arastirmanin Amaci: Akut Miyeloid Losemi, kemik iligindeki kan kok hiicrelerin bir dizi genetik degisiklik
sonucunda normal biiyiime ve farklilasmanin bozulup, kemik iligi ve periferik kanda ¢ok sayida anormal
olgunlagsmamuis hiicrenin birikimi ile karakterize olan bir hastaliktir.

Kendilerini yenileyebilme 6zelligine sahip normal kok hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar kanseri ortaya
¢ikarmaktadir.

AML’li hastalarda kemik iliginde bulunan kok hiicrelerde meydana gelen bir mutasyon veya sinyal
iletimindeki bozukluk bu hiicrelerin asir1 gogalmasina ve kana gegmesine bdylece hastaligin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadirlar.

Wnt adi verilen sinyal sisteminin AML hastaliginin olusumundaki etkisini arastirmak i¢in saglikli insanlar ile
bu hastaliga yakalanan insanlarin hiicrelerini kargilagtirmak {izere bir ¢alisma planlanmustir.

Buradan yola ¢ikarak, bu calismada AU Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim dalindan Wnt yolaginin etkili oldugu
bilinen akut miyeloid 16semi tanist almis 10 hastanin ve 10 saglikli vericinin alinacak hiicrelerinden elde
edilecek RNA’lar ile mikrodizin analizi ve Real time PCR yapilarak bu yolaktaki aktive ya da inhibe olan
genlerin miktarinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Calismanin Protokolii: Bu ¢alismada Ankara Universitesi Hematoloji Bilim dalinda tan1 amaciyla alinan
verici kemik iligi ornekleri kullanilacaktir. Bunun haricinde sizden ilave kemik iligi alinmayacaktir. Zaten
alman 6rnekten ihtiyag fazlasi olan miktar bu ¢aligmada kullanilacagi i¢in onayiiza bagvurulmaktadir.

Bir miktar kemik iligi 6rnegi alindiktan sonra CD34+ hematopoetik kdk hiicreler izole edilerek RNA elde
edilecektir. Bu RNA ornekleri ile gen diizeyinde bir ¢aligma yapilacaktir. Size her hangi bir ilag
verilmeyecek ve bu durum yasamimizi etkilemeyecektir. Caligmaya katilip katilmamakta serbestsiniz.
Calismaya katilmay1 red etme hakkina sahipsiniz. Calisma sirasinda elde edilen kemik iligi 6rnekleri anonim
olarak saklanacak ve hastalarin isimleri sakli kalmak kosulu ile diger bilimsel calismalarda da
kullanilabilcektir. Bu calisma size veya sosyal giivencenizi saglayan kuruma ekonomik acidan bir yiik
getirmeyecektir. Bu ¢alismadan elde edilecek sonuglar size bildirilmeyecek ve tedaviniz bu sonuglara bagh
olmayacaktir.

Calismadan istediginiz zaman ¢ikabilirsiniz. Ayrica teknik nedenlerden dolayr arastirmaci tarafindan
¢alismadan ¢ikarilabilirsiniz.

BeN. it ;bu caligma ile ilgili yeterli bilgiye sahibim.
Konu ile ilgili sorularimi sorarak agik ve doyurucu yanitlar aldim.

Bu bilgiler 1s18inda elde edilen kemik iligimin;
o Bagka amagla kullanilmamast

o Kimligimin gizli tutularak bilimsel amaclh diger ¢alismalarda da kullanilabilmesi kosulu ile kullanilmasina
izin veriyorum.

Hastanin adi-soyadi: Sorumlu Aragtirmact:
Adresi: Imza:

Tel:

Imza:
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ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCiN AYDINLATILMIS ONAM FORMU
(Hasta Grubu)

Bu form katilmaniz 6nerilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek tizere hazirlanmis olup;
arastirmaya katilip katilmama konusunda karar vermenizin kolaylastirilmasi hedeflenmistir.

Aragtirmanin ismi "Akut Miyeloid Losemide Wnt sinyal yolagindaki genlerin DNA Mikroarray Analizi ile
tanimlanmas1"dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu aragtirmaya katilip
katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma
hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz
formu imzalayiniz.

Aragtirmanin amact; Akut Miyeloid Losemi (AML), kemik iligindeki kan kok hiicrelerin bir dizi
genetik degisiklik sonucunda normal bilyiime ve farklilasmanin bozulup, kemik iligi ve periferik kanda ¢ok
sayida anormal olgunlagmamis hiicrenin birikimi ile karakterize olan bir hastaliktir.

Kendilerini yenileyebilme &zelligine sahip normal kok hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar kanseri ortaya
¢ikarmaktadir.

AML’li hastalarda kemik iliginde bulunan kok hiicrelerde meydana gelen bir mutasyon veya sinyal
iletimindeki bozukluk bu hiicrelerin asir1 gogalmasina ve kana gecmesine bdylece hastaligin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadirlar.

Whnt ad1 verilen sinyal sisteminin AML hastaliginin olusumundaki etkisini arastirmak icin saglikli insanlar ile
bu hastaliga yakalanan insanlarin hiicrelerini kargilagtirmak {izere bir ¢alisma planlanmustir.

Buradan yola ¢ikarak, bu ¢alismada HU Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim dalindan Wnt yolagimin etkili oldugu
bilinen akut miyeloid 16semi tanist almig 10 hastanin ve 10 saglikli vericinin alinacak hiicrelerinden elde
edilecek RNA’lar ile mikrodizin analizi ve Es Zamanli PCR yapilarak bu yolaktaki aktive ya da inhibe olan
genlerin miktarinin arastirilmast amaglanmistir.

Bu caligmada Hacettepe Universitesi Hematoloji Bilim dalinda tan1 amaciyla alinan hasta kemik iligi
ornekleri kullanilacaktir. Bunun haricinde sizden ilave kemik iligi alinmayacaktir. Zaten alinan 6rnegin bir
kism1 bu ¢alismada kullanilacagi i¢in onaymiza bagvurulmaktadir.

Bir miktar kemik iligi 6rnegi alindiktan sonra CD34+ hematopoetik kdk hiicreler izole edilerek RNA elde
edilecektir. Bu RNA Ornekleri ile gen diizeyinde bir c¢alisma yapilacaktir. Size her hangi bir ilag
verilmeyecek ve bu durum yasaminizi etkilemeyecektir.

Calisma sirasinda elde edilen kemik iligi ornekleri anonim olarak saklanacak ve hastalarin isimleri sakli
kalmak kosulu ile diger bilimsel ¢aligmalarda da kullanilabilcektir. Bu g¢alismaya katilmaniz i¢in sizden
herhangi bir iicret istenmeyecektir. Caligmaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Bu ¢alismadan elde edilecek sonuglar size bildirilmeyecek ve tedaviniz bu sonuglara bagli olmayacaktir.
Calismadan istediginiz zaman ¢ikabilirsiniz. Ayrica teknik nedenlerden dolayr arastirmaci tarafindan
calismadan ¢ikarilabilirsiniz.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamig bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisiinme siiresi
sonunda ad1 gegen bu arastirma projesinde “katilimc1” olarak yer alma kararimi aldim. Bu konuda yapilan
daveti bilyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katihhmc1

Adi, soyadi:

Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tamgi

Ady, soyadi:

Adres:

Tel.

Imza:

Katilime ile goriigen hekim

Adi soyadi, unvani:
Adres:

Tel.

Imza
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ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCiN AYDINLATILMIS ONAM FORMU
(Kontrol Grubu)

Bu form katilmaniz 6nerilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek tizere hazirlanmis olup;
arastirmaya katilip katilmama konusunda karar vermenizin kolaylastirilmasi hedeflenmistir.

Aragtirmanin ismi "Akut Miyeloid Losemide Wnt sinyal yolagindaki genlerin DNA Mikroarray Analizi ile
tanimlanmas1"dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu aragtirmaya katilip
katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma
hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz
formu imzalayiniz.

Aragtirmanin amact; Akut Miyeloid Losemi (AML), kemik iligindeki kan kok hiicrelerin bir dizi
genetik degisiklik sonucunda normal bilyiime ve farklilasmanin bozulup, kemik iligi ve periferik kanda ¢ok
sayida anormal olgunlagmamis hiicrenin birikimi ile karakterize olan bir hastaliktir.

Kendilerini yenileyebilme &zelligine sahip normal kok hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar kanseri ortaya
¢ikarmaktadir.

AML’li hastalarda kemik iliginde bulunan kok hiicrelerde meydana gelen bir mutasyon veya sinyal
iletimindeki bozukluk bu hiicrelerin asir1 gogalmasina ve kana gecmesine bdylece hastaligin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadirlar.

Whnt ad1 verilen sinyal sisteminin AML hastaliginin olusumundaki etkisini arastirmak icin saglikli insanlar ile
bu hastaliga yakalanan insanlarin hiicrelerini kargilagtirmak {izere bir ¢calisma planlanmustir.

Buradan yola ¢ikarak, bu ¢alismada HU Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim dalindan Wnt yolagimin etkili oldugu
bilinen akut miyeloid 16semi tanist almis 10 hastanin ve 10 saglikli vericinin alinacak hiicrelerinden elde
edilecek RNA’lar ile mikrodizin analizi ve Es Zamanli PCR yapilarak bu yolaktaki aktive ya da inhibe olan
genlerin miktarinin arastirilmast amaglanmistir.

Bu galismada Hacettepe Universitesi Hematoloji Bilim dalinda alinan saglikli allojenik kok hiicre
vericilerinden alinan kan ornekleri kullanilacaktir. Bunun haricinde sizden ilave kan alinmayacaktir. Zaten
alian 6rnegin bir kismi bu ¢aligmada kullanilacagi i¢in onayiniza basvurulmaktadir.

Bir miktar kan Ornegi alindiktan sonra CD34+ hematopoetik kok hiicreler izole edilerek RNA elde
edilecektir. Bu RNA Ornekleri ile gen diizeyinde bir g¢alisma yapilacaktir. Size her hangi bir ilag
verilmeyecek ve bu durum yasaminizi etkilemeyecektir.

Calisma sirasinda elde edilen kan Ornekleri anonim olarak saklanacak ve hastalarin isimleri sakli kalmak
kosulu ile diger bilimsel ¢alismalarda da kullanilabilcektir. Bu ¢alismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir
iicret istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz igin size ek bir ddeme de yapilmayacaktir.

Bu ¢alismadan elde edilecek sonuglar size bildirilmeyecek ve tedaviniz bu sonuglara bagli olmayacaktir.
Calismadan istediginiz zaman ¢ikabilirsiniz. Ayrica teknik nedenlerden dolayr arastirmaci tarafindan
calismadan ¢ikarilabilirsiniz.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamig bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisiinme siiresi
sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimec1” olarak yer alma kararimi aldim. Bu konuda yapilan
daveti bilyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katihmci

Adi, soyadi:

Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tamgi

Adi, soyadi:

Adres:

Tel.

Imza:

Katilime ile goriigen hekim

Ad1 soyadi, unvant:
Adres:

Tel.

Imza
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T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
Tip Fakiiltesi
Tibbi Aragtirmalar Yerel Etik Kurulu

Sayt :B.30.2.HAC.0.20.05.04/ /L) 'T// 7
Konu :

005 13 e 2009

ARASTIRMA PROJESI DEGERLENDIRME RAPORU

Toplanti Tarihi : 02 TEMMUZ 2009 PERSEMBE giinii

Toplanti No :2009/8
Proje No : FON 09/23 (Degerlendirme Tarihi: 02.04.2009)
Karar No : FON 09/23 -71

Ankara Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali &égretim {iyelerinden Prof, Dr. Asuman
Sunguroglu’nun sorumlu arastirmacist oldugu, Prof. Dr. Meral Beksag, Prof. Dr. Nilgtin Saynalp.
Dog. Dr. Hilal Ozdag, Uzm. Bio. Buket Altinok, Uzm. Bio. Tiilin Ozkan ve Uzm. Dr. Klara Dalva
ile birlikte ¢alisacaklart FON 09/23 kayit numarali ve “dkut Myeloid Lisemide Wt Sinyal
Yolagindaki Genlerin DNA Mikroarray Analizi ile Tanmmlanmast” baghkli proje Onerisi
Kurulumuzda degerlendirilmis olup, Tibbi Etik agidan uygun bulunmustur,
VPP | ;
. Prof. Dr. E. Riistii Onur (Bagkan) /-’/Zv"//,/ L’/ /"/"'\
Sk L

2. Prof. Dr. Murat Yurdaksk — (Uye) "o 1 (¢ 440

AL -
3. Prof. Dr. Osman Abbasoglu(Uye) &/‘M}" \ /QI
i / \/ /
4. Prof. Dr, Mithat Haliloglu  (Uye) L!U\,/L U\/k}k'\/ o~

. Prof. Dr. Tiirkan Eldem (Uye) — L,LUJL( c:u; Y (( LA_A_,
A

w

[=)]

. Prof. Dr. Pmar Firat (Uye) a7 ieAD
7. Prof. Dr. Erdem Aydin (Uye) pxTleadtd)
8. Prof. Dr. H. Asuman Ozkara (Uye) AT [ AAD
9. Prof. Dr. Tanju Besler Uye) LA T IO AADI
10. Prof. Dr. Haydar A. Demirel(Uye) ﬂ[\owl(xyxﬂ/\wy_/

11. Prof. Dr. Biilent Sivri (Uye) Y)\/Wb” e

12, Prof. Dr. Zafer Cehreli (Uye)

13. Dog. Dr. Bilgehan Yalgm  (Uye)

- _r/ -
14. Dog. Dr. Umit Yasgar (Uye) W/ HjV
15. Dog. Dr. Mutlu Hayran (Uye) /// '

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Arasrrﬁnalar Yerel Etik Kurulu 06100 Sikhiye-Ankara
Telefon: (0 312) 305 10 82 Faks: (0 312) 310 05 80 E-posta: hums@hacettepe.edu.tr
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ANKARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI ETIK KURULU
RESEARCH ETHICS COMMITTEE OF MEDICAL FACULTY, ANKARA UNIVERSITY

ANKARA-TURKIYE
ARASTIRMA BASVURUSU ONAYT
PROTOKOL KODU
Akut myeloid 16semide wnt sinyal yolagndaki

FROTOEOL AR genlerin DNA mikroarrat analizi ile tanimlanmast

BASVURU BILGILERI /Sgg}JMLUARASTIRICI UNVANI Prof.Dr.Asuman Sunguroglu
ARASTIRMA MERKEZ] Ankara Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
DESTEKLEYICI FIRMA
Belge Adi Degisikiik No. / Tarihi Dili
PROTOKOL

DEGERLENDIRILEN ARASTIRICI BROSURU

ILGILI BILGILER so My e |

' BILGILENDIRILMIS GONULLU

OLURU
OLGU RAPOR FORMU

| CALISMA ESASI iYi KLINIK UYGULAMALARI KLAVUZU J

Karar No:123-3355

Tarih: 07 Ocak 2008

Aragtirma protokoliine tamamen uyulmak, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
KARAR BILGILERI Yonergesinde belirtilen hususlar yerine getirilmek ve Yonergenin 11/h maddesi gereBi
sorumluluk aragtiricilara ait olmak iizere laboratuar calismasmin  Fakiiltemizde
yiiriitiilmesinde etik sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Sgretim iiyelerinin oybirligi

ile karar verildi.
ETIiK KURUL UYELERI
Unvani / Adi/ Soyadi Uzmanlik Dali Kurumu Cinsiyeti |Imza
'ggﬁ;a 1{)1,- Ismail Hakki Ayhan | o armakoloji g:kkg;s 'li"lp & 46 M \A
[Pt DrOmentatoBs \rumacrgi  |fREETP k| Rewesse

.’,;:I/ y 5 A
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Karar No:16-364

‘Tarih: 04 Ekim 2010

Galigmada yeterli hasta sayisina ulagilamadigindan Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hematolojs

KARARBILGILERT ogretim fiyesi Prof.Dr.Miinci Yagei'nin sorumlu aratiricr olarak eklenmesi uygun bulunmustur.
[ DEGERLENDIRME KOMISYONU BILGIiLERI
[ CALISMA ESASI [ Klinik Aragtirmalar Hakkinda Ydnetmelik . Iyi Klinik Uygulamalar Kilavuzu ve SOP b

DEGERLENDIRME KOMiSYONU BASKANI UNVANI/ADI/SOYADI: Prof.Dr.Meh

t MELLI

DEGERLENDIRME KOMiSYONU UYELERI

Unvani/Adi/Soyadi Uzmanlik Kurumu Cinsiyet lligki * Katilim ** Imza
Alani
Prof.Dr.Mehmet Tibbi Ankara Univ. EX |KO EOQ [HX |[EX |[HO v
Melli Farmakoloji Tip Fakiiltesi A
: d (\’ \\ '\5\\\&,“
Prof.Dr.Ahmet Tibbi Onkoloji | Ankara Univ. EX |[KO |EO |H EX [HO = 1D
Demirkazik Tip Fakiiltesi g as
Prof.Dr.Ajlan Tukan | Tibbi Genetik | Ankara Univ. ERK E [HX [EO |HK | Sehirdisinda
Tip Fakilltesi
.3
Prof.Dr.Nuhan Biyofizik Hacettepe Uni. |EX] | K[ E] [HX |E HO / 7 !/ /
Purall Tip Fakiiltesi / A Vi laa
Prof.Dr.H.Serdar Tibbi Ankara Univ. EX |KO |EO [HK [EX [HO MY, ;¢ 2
Oztiirk Biyokimya Tip Fakiiltesi (4 Sé),(ﬂjf .
Prof.Dr.Biilent Eczaci- Hacettepe Uni. | E K EQ [HX [EX |HO /
friise] Ovesi - Fakiltesi
Gumuse Ogr.Uyesi Ecz. Fal uItfs: L A/
Prof.Dr.H.Serap Gocuk Saghg | Hacettepe Uni. | E[] | KX E |H EX |[HO ( X §
Sivri Tip Fakiiltesi @JU (A
~
Prof.Dr.Muharrem | Avukat- Ankara Univ. EO |[KK EQ [HX |EO |HKX | Toplantda
Ozen Ogr.Uyesi Hukuk
Fakiiltesi
Prof.Dr.Banu Gakir | Halk Saghg Hacettepe Uni. |EX | K[ EQ [HK |E HO |72/ . cald
Tip Fakiiltesi 7, ]
Ogr.Gor.Dr.Volkan | Deontoloji Ankara Univ. E kKO [eEO [H EX [HO j/ ZZ'
Kavas Tip Fakiiltesi 7 /A /‘J]
Giilsiim Aslan R N E— EQ |[K EQD [HX |[EX [HO < / } /
Disi- Emekli (m/ {ﬂ/ﬂ
e 7
* :Arastirma ile lliski
** Toplantida Bulunma

Etik Kurul Degerlendirme Formu
28 Nisan 2009 Versiyon No:1

137



EK-8

logFC AveExpr |t P.Value adj.P.val (B Probe ID Gene Title

227062_at -2,249163704 |6,159611 |-5,87038 |2,11E-05 0,174311 |2,36917 | 1552274 _at PX domain containing serine/threonine
kinase

236198_at 2,206764877 |5,690084 |5,456939 |4,76E-05 0,174311 |1,74895 | 1553297_a_at colony stimulating factor 3 receptor
(granulocyte)

1557270_at -2,244077001 |5,967804 |-4,97409 |0,00012681 0,198095 | 0,98737 | 1554892_a_at membrane-spanning 4-domains, subfamily
A, member 3 (hematopoietic cell-specific)

1552274 _at -2,172931144 |6,539817 |-4,56972 | 0,000293604 |0,234634 |0,3215 |1555745_a_at lysozyme (renal amyloidosis)

210943_s_at -2,254607016 |5,931614 |-4,18799 | 0,000657119 |0,281433 |-0,3268 | 1556589_at CDNA FLJ25645 fis, clone SYN00113

222529_at -2,133809658 | 7,177996 |-4,18793 | 0,000657203 |0,281433 |-0,3269 | 1556590_s_at CDNA FLJ25645 fis, clone SYN00113

215599 _at -2,048300897 |5,442172 |-4,16728 | 0,000686681 |0,281433 |-0,3625 | 1557270_at CDNA FLJ36375 fis, clone THYMU2008226

203591_s_at -2,339914386 |5,64091 |-4,1518 |0,000709639 |0,281433 |-0,3891 |1565162_s_at microsomal glutathione S-transferase 1

1553297_a_at |-2,014671584 |6,172586 |-4,11676 | 0,000764548 |0,281433 |-0,4496 | 1570165_at CDNA clone IMAGE:3895112

208792_s_at -3,19379713 7,094618 | -3,80198 |0,001496779 |0,294678 |-0,9968 |200782_at annexin A5

223136_at -2,08908936 5,124489 |-3,6842 |0,001925799 |0,296377 |-1,203 |200862_at 24-dehydrocholesterol reductase

206871_at -4,915184932 | 6,957648 |-3,59428 | 0,002334464 |0,296377 |-1,3608 |200999_s_at cytoskeleton-associated protein 4

214575_s_at -3,968526093 | 5,674251 |-3,5806 |0,00240385 |0,296377 |-1,3848 |201069_at matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A,
72kDa gelatinase, 72kDa type IV
collagenase)

210254_at -4,716540026 |7,134037 |-3,55602 |0,002533671 |0,296377 |-1,428 |201160_s_at cold shock domain protein A

208791_at -3,052433342 | 6,365614 |-3,54478 | 0,002595342 |0,296377 |-1,4477 |201291_s_at topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa

203973_s_at -3,036576198 | 7,37957 |-3,43752 |0,003264416 |0,303663 |-1,6361 |201397_at phosphoglycerate dehydrogenase

1570165_at -2,012847104 |5,974869 |-3,41413 | 0,003431729 |0,303663 |-1,6772 |201506_at transforming growth factor, beta-induced,
68kDa

238774_at -2,046271391 | 7,005591 | -3,35656 | 0,003880636 |0,303663 |-1,7782 |201909_at ribosomal protein S4,Y-linked 1

223502_s_at -2,757008103 | 8,505057 | -3,32773 | 0,00412687 |0,303663 |-1,8288 |202095_s_at baculoviral IAP repeat-containing 5
(survivin)

218865_at -2,041010571 |5,446628 |-3,32743 | 0,004129461 |0,303663 |-1,8293 |202391_at brain abundant, membrane attached signal
protein 1

225601_at -2,259659705 |6,651025 |-3,29306 | 0,004443456 |0,303698 |-1,8896 |202705_at cyclin B2

202760_s_at -2,127950075 | 6,477398 | -3,28409 | 0,00452926 |0,303698 |-1,9053 |202760_s_at A kinase (PRKA) anchor protein 2///PALM2-
AKAP?2 protein

1554892 _a_at |-3,366960822 |5,222789 |-3,21377 |0,005260551 |0,30975 |-2,0284 |202859_x_at interleukin 8

1556589 _at -2,316498463 | 6,071696 |-3,20619 | 0,005345951 |0,30975 |-2,0417 |202870_s_at cell division cycle 20 homolog (S.
cerevisiae)

207341_at -3,216488394 | 5,438306 |-3,09925 | 0,006707768 |0,32285 |-2,2283 |202917_s_at S100 calcium binding protein A8
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231929_at 2,287916943 |6,910997 | 3,083977 | 0,006928188 |0,324036 |-2,2549 |203213_at cell division cycle 2, G1to S and G2 to M

204351_at -3,234701928 |4,984344 |-3,06565 |0,007202082 |0,327055 |-2,2868 |203305_at coagulation factor Xlll, A1 polypeptide

212021_s_at -2,309835303 |6,777515 |-3,01739 |0,007974911 |0,332846 |-2,3705 |203535_at S100 calcium binding protein A9

AFFX-HUMRGE |-2,818547821 |9,722285 |-3,0089 |0,008119056 |0,334057 |-2,3853 |203591_s_at colony stimulating factor 3 receptor

/M10098_5_at (granulocyte)

227961 _at -2,090743375 | 6,00511 |-3,00353 | 0,008211457 |0,334057 |-2,3946 |203744_at high-mobility group box 3

213274_s_at -2,016766573 |5,261261 |-2,91354 | 0,009922631 |0,345868 |-2,55 203753_at transcription factor 4

204256_at -2,12977528 |7,608827 (-2,8439 |0,011480114 |0,353331 |-2,6696 |203764_at discs, large homolog 7 (Drosophila)

218755_at -2,193439006 |6,30109 |-2,84046 |0,01156282 |0,353331 |-2,6755 |203948_s_at myeloperoxidase

201291_s_at -2,752880583 | 7,985398 | -2,8198 |0,012072456 |0,355418 |-2,7108 |203949_at myeloperoxidase

202859_x_at 2,133582928 |9,445734 |2,813905 |0,012221742 |0,356191 |-2,7209 |203973_s_at CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP),
delta

204971_at -3,87745292 |7,570262 |-2,80788 |0,012376271 |0,356361 |-2,7312 |204048_s_at phosphatase and actin regulator 2

227265_at -2,353047239 |5,597876 |-2,77518 | 0,013247962 |0,356818 |-2,7869 |204197_s_at runt-related transcription factor 3

242029_at -2,056308438 | 6,089909 |-2,73832 | 0,014301655 |0,362012 |-2,8496 |204256_at ELOVL family member 6, elongation of long
chain fatty acids (FEN1/Elo2, SUR4/Elo3-
like, yeast)

212022_s_at -2,326394102 |7,220963 |-2,73762 |0,014322174 |0,362012 |-2,8507 |204318_s_at G-2 and S-phase expressed 1

203753_at -2,035891902 |8,047704 |-2,72734 |0,014630685 |0,363606 |-2,8682 |204351_at S100 calcium binding protein P

204834 _at -2,135770096 |4,831 -2,7029 |0,015389837 |0,366345 |-2,9095 | 204834 _at fibrinogen-like 2

207165_at -2,436082563 | 8,263917 |-2,69984 | 0,015487286 |0,366345 |-2,9147 |204959_at myeloid cell nuclear differentiation antigen

214370_at -2,169113695 | 4,325306 |-2,69321 | 0,01570093 |0,366345 |-2,9259 |204971_at cystatin A (stefin A)

214835_s_at -2,585292883 |6,078738 |-2,67749 |0,016218931 |0,366345 |-2,9524 |205000_at DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3,
Y-linked

211506_s_at 2,6960097 6,599199 | 2,672813 | 0,016376146 |0,366345 |-2,9603 |205001_s_at DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3,
X-linked///DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
polypeptide 3, Y-linked

215772_x_at -2,44067921 5,730581 |-2,66211 |0,016741626 |0,367119 |-2,9783 |205382_s_at complement factor D (adipsin)

210140_at -2,772186586 | 8,6566 -2,65619 |0,016946814 |0,367394 |-2,9882 |205624_at carboxypeptidase A3 (mast cell)

206643_at -2,367727359 |4,848342 |-2,65016 |0,017158562 |0,368572 |-2,9984 |205653_at cathepsin G

203764_at -2,373200556 |6,771168 |-2,63433 | 0,017726261 |0,371626 |-3,0249 |206111_at ribonuclease, RNase A family, 2 (liver,
eosinophil-derived neurotoxin)

212459 x_at -2,504610186 |5,773481 |-2,61236 |0,018544216 |0,373636 |-3,0617 |206130_s_at asialoglycoprotein receptor 2

212023_s_at -2,110553222 |6,279137 |-2,61108 |0,018593257 |0,373636 |-3,0638 |206207_at Charcot-Leyden crystal protein
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202705_at -2,174819032 |8,353566 |-2,60762 | 0,0187255 0,374569 | -3,0696 |206364_at kinesin family member 14

206111_at -3,591037774 |9,104127 |-2,60686 |0,018754822 |0,374569 |-3,0709 |206478_at KIAA0125

239001_at -2,101324302 |6,86178 |-2,60307 |0,018900831 |0,374728 |-3,0772 |206632_s_at apolipoprotein B mRNA editing enzyme,
catalytic polypeptide-like 3B

227923_at 2,207894903 |5,872833|2,587137|0,019527947 |0,375854 |-3,1038 |206643_at histidine ammonia-lyase

210997_at -2,370097677 |5,347816 |-2,56385 | 0,020480018 |0,378038 |-3,1425 |206851_at ribonuclease, RNase A family, 3 (eosinophil
cationic protein

226818_at -2,084496088 |5,252267 |-2,54569 | 0,021253089 |0,380496 |-3,1727 |206871_at elastasepZ, neuzrophil

220179_at -2,219783996 |4,126764 |-2,53968 | 0,021514638 |0,380839 |-3,1826 |206940_s_at POU class 4 homeobox 1

203744 _at -2,01551411 8,172935 | -2,53414 | 0,021758988 |0,380839 |-3,1918 |206978_at chemokine (C-C motif) receptor 2///similar
to C-C chemokine receptor type 2 (C-C
CKR-2)

226841_at -2,015079456 |4,858818 |-2,53384 |0,021772065 |0,380839 |-3,1923 |207067_s_at histidine decarboxylase

204318_s_at -2,063966358 | 6,634483 |-2,53178 | 0,021863813 |0,381181 |-3,1957 |207165_at hyaluronan-mediated motility receptor
RHAMM

205653_at -2,956915366 |7,501559 |-2,52413 | 0,022206675 |0,382463 |-3,2083 |207341_at éroteinasza 3 (serine proteinase, neutrophil,
Wegener granulomatosis autoantigen)

206364_at -2,027635861 |7,214795 |-2,5183 |0,022471432 |0,382463 |-3,218 |208791_at clusterin

206632_s_at -2,327246516 |6,079895 |-2,50682 | 0,023001611 |0,382463 |-3,2369 |208792_s_at clusterin

1556590_s_at |-2,346969733 |5,984755 |-2,50407 | 0,023130176 |0,382463 |-3,2414 | 209099 _x_at jagged 1 (Alagille syndrome)

206130_s_at -2,389564016 |5,596755 |-2,49634 | 0,023495659 |0,382705 |-3,2541 |209191_at tubulin, beta 6

223501_at -2,033823628 | 7,985057 |-2,47303 | 0,024631477 |0,385742 |-3,2924 |210139_s_at peripheral myelin protein 22

222608_s_at -2,086016218 | 7,203696 |-2,46399 |0,02508607 0,385889 |-3,3072 |210140_at cystatin F (leukocystatin)

206851_at -2,85476506 6,877943 | -2,46053 |0,025261802 |0,385889 |-3,3129 |210254_at membrane-spanning 4-domains, subfamily
A, member 3 (hematopoietic cell-specific)

200862_at -2,315518036 |8,91299 |-2,44639 |0,025993439 |0,386883 |-3,336 |210943_s_at lysosomal trafficking regulator

204048_s_at -2,17367288 7,727563 |-2,43956 |0,026353513 |0,386883 |-3,3472 |210997_at hepatocyte growth factor (hepapoietin A;
scatter factor

202095_s_at -2,343058528 | 7,797988 |-2,4316 |0,02677964 0,387116 |-3,3601 |211506_s_at interleukin 8 )

205001_s_at -2,600148278 |5,978721 |-2,41327 |0,027785243 |0,390512 |-3,3899 |211709_s_at C-type lectin domain family 11, member A

216268_s_at -2,121515765 |6,390395 |-2,37141 | 0,030216299 |0,397899 |-3,4577 |211743_s_at proteoglycan 2, bone marrow (natural killer
cell activator, eosinophil granule major
basic protein)

206978_at -2,241189397 |5,353123 |-2,367 0,030483601 |0,398853 |-3,4648 |212021_s_at antigen identified by monoclonal antibody

Ki-67
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201069_at -2,424138292 | 6,809467 |-2,36274 | 0,030743991 |0,399727 |-3,4716 |212022_s_at antigen identified by monoclonal antibody
Ki-67

202870_s_at -2,242244489 |8,039195 |-2,36128 | 0,030833859 |0,399727 |-3,474 |212023_s_at antigen identified by monoclonal antibody
Ki-67

234987_at -2,595569404 | 6,735964 |-2,35553 | 0,031189637 |0,40068 |-3,4832 |212390_at phosphodiesterase 4D interacting protein
(myomegalin)

212390_at 2,103067647 |5,096364 |2,345739 |0,031804656 |0,401789 |-3,499 |212459_x at succinate-CoA ligase, GDP-forming, beta
subunit

200782_at -2,84139446 6,819609 | -2,33203 |0,032684796 |0,403537 |-3,5209 |213274_s_at cathepsin B

224918_x_at -3,420021137 |9,654376 |-2,3275 |0,032980265 |0,404364 |-3,5282 |213975_s_at lysozyme (renal amyloidosis)

211709_s_at -2,191674361 |9,132136 |-2,32672 |0,033031631 |0,404364 |-3,5294 |214131_at chromosome Y open reading frame 15B

214131_at -2,180520955 |5,508224 |-2,31787 |0,033617 0,405395 |-3,5436 |214218_s_at X (inactive)-specific transcript

201397_at -2,019805867 |6,84093 |-2,31701 |0,033674412 |0,405395 |-3,5449 |214370_at S100 calcium binding protein A8

209099_x_at -2,162029039 |6,356328 |-2,29671 | 0,035057154 |0,409048 |-3,5773 |214575_s_at azurocidin 1 (cationic antimicrobial protein
37)

203213_at -2,09993976 |8,862556 |-2,26455 |0,037356392 |0,413882 |-3,6282 |214835_s_at succinate-CoA ligase, GDP-forming, beta
subunit

231736_x_at -3,159807415 |9,814844 |-2,24364 | 0,038926273 |0,41552 |-3,6612 |215599 at glucuronidase, beta pseudogene///similar to
SMA4

218618_s_at -2,223054645 | 7,484999 |-2,21356 |0,041291259 |0,419849 |-3,7084 |215772_x_at succinate-CoA ligase, GDP-forming, beta
subunit

210139_s_at -2,265579409 |5,937876 |-2,20965 | 0,041608488 |0,420602 |-3,7145 |216268_s_at jagged 1 (Alagille syndrome)

204197_s_at 2,013689043 |8,25532 |2,202397 |0,042202157 |0,421411 |-3,7258 |216667_at ribonuclease, RNase A family, 2 (liver,
eosinophil-derived neurotoxin)

224356_x_at -2,039623674 |5,075213 |-2,19061 |0,043183902 |0,42336 |-3,7442 |217963_s_at nerve growth factor receptor (TNFRSF16)
associated protein 1

218662_s_at -2,079532725 |8,140645 | -2,16561 | 0,045337039 |0,427475 |-3,7829 |218618_s_at fibronectin type 11l domain containing 3B

216667_at -3,035837663 | 7,82729 |-2,16224 |0,045635159 |0,428287 |-3,7881 |218662_s_at non-SMC condensin | complex, subunit G

226847_at -2,090865755 | 3,823692 |-2,1553 |0,046253593 |0,430527 |-3,7989 |218718_at platelet derived growth factor C

202917_s_at -3,181874844 |8,265388 |-2,15041 | 0,046694194 |0,431699 |-3,8064 |218755_at kinesin family member 20A

206207_at -2,70802701 6,512619 | -2,08801 |0,052664434 |0,442746 |-3,9018 |218865_at MOCO sulphurase C-terminal domain
containing 1

1565162_s_at |-2,680362316 |8,823109 |-2,06722 | 0,054803628 |0,446117 |-3,9333 |220179_at dipeptidase 3

207067_s_at -2,366490246 |6,601992 |-2,064 0,055142484 |0,447071 |-3,9382 |221728_x_at X (inactive)-specific transcript

201506_at -2,133357628 |4,766301 |-2,06388 | 0,055154285 |0,447071 |-3,9383 |222529_at solute carrier family 25, member 37

218718_at -2,220804136 |7,51825 |-2,04951 [0,056687886 |0,449461 |-3,96 222608_s_at anillin, actin binding protein

141




logFC AveExpr |t P.Value adj.P.val (B Probe ID Gene Title

203948_s_at -3,392087207 |9,099534 |-1,97391 | 0,065409932 |0,462444 |-4,0724 |223136_at androgen-induced 1

213975_s_at |-2,504237343 |9,702106 |-1,97157 |0,0656983 0,462657 |-4,0759 |223501_at tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 13b

224590_at 2,27930205 4,430943 | 1,956039 | 0,067641725 | 0,464759 |-4,0987 |223502_s_at tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 13b

217963_s_at -2,202136489 |9,853288 |-1,93914 | 0,069813684 |0,466718 |-4,1233 |223551_at protein kinase (cCAMP-dependent, catalytic)
inhibitor beta

209191_at -2,607454354 |8,395684 |-1,9226 |0,072001063 |[0,470049 |-4,1474 |224356_x_at membrane-spanning 4-domains, subfamily
A, member 6A

203535_at -2,608066608 |7,74716 |-1,91989 |0,072365714 |0,470616 |-4,1513 |224588_at X (inactive)-specific transcript

205382_s_at -2,375308793 | 6,503204 |-1,91304 | 0,073292934 |0,471716 |-4,1612 |224590_at X (inactive)-specific transcript

206940_s_at 2,155347939 |3,937712 |1,906164 | 0,074234543 |0,473934 |-4,1712 |224918_x_at microsomal glutathione S-transferase 1

200999_s_at -2,181537094 |6,876399 |-1,88904 | 0,076627725 |0,475993 |-4,1958 |225601_at high-mobility group box 3

1555745_a_at |-2,540047631 |7,087579 |-1,87888 |0,078078412 |0,476943 |-4,2103 |226818_at macrophage expressed gene 1

227388_at -2,013918356 |6,669577 |-1,85352 |0,081810329 |0,482556 |-4,2465 |226841_at macrophage expressed gene 1

203305_at -2,434771094 | 6,388568 |-1,81576 | 0,087658581 |0,489604 |-4,2997 |226847_at follistatin

203949_at -3,238864322 |9,969681 |-1,79947 | 0,09029205 |0,493425 |-4,3224 |227062_at trophoblast-derived noncoding RNA

214218_s_at 2,804137731 |5,014343 |1,799068 | 0,090358662 |0,493592 |-4,323 |227265_at fibrinogen-like 2

206478_at 2,032832961 |8,632694 |1,768323 |0,095524605 |0,500633 |-4,3656 |227388_at tumor suppressor candidate 1

223551_at -2,05108962 |4,82405 |-1,76493 |0,096109985 |0,501776 |-4,3702 |227671_at X (inactive)-specific transcript

205624_at -2,082376297 |8,742901 |-1,75043 | 0,098648967 |0,504474 |-4,3901 |227711_at family with sequence similarity 112,
member B

205000_at -2,638596076 |6,765671 |-1,74888 |0,098923671 |0,504962 |-4,3922 |227923_at SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3

204959_at -2,388904971 | 6,524995 | -1,69402 | 0,109086586 |0,514952 |-4,4665 |227961_at cathepsin B

211743_s_at -2,008870033 | 7,27504 |-1,67661 |0,112495149 |0,519132 |-4,4897 |231736_x_at microsomal glutathione S-transferase 1

227671_at 2,722948014 |5,183654|1,611123|0,126151003 |0,531592 |-4,5756 |231929_at IKAROS family zinc finger 2 (Helios)

201160_s_at -2,119517104 |10,32338 |-1,59996 |0,128614836 |0,534603 |-4,5901 |234987_at Full-length cDNA clone CS0DI067YM20 of
Placenta Cot 25-normalized of Homo
sapiens (human)

202391_at -2,203293589 |7,580868 |-1,59886 |0,128859831 |0,534603 |-4,5915 |236198_at Transcribed locus

221728_x_at 2,951451322 |5,494032 | 1,580498 | 0,133006523 |0,53866 |-4,615 |238774_at NA

224588_at 3,141024632 |5,950385 |1,537567 |0,143145189 |0,550823 |-4,6693 |239001_at Microsomal glutathione S-transferase 1

227711_at -2,10804732 |7,043703 |-1,37929 |0,186251 0,589071 |-4,8599 |242029_at Fibronectin type Ill domain containing 3B
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226279_at -2,324408 | 3,358982 | 3,35898 |-13,8453 |1,70E-10 9,30E-06 |11,0904 | 1552680_a_at | cancer susceptibility candidate 5

201131_s_at |-3,260052 |3,573756|3,57376 |-12,316 |9,96E-10 2,72E-05 |10,0763 | 1555772_a_at | cell division cycle 25 homolog A (S. pombe)

214295_at -3,716718 | 3,659925 | 3,65993 | -9,60906 | 3,69E-08 0,0003359|7,71052 | 15656203_a_at | SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 2

224458_at -2,94492 | 3,999405 | 3,9994 -9,30705 | 5,77E-08 0,0004499|7,39104 | 1557905_s_at | CD44 molecule (Indian blood group)

205391_x_at |-2,935006 | 4,089295|4,08929 |-9,10819 | 7,80E-08 0,0004499|7,17371 | 1562056_at CDNA FLJ35091 fis, clone PLACE6005786

208353_x_at |-3,498377 |4,041142|4,04114 |-9,01091 |9,05E-08 0,0004499 | 7,06533 | 1564494 _s_at | procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-
dioxygenase (proline 4-hydroxylase), beta
polypeptide

239913_at -2,116817 | 3,188592 | 3,18859 |-8,92908 | 1,03E-07 0,0004678|6,9731 [201109_s_at |thrombospondin 1

223754 _at -2,755058 | 4,154411 | 4,15441 |-8,15014 | 3,55E-07 0,0013861 | 6,04468 | 201110_s_at | thrombospondin 1

230690_at -2,344262 | 3,656961 | 3,65696 |-7,33789 | 1,40E-06 0,0040396 | 4,97363 | 201131_s_at | cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)

202728_s_at |-2,579402 |4,17044 |4,17044 |-7,16975 | 1,89E-06 0,0049196 | 4,73813|201215_at plastin 3 (T isoform)

206145_at -4,184729 | 3,965817 | 3,96582 |-7,14256 | 1,98E-06 0,0049196 | 4,6996 |201506_at transforming growth factor, beta-induced, 68kDa

208352_x_at |-2,914673 | 4,020791 |4,02079 |-7,07309 |2,24E-06 0,0049587 | 4,60056 | 201669_s_at | myristoylated alanine-rich protein kinase C
substrate

226003_at -2,6425 3,424199 | 3,4242 -7,00801 | 2,52E-06 0,004979 |4,50704 | 201690_s_at |tumor protein D52

219672_at -3,995948 | 4,616293 | 4,61629 |-6,80211 | 3,65E-06 0,0062332|4,2063 |201743_at CD14 molecule

205390_s_at |-3,324335 |4,031905|4,03191 |-6,69454 |4,44E-06 0,0067433|4,04627 | 201839_s_at |tumor-associated calcium signal transducer 1

212151 _at -2,995882 | 4,158739 | 4,15874 |-6,49472 | 6,42E-06 0,0087785| 3,74365 | 201927_s_at | plakophilin 4

206306_at -2,110067 | 3,177647 | 3,17765 |-6,46709 | 6,76E-06 0,0090168|3,70125 | 202435_s_at | cytochrome P450, family 1, subfamily B,
olypeptide 1

209289_at -2,101974 | 3,360364 | 3,36036 |-6,40618 | 7,58E-06 0,0098633 | 3,60733|202436_s_at Eytgzhfome P450, family 1, subfamily B,
olypeptide 1

205919_at -2,395149 | 3,723467 | 3,72347 |-6,19161 |1,14E-05 0,0126761|3,27134 | 202437_s_at Eytgghfome P450, family 1, subfamily B,
olypeptide 1

221765_at -2,281401 | 4,378503 | 4,3785 -6,08898 | 1,38E-05 0,0142561 | 3,10782 | 202619_s_at Ero)c,:‘())llggen-lysine, 2-oxoglutarate 5-
dioxygenase 2

202619_s_at |-2,836613 |3,781782|3,78178 |-5,92672 | 1,89E-05 0,0181215|2,8456 |202620_s_at proc);?lagen—lysine, 2-oxoglutarate 5-
dioxygenase 2

207087_x_at |-2,697986 |4,115183|4,11518 |-5,88556 | 2,05E-05 0,0190592|2,77838 | 202708_s_at histgr?e cluster 2, H2be

234985_at -2,876657 | 4,182352|4,18235 |-5,87431 | 2,09E-05 0,0190592 | 2,75995 | 202718_at insulin-like growth factor binding protein 2,
36kDa
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209290_s_at |-2,032783 |3,334477|3,33448 |-5,82711 | 2,29E-05 0,0202209|2,68241 | 202728_s_at | latent transforming growth factor beta binding
protein 1

206390_x_at |-4,994568 |5,210309|5,21031 |-5,81869 |2,33E-05 0,0202294 | 2,66854 | 202729_s_at | latent transforming growth factor beta binding
protein 1

230942_at -2,964269 | 4,59741 |4,59741 |-5,7907 |2,46E-05 0,021033 |2,62234 |202917_s_at | S100 calcium binding protein A8

207496_at -2,253469 | 3,494702 | 3,4947 -5,55889 | 3,89E-05 0,0287259|2,23475 | 202949_s_at |four and a half LIM domains 2

213067_at -3,263087 | 4,112076 | 4,11208 |-5,52439 |4,16E-05 0,0291874 | 2,17632 | 203680_at protein kinase, cAMP-dependent, regulatory,
type Il, beta

205950_s_at |-3,686979 |4,21383 |4,21383 |-5,4448 |4,88E-05 0,0329438|2,04077 | 203757_s_at | carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 6 (non-specific cross reacting antigen)

205268_s_at |-2,33181 |3,690565|3,69056 |-5,34544 |5,96E-05 0,0387757|1,87015 | 203789_s_at |sema domain, immunoglobulin domain (Ig),
short basic domain, secreted, (semaphorin) 3C

242197_x_at |-2,53011 |3,695488|3,69549 |-5,29134 |6,64E-05 0,0412781|1,7766 |204018_x_at |hemoglobin, alpha 1///hemoglobin, alpha 2

216101_at -2,189208 | 4,045942 | 4,04594 |-5,27185 | 6,91E-05 0,0419812|1,7428 |204141_at tubulin, beta 2A

206167_s_at |-3,101196 |3,853639|3,85364 |-5,14494 | 8,94E-05 0,0488791|1,52123|204151_x_at |aldo-keto reductase family 1, member C1
(dihydrodiol dehydrogenase 1; 20-alpha (3-
alpha)-hydroxysteroid dehydrogenase)

1556203_a_at|-2,134602 (4,16264 |4,16264 |-4,97246 |0,000127234|0,0609976|1,21631 |204315_s_at | G-2 and S-phase expressed 1

204416_x_at |-3,741356 |5,069222(5,06922 |-4,93765 |0,000136681 |0,0627884 | 1,15427 | 204416_x_at | apolipoprotein C-I

205767_at -2,389796 | 3,833559 | 3,83356 |-4,92573 |0,000140079|0,0627884 |1,13298 | 204419_x_at | hemoglobin, gamma G

232216_at -2,182276 | 4,785402 | 4,7854 -4,90769 [ 0,000145388|0,0627884 | 1,10073 | 204561_x_at | apolipoprotein C-Il///apolipoprotein C-IV

202620_s_at |-3,398672 |3,996109 |3,99611 |-4,90243 |0,000146975|0,0627884 |1,09131 | 204619_s_at | versican

242824 _at -2,731469 | 4,231669 |4,23167 |-4,8612 |0,000160038|0,0673081|1,01742|204620_s_at |versican

225115_at -2,226012 | 5,276011 |5,27601 |-4,84927 | 0,000164036|0,0673301|0,99599 | 204720_s_at | DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 6

226421_at -2,347701 | 6,227638|6,22764 |-4,81191 |0,000177231|0,0702181|0,92876 | 204749_at nucleosome assembly protein 1-like 3

210504_at -3,85461 |5,385193|5,38519 |-4,79744 | 0,000182625|0,0708158|0,9027 |204848_x_at | hemoglobin, gamma A///hemoglobin, gamma G

210446_at -2,759543 | 4,740402 | 4,7404 -4,77661 | 0,000190694 | 0,0734238|0,8651 |204976_s_at | Alport syndrome, mental retardation, midface
hypoplasia and elliptocytosis chromosomal
region, gene 1

205266_at -2,86463 |4,540847|4,54085 |-4,76876 |0,000193827|0,0741083|0,85092 | 205033_s_at | defensin, alpha 1///defensin, alpha 3, neutrophil-
specific

228802_at -3,279546 | 4,256009 | 4,25601 |-4,76155 |0,000196752|0,0747044 | 0,83788 | 205159_at colony stimulating factor 2 receptor, beta, low-
affinity (granulocyte-macrophage)

211192_s_at |-2,048654 | 4,32503 |4,32503 |-4,67845 |0,000233909|0,0869999 |0,68721 | 205262_at potassium voltage-gated channel, subfamily H
(eag-related), member 2
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227654 _at -4,328448 | 5,068305 | 5,0683 -4,61767 | 0,000265568 | 0,0949015 | 0,57648 | 205266_at leukemia inhibitory factor (cholinergic
differentiation factor)

212224 at -3,806881 |4,229159|4,22916 |-4,54564 |0,000308807|0,1058347|0,44471|205268_s_at |adducin 2 (beta)

224975_at -2,76334 |3,886469 |3,88647 |-4,42663 |0,000396603|0,1225101|0,22576|205390_s_at | ankyrin 1, erythrocytic

219558_at -2,236483 |4,712164 |4,71216 |-4,39024 | 0,000428243|0,1285992|0,15851 | 205391_x_at | ankyrin 1, erythrocytic

214769_at -2,744327 | 3,935699 | 3,9357 -4,36764 | 0,000449167|0,1296857 | 0,11669 | 205472_s_at | dachshund homolog 1 (Drosophila)

226806_s_at |-2,89295 |3,783813|3,78381 |-4,36076 |0,000455737|0,12986 0,10395 | 205653 _at cathepsin G

1552680_a_at|-2,15258 |4,222832|4,22283 |-4,26581 |0,000557132|0,1485911|-0,0723 | 205767_at epiregulin

224970_at -3,580934 |4,332025|4,33203 |-4,25937 |0,000564781|0,149176 |-0,0843 |205780_at BCL2-interacting killer (apoptosis-inducing)

235476_at -2,102297 | 4,571297 | 4,5713 -4,22066 | 0,000613095|0,1603874 | -0,1564 | 205798_at interleukin 7 receptor

226751_at -3,636229 |5,079124|5,07912 |-4,12482 |0,000751542|0,1826247 |-0,3354 | 205830_at calmegin

220295_x_at |-2,829991 |5,270909 (5,27091 |-4,06309 |0,000857092|0,1994107 |-0,4511 | 205919_at hemoglobin, epsilon 1

217867_x_at |-2,51377 |4,367952|4,36795 |-3,89794 |0,001219157|0,2431209 |-0,7615 | 205950_s_at | carbonic anhydrase |

210215_at -2,656999 |5,289179|5,28918 |-3,86637 |0,001304237|0,2528693|-0,8209 |206067_s_at | Wilms tumor 1

204976_s_at |-2,346641 |6,857767|6,85777 |-3,8539 |0,001339481|0,2556551 |-0,8445 | 206145_at Rh-associated glycoprotein

222446_s_at |-3,043657 |4,525028 |4,52503 |-3,82902 |0,001412665|0,2645119 |-0,8914 |206167_s_at | Rho GTPase activating protein 6

201110_s_at |-4,338594 |4,973962(4,97396 |-3,78268 |0,00155987 |0,2769023 |-0,9788 |206207_at Charcot-Leyden crystal protein

221024_s_at |-2,085014 |3,7121483,71215 |-3,72238 | 0,001774668|0,297638 |-1,0926 |206283_s_at | T-cell acute lymphocytic leukemia 1

210172_at -2,607848 | 5,54994 |5,54994 |-3,66279 |0,002016078|0,3161656|-1,2051 | 206306_at ryanodine receptor 3

210036_s_at |-2,803204 |5,320287|5,32029 |-3,63208 |0,002153031|0,3251098 |-1,2631 |206390_x_at | platelet factor 4 (chemokine (C-X-C motif) ligand
4

214146_s_at |-4,826866 |5,830351|5,83035 |-3,62548 |0,002183702|0,3271066 |-1,2755 | 206488_s_at C)D36 molecule (thrombospondin receptor)

206937_at -3,655013 |5,157774|5,15777 |-3,60815 |0,002266179|0,3348739|-1,3082 | 206493_at integrin, alpha 2b (platelet glycoprotein IIb of
lIb/llla complex, antigen CD41)

219737_s_at |-2,321113 |3,935693|3,93569 |-3,57848 | 0,002414753|0,3483551 |-1,3643 | 206494_s_at |integrin, alpha 2b (platelet glycoprotein Ilb of
lIb/llla complex, antigen CD41)

239723_at -3,407471 | 4,828761|4,82876 |-3,56495 |0,002485693|0,3530006 |-1,3898 | 206698_at X-linked Kx blood group (McLeod syndrome)

239219_at -2,134578 | 4,380289 | 4,38029 |-3,55384 |0,002545495|0,3586983|-1,4108 | 206834_at hemoglobin, delta

239002_at -2,282748 | 4,806466 | 4,80647 |-3,50285 |0,00283889 |0,3805054|-1,507 |206871_at elastase 2, neutrophil

205262_at -2,132834 | 4,596465 | 4,59646 |-3,48838 |0,002928088|0,3876349|-1,5343 |206937_at spectrin, alpha, erythrocytic 1 (elliptocytosis 2)

228697_at 2,1161253|6,891788|6,89179 |3,482331|0,002966236 | 0,3903745|-1,5457 |207067_s_at | histidine decarboxylase

214464_at -3,888708 | 5,489947|5,48995 |-3,46526 |0,003076481|0,3976516|-1,5779 |207087_x_at |ankyrin 1, erythrocytic

236793_at -2,281836 | 3,653656 | 3,65366 |-3,42349 |0,003363788|0,4151583|-1,6566 |207269_at defensin, alpha 4, corticostatin
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206698_at -3,4416 4,851606 | 4,85161 |-3,40555 |0,003495232|0,420004 |-1,6904 |207341_at proteinase 3 (serine proteinase, neutrophil,
Wegener granulomatosis autoantigen)

204315_s_at |-2,453215|5,403841|5,40384 |-3,33966 |0,004023144 |0,4470842 |-1,8143 |207496_at membrane-spanning 4-domains, subfamily A,
member 2 (Fc fragment of IgE, high affinity I,
receptor for; beta polypeptide)

228188_at 2,1156206|7,64989 |7,64989 |3,249018|0,004880467 |0,4869335|-1,9844 |207655_s_at |B-cell linker

240652_at -2,328317 |5,536713|5,53671 |-3,20678 | 0,005339303|0,5076344 |-2,0635 |208146_s_at | carboxypeptidase, vitellogenic-like

201109_s_at |[-2,548128 | 4,278603|4,2786 -3,16813 | 0,005796232|0,5255539 | -2,1357 | 208352_x_at |ankyrin 1, erythrocytic

239082_at -2,024057 | 4,346544 | 4,34654 |-3,15441 | 0,00596753 |0,5288083|-2,1613 |208353_x_at |ankyrin 1, erythrocytic

239451 _at -2,207318 | 5,963763|5,96376 |-3,14673 |0,006065534 |0,5305967 |-2,1756 |209116_x_at | hemoglobin, beta

1557905_s_at | 2,0608652 | 7,472888 | 7,47289 | 3,14475 |0,006091094 |0,5305967 |-2,1793 | 209289_at nuclear factor 1/B

204141_at -3,987139 | 5,328536 | 5,32854 |-3,07436 |0,007070587 | 0,5615301 |-2,3102 | 209290_s_at | nuclear factor I/B

204720_s_at |-3,671285 |5,932061|5,93206 |-3,07158 |0,007112263|0,5615301 |-2,3154 |209392_at ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase 2
(autotaxin)

219288_at -2,261864 | 3,867478|3,86748 |-3,0672 |0,007178431|0,5615301 |-2,3235 |209458_x_at | hemoglobin, alpha 1///nemoglobin, alpha 2

202435_s_at |-4,139126 | 6,075032|6,07503 |-3,05192 |0,007414211|0,5624563 |-2,3519 | 209487 _at RNA binding protein with multiple splicing

203680_at -3,452406 | 6,298275|6,29827 |-3,0397 |0,007608022|0,5706016 |-2,3745 |209488_s_at | RNA binding protein with multiple splicing

206834_at -5,734225 |7,041415|7,04142 |-3,00235 |0,008231892|0,5929891 | -2,4436 |209555_s_at | CD36 molecule (thrombospondin receptor)

211699_x_at |-3,61646 |5,979755|5,97976 |-2,97106 |0,008792896 |0,6094901 |-2,5013 |210036_s_at | potassium voltage-gated channel, subfamily H
(eag-related), member 2

216063_at -3,061578 | 4,268029 | 4,26803 |-2,96792 |0,008851122|0,6094901 |-2,5071 |210172_at splicing factor 1

206207_at -5,125477 | 6,512619|6,51262 |-2,96398 | 0,008924789|0,611475 |-2,5144 |210215_at transferrin receptor 2

201927_s_at |-2,352829 |6,194341(6,19434 |-2,93734 |0,009439091 | 0,620404 |-2,5634 |210446_at GATA binding protein 1 (globin transcription
factor 1

1562056_at -2,226043 |5,645349|5,64535 |-2,90378 |0,010127798|0,6450165|-2,625 |210504_at Kruppel)—likefactor1 (erythroid)

217294 _s_at |2,9232028|10,42131(10,4213 |2,902367|0,010157911|0,6450165 |-2,6276 | 210517_s_at | A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12

241929_at -2,171144 | 4,029818|4,02982 |-2,8867 |0,010496992|0,6485062 |-2,6562 |210868_s_at | ELOVL family member 6, elongation of long
chain fatty acids (FEN1/Elo2, SUR4/Elo3-like,
yeast)

227180_at -2,330833 | 4,996436 | 4,99644 |-2,85882 |0,011127609|0,6658516|-2,7072 |210976_s_at | phosphofructokinase, muscle

201839_s_at |-2,089977 |4,191086|4,19109 (-2,85278 |0,011268997 |0,6681211 |-2,7182 |210986_s_at |tropomyosin 1 (alpha)

214627_at -2,246132 | 3,919716 | 3,91972 |-2,85236 |{0,011278935|0,6681211 |-2,719 |210987_x_at |tropomyosin 1 (alpha)

205798_at -3,390659 | 5,389161 | 5,38916 |-2,83738 |0,011637443|0,6796152 |-2,7463 |211192_s_at | CD84 molecule

209116_x_at |-5,705643 | 7,402989 |7,40299 |-2,83646 |0,011660006|0,6796152|-2,748 |211696_x_at |hemoglobin, beta
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209458_x_at |-3,676267 | 6,168698|6,1687 -2,78671 |0,012933917|0,7015495 | -2,8383 | 211699_x_at | hemoglobin, alpha 1///hemoglobin, alpha 2

217232_x_at |-5,368635 |7,695459|7,69546 |-2,78599 |0,012953427|0,7015898|-2,8396 |211734_s_at | Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for;
alpha polypeptide

227349_at -2,103317 | 5,109406|5,10941 |-2,77996 |0,013116753|0,7049719 |-2,8506 | 211743_s_at | proteoglycan 2, bone marrow (natural killer cell
activator, eosinophil granule major basic protein)

211745_x_at |-3,745296 |6,022859(6,02286 |-2,76035 |0,013662476|0,7134015|-2,886 |211745_x_at |hemoglobin, alpha 1

217414_x_at |-3,711494 |5,784792|5,78479 |-2,75439 |0,013832695|0,7148418 |-2,8968 | 211993_at WNK lysine deficient protein kinase 1

204018_x_at |[-3,712684 |6,065201 | 6,0652 -2,75392 | 0,013846011|0,7148542|-2,8976 |212151_at pre-B-cell leukemia homeobox 1

230388_s_at |2,1740811|5,069925|5,06992 |2,753462|0,013859287|0,7148647 |-2,8985 |212190_at serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin,
plasminogen activator inhibitor type 1), member 2

202436_s_at |-4,233414 | 6,480979(6,48098 |-2,74316 |0,014158628|0,7163231 |-2,9171 | 212224 _at aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1

211993_at -2,018987 |5,466776 |5,46678 |-2,7232 |0,014756672|0,7207325|-2,953 |212372_at myosin, heavy chain 10, non-muscle

211696_x_at |-5,410382 |7,899733|7,89973 |-2,72101 |0,014823705|0,7223584 |-2,957 |213067_at myosin, heavy chain 10, non-muscle

206494_s_at |-2,666178 |5,649173|5,64917 |-2,69533 |0,015632546|0,7381452 |-3,0031 |213241_at plexin C1

205472_s_at |-2,048149 | 4,649091 (4,64909 |-2,67434 |0,016324624|0,7475283 |-3,0407 |213515_x_at | hemoglobin, gamma A///hemoglobin, gamma G

209555_s_at |-3,679208 | 5,36833 |5,36833 |-2,61002 |0,018633693|0,7668483 |-3,1552 | 214146_s_at | pro-platelet basic protein (chemokine (C-X-C
motif) ligand 7

212372_at -3,961611 |5,521314|5,52131 |-2,6091 |0,018668949|0,7668483|-3,1569 |214295_at KIAA)04g85 prot)ein

235811_at -2,038274 |5,737387|5,73739 |-2,58639 |0,019557817|0,7743111|-3,1971 | 214414_x_at | hemoglobin, alpha 2

204848_x_at |-4,765572 |6,702016(6,70202 |-2,57487 | 0,020024003 |0,7824168 |-3,2174 | 214464 _at CDCA42 binding protein kinase alpha (DMPK-
like

202437_s_at |-3,649656 |5,620525|5,62052 |-2,53162 |0,021870645|0,8022759 |-3,2935 | 214627_at eos)inophil peroxidase

204419 _x_at |-4,735968 |6,76214 |6,76214 |-2,52142 |0,022329113|0,8025984 |-3,3113 | 214769_at chloride channel 4

214414 _x_at |-4,612808 |6,879458(6,87946 |-2,52132 |0,022333797|0,8025984 |-3,3115 |215049_x_at | CD163 molecule

215049_x_at |-2,286836 |4,110385(4,11039 |-2,5092 |0,022890582|0,8056899 |-3,3327 |215489_x_at | homer homolog 3 (Drosophila)

205033_s_at |-2,584721 |4,563808 |4,56381 |-2,49872 |0,023382729|0,8081231|-3,351 |215811_at Clone GLSH-3 similar to gliadin mRNA
sequence

1555772_a_at|-2,041447 | 5,359457|5,35946 |-2,48904 |0,023846253|0,8112459|-3,3679 |216063_at he?noglobin, beta pseudogene 1

202729_s_at |-2,634444 |5,577764 |5,57776 |-2,46737 |0,024915026|0,8161947 |-3,4056 |216101_at Full length insert cDNA clone YR67C11

204151_x_at |-2,2668 5,801572|5,80157 |-2,43873 |0,026397464 | 0,8314299 |-3,4551 | 216591_s_at | hCG1776980///succinate dehydrogenase
complex, subunit C, integral membrane protein,
15kDa

206493_at -2,376211 |7,173957|7,17396 |-2,43832 |0,026419526|0,8314299 |-3,4559 |216598_s_at | chemokine (C-C motif) ligand 2

1564494 _s_at | 2,3042039 | 6,269762 | 6,26976 |2,432133|0,026750774 |0,8358357 | -3,4665 |217232_x_at | hemoglobin, beta

213515_x_at |-5,001456 |6,584596 | 6,5846 -2,42273 |0,027261574|0,841423 |-3,4827 |217294_s_at |enolase 1, (alpha)
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205830_at -2,396319 | 5,389217|5,38922 |-2,42243|0,027278171|0,841423 |-3,4833 |217414_x_at | hemoglobin, alpha 1///hemoglobin, alpha 2

216591 _s_at |2,1514242|5,885222(5,88522 |2,40192 |0,028425485|0,8544497 |-3,5185 |217867_x_at | beta-site APP-cleaving enzyme 2

206067_s_at |2,4491085|7,833472|7,83347 |2,398957|0,02859492 |0,8552666 |-3,5236 |218332_at brain expressed, X-linked 1

210868_s_at |-2,047423 |5,731254(5,73125 |-2,38589 |0,029353325|0,8597626 |-3,546 |219288_at chromosome 3 open reading frame 14

242520_s_at |2,2174831|6,775349(6,77535 |2,383615|0,029487594 | 0,8607764 | -3,5499 | 219558_at ATPase type 13A3

204619_s_at |-2,419282 | 3,984491 | 3,98449 |-2,33189 |0,032693859|0,8794115 |-3,6379 |219672_at erythroid associated factor

207269_at -2,432156 | 4,1278 4,1278 |-2,31379 |0,033890565 | 0,8831861 |-3,6685 |219737_s_at | protocadherin 9

224049_at 2,352076 |5,633872|5,63387 |2,312608|0,033970064 | 0,8835934 | -3,6705 |220295_x_at | DEP domain containing 1///similar to DEP
domain containing 1

204749_at -2,29331 [4,061836|4,06184 |-2,31134 |0,034055434 |0,8849719 |-3,6726 |221024_s_at | solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 10

203789_s_at |-2,589506 |3,917003 3,917 -2,30997 | 0,034148579|0,8857085 | -3,6749 |221731_x_at | versican

210986_s_at |-2,527699 | 7,351415|7,35141 |-2,27751 |0,03641341 |0,8947613 |-3,7295 |221765_at UDP-glucose ceramide glucosyltransferase

226818_at -2,447701 | 5,252267|5,25227 |-2,24194 | 0,039056557 | 0,911403 |-3,7888 |222446_s_at |beta-site APP-cleaving enzyme 2

232985_s_at |-3,308908 |5,466161 (5,46616 |-2,23858 |0,039315149|0,9127232(-3,7944 |222771_s_at | myelin expression factor 2

228766_at -3,421267 |5,59651 |5,59651 |-2,22871 |0,04008383 |0,9135991 |-3,8108 |223044_at solute carrier family 40 (iron-regulated
transporter), member 1

210987_x_at |-2,131547 |6,186161(6,18616 |-2,19657 |0,042684869|0,9177407 |-3,8638 |223062_s_at | phosphoserine aminotransferase 1

211743_s_at |-3,479358 | 7,27504 |7,27504 |-2,17792 |0,044265189|0,9255262 |-3,8945 | 223391_at sphingosine-1-phosphate phosphatase 1

212190_at -2,121027 | 6,677906 | 6,67791 |-2,17065 | 0,044895718 |0,9255262 |-3,9064 | 223754_at hypothetical protein MGC13057

202949_s_at |-2,355065 |5,116116|5,11612 |-2,15589 |0,046201086|0,9259101 |-3,9305 | 223967_at angiopoietin-like 6

227530_at -2,11634 |4,236326|4,23633 |-2,13903 |0,047734578|0,9278775|-3,9579 | 224049_at potassium channel, subfamily K, member 17

223967_at 2,0061529|5,784798|5,7848 |2,107726|0,050706769 | 0,9390825 | -4,0085 | 224435_at chromosome 10 open reading frame 58

228083_at 2,1256705 |6,378655|6,37866 |2,105994|0,050876117|0,9390825|-4,0112 | 224458 _at chromosome 9 open reading frame 125

201743_at -2,517997 | 4,92309 |4,92309 |-2,05768 |0,055811103|0,9514043|-4,0885 |224970_at nuclear factor I/A

206488_s_at |-2,982064 |5,691202|5,6912 |-2,05397 |0,056208074 |0,9514043 | -4,0944 | 224975_at nuclear factor I/A

226099_at -2,106592 |5,221163|5,22116 |-2,03868 |0,057868937|0,9514043|-4,1186 |225115_at Homeodomain interacting protein kinase 2

215489_x_at |2,0865005|4,504369 (4,50437 |2,038672|0,057870113|0,9514043 |-4,1186 |225619_at SLAIN motif family, member 1

226282_at 2,8892487 |5,65205 |5,65205 |2,019448|0,060021837|0,9552941 | -4,1489 | 225681_at collagen triple helix repeat containing 1

231798_at 2,3315077|5,825153|5,82515 |1,968282|0,066105917|0,9679542 | -4,2288 | 226003_at kinesin family member 21A

207341_at -2,690479 |5,438306|5,43831 |-1,94431 |0,069143022|0,9714396 | -4,2658 | 226099_at elongation factor, RNA polymerase Il, 2

222771_s_at |-2,290613 |4,638823(4,63882 |-1,94256 |0,06936916 |0,9728861 |-4,2685 |226190_at Homo sapiens, clone IMAGE:4294444, mRNA

223391_at -2,019175 |5,396211|5,39621 |-1,90641 |0,074200737|0,9818029 | -4,3237 |226218_at interleukin 7 receptor
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215811_at -2,000489 | 5,672352|5,67235 |-1,8984 |0,075311624|0,9820615 |-4,3359 |226279_at protease, serine, 23

209392_at -2,206163 | 5,458824|5,45882 |-1,89796 | 0,075372198 |0,9820615 |-4,3365 | 226282_at Full length insert cDNA clone ZEO3F06

241133_at 3,2357251|7,502448|7,50245 |1,888788|0,076662883|0,9835326 | -4,3504 | 226421_at Alport syndrome, mental retardation, midface
hypoplasia and elliptocytosis chromosomal
region, gene 1

210517_s_at |-2,944575 |5,045383|5,04538 |-1,88649 |0,076989736|0,9835326 |-4,3539 | 226556_at Homo sapiens, clone IMAGE:4294444, mRNA

231310_at 2,1467575|6,149517|6,14952 |1,883201|0,077458549 | 0,9846984 | -4,3589 | 226751_at chromosome 2 open reading frame 32

201669_s_at |-3,195181 |5,378197|5,3782 -1,87379 |0,0788154 0,9859415|-4,373 |226806_s_at |NA

209488_s_at |2,3017728/|5,453888|5,45389 |1,871068|0,079211854 |0,9866659 |-4,3771 | 226818_at macrophage expressed gene 1

226218_at -3,001261 | 6,346564 | 6,34656 |-1,87082 |0,079248554 |0,9866659 | -4,3775 |227180_at ELOVL family member 7, elongation of long
chain fatty acids (yeast)

213241_at -2,120659 | 7,529452 | 7,52945 |-1,86751 | 0,079732669 | 0,9866659 |-4,3825 | 227349_at NA

210976_s_at |-2,30555 |5,424075|5,42407 |-1,84149 |0,083633843|0,9884955|-4,4213 |227530_at A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12

205653_at -2,869866 |7,501559|7,50156 |-1,83736 |0,08426843 |0,9919465|-4,4275 |227654_at chromosome 20 open reading frame 175

221731_x_at |-2,900262 |5,404229|5,40423 |-1,81708 |0,087447306|0,9992503 | -4,4575 | 228083_at calcium channel, voltage-dependent, alpha
2/delta subunit 4

204620_s_at |-2,828998 |5,182064 |5,18206 |-1,81552 |0,087696279|0,9992503 |-4,4598 |228155_at chromosome 10 open reading frame 58

208146_s_at |-2,257048 |5,087159|5,08716 |-1,80831 |0,088854252|0,9999153|-4,4704 |228188_at NA

205159_at -2,447632 | 8,564616 | 8,56462 |-1,80482 |0,08941939 |0,9999153 |-4,4755 |228697_at histidine triad nucleotide binding protein 3

223062_s_at |-2,890024 |6,17192 |6,17192 |-1,79155 |0,091599194 |0,9999153 |-4,495 |228766_at CD36 molecule (thrombospondin receptor)

207067_s_at |-2,716574 |6,601992|6,60199 |-1,777 0,094041416|0,9999153 | -4,5162 |228802_at RNA binding protein with multiple splicing 2

207655_s_at |-2,340252 | 4,486632|4,48663 |-1,77603 |0,094206178|0,9999153 |-4,5176 |229309_at adrenergic, beta-1-, receptor

202708_s_at |2,1258706|5,56836 |5,56836 |1,769192|0,095375112|0,9999153|-4,5275 |229638_at iroquois homeobox 3

218332_at -3,257368 | 6,165856 |6,16586 |-1,75814 |0,097292295|0,9999153 | -4,5435 |230388_s_at | hypothetical protein LOC644246

225619_at -2,08835 |4,832966|4,83297 |-1,75461 |0,097910405 |0,9999153 |-4,5486 | 230690_at tubulin, beta 1

209487_at 2,3854571|5,825661 | 5,82566 |1,736383|0,101163211|0,9999153|-4,5748 |230942_at CKLF-like MARVEL transmembrane domain
containing 5

201506_at -2,391852 | 4,766301 | 4,7663 -1,73547 | 0,101328469 | 0,9999153 | -4,5761 | 231310_at Transcribged locus

205780_at 2,0026381 | 6,286384 | 6,28638 |1,691316|0,109610687 | 0,9999153 |-4,6388 | 231798_at Noggin

206283_s_at |-2,366992 | 7,095878|7,09588 |-1,68974 | 0,1099165 0,9999153|-4,641 |232216_at YME1-like 1 (S. cerevisiae)

201215_at -2,531494 | 4,736266 |4,73627 |-1,66036 |0,115760438|0,9999153|-4,682 |232985_s_at |developmental pluripotency associated 4

224435_at -2,49643 |6,11178 |6,11178 |-1,65574|0,116703733|0,9999153 | -4,6885 | 234985_at low density lipoprotein receptor class A domain
containing 3

228155_at -2,833034 | 7,47461 |7,47461 |-1,65333 |0,117196416|0,9999153 |-4,6918 |235476_at tripartiter?motif-containing 59
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206871_at -3,000532 | 6,957648 | 6,95765 |-1,64563 |0,118789266|0,9999153 |-4,7024 |235811_at NA

211734_s_at |-2,108611 |7,620252|7,62025 |-1,60358 |0,127809917|0,9999153|-4,76 236793_at Transcribed locus

226190_at -2,2575 6,150744 | 6,15074 |-1,57725 |0,133752498|0,9999153 | -4,7954 | 239002_at asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly
associated (Drosophila)

201690_s_at |-2,339492 | 6,939996 | 6,94 -1,57427 | 0,134438824 | 0,9999153 | -4,7994 | 239082_at CDNA clone IMAGE:5311370

223044_at -3,103879 | 7,550481 | 7,55048 |-1,54297 |0,141833406|0,9999153 |-4,841 |239219_at aurora kinase B

226556_at -2,085358 |5,837628|5,83763 |-1,52547 |0,146115974|0,9999153 | -4,864 |239451_at CDNA FLJ26407 fis, clone HRT09288

204561_x_at |2,4204307|5,33374 |5,33374 |1,514119|0,148951295|0,9999153 | -4,8788 | 239723 _at Transcribed locus

203757_s_at |-2,349313 |4,563843|4,56384 |-1,50792 |0,150518037|0,9999153 |-4,8868 |239913_at solute carrier family 10 (sodium/bile acid
cotransporter family), member 4

229638_at 2,5737264|5,266942 | 5,26694 |1,507658|0,150585125|0,9999153 |-4,8872 | 240652_at NA

202718_at 2,1038055|7,778199|7,7782 1,49803 |0,153047714(0,9999153|-4,8996 |241133_at CDNA FLJ35984 fis, clone TESTI2014097,
highly similar to V_segment translation product

229309_at 2,0636316 | 4,54142 |4,54142 |1,489509|0,155255091|0,9999153|-4,9106 |241929_at Transcribed locus

216598_s_at |-2,792674 | 7,268277|7,26828 |-1,4885 |0,155517519|0,9999153(-4,9119 |242197_x_at | CD36 molecule (thrombospondin receptor)

202917_s_at |-2,825507 |8,2653888,26539 |-1,43217 |0,170801324|0,9999153 |-4,9832 | 242520_s_at | hypothetical LOC339541

225681_at 2,6095763|5,22494 |5,22494 |1,417309|0,175034142|0,9999153|-5,0017 |242824 at Transcribed locus
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226279_at -2,3826819 | 3,35898 |-14,466 |8,70E-11 |3,15E-06 13,193684 | 15652274_at | PX domain containing serine/threonine kinase

201131_s_at |-3,4732549 |3,57376 |-13,375|2,88E-10 |5,25E-06 12,353898 | 1552680_a_at | cancer susceptibility candidate 5

205389_s_at |-2,2395626 |3,43312 |-11,699 |2,14E-09 |2,92E-05 10,859453 | 15653107_s_at | chromosome 5 open reading frame 24

224458_at -3,248215 |3,9994 -10,464 | 1,09E-08 |0,000119481 |9,5717592 | 1554690_a_at | transforming, acidic coiled-coil containing protein 1

205391_x_at |-3,1841913 |4,08929 |-10,072 |1,89E-08 |0,000147574|9,1260173 | 1555058_a_at | lysophosphatidylglycerol acyltransferase 1

214295_at -3,7671942 | 3,65993 |-9,9275 | 2,32E-08 |0,000149778 |8,9564245 | 1555705_a_at | CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 3

208353_x_at |-3,765414 |4,04114 |-9,8859 |2,47E-08 |0,000149778|8,9071282 | 1555814_a_at | ras homolog gene family, member A

239913_at -2,0607649 | 3,18859 |-8,8604 |1,14E-07 |0,000446018|7,6192176|1556202_at |SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 2

221765_at -3,1766076 | 4,3785 -8,6418 | 1,61E-07 |0,000564616 |7,3257296 | 1556203_a_at | SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 2

206145_at -4,8097139 | 3,96582 |-8,3677 |2,49E-07 |0,000716899 |6,9476176 | 1558080_s_at | DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member
3/l/hypothetical protein LOC144871

223754_at -2,7163812 (4,15441 |-8,1908 | 3,32E-07 |0,000864552|6,6976303 | 1559391_s_at | Partial mMRNA; ID EE2-8E

226003_at -2,9957301 | 3,4242 -8,0981 | 3,87E-07 |0,000948814 |6,5647639 | 1559496_at Pyrophosphatase (inorganic) 2

208352_x_at |-3,252889 |4,02079 |-8,0461 |4,21E-07 |0,000948814 |6,4897397 | 1563321_s_at | myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax
homolog, Drosophila); translocated to, 10

219672_at -4,6312062 |4,61629 |-8,0356 |4,29E-07 |0,000948814 |6,4744362 | 1565269_s_at | activating transcription factor 1

202728_s_at |-2,8102949 |4,17044 |-7,9623 |4,84E-07 |0,000974518|6,3676818 | 1568680_s_at | YTH domain containing 2

205390_s_at |-3,8064438 |4,03191 |-7,8133 |6,21E-07 |0,001132156|6,1482758 | 1569385_s_at | KIAA1546

212151 _at -3,4420837 |4,15874 |-7,606 |8,83E-07 |0,00139111 |5,8371416|201110_s_at |thrombospondin 1

1556202_at -2,2905245 | 3,84911 |-7,6012 |8,91E-07 |0,00139111 |5,8297706|201131_s_at |cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)

240159_at -2,6410276 | 4,5352 -7,494 |1,07E-06 |0,001537438|5,666239 |201148_s_at | TIMP metallopeptidase inhibitor 3 (Sorsby fundus
dystrophy, pseudoinflammatory)

224963_at -2,7183793 | 6,72955 |-7,459 |1,14E-06 |0,001537438|5,6123363|201149_s_at | TIMP metallopeptidase inhibitor 3 (Sorsby fundus
dystrophy, pseudoinflammatory)

227062_at -3,7246636 |6,15961 |-7,4318 | 1,19E-06 |0,001537438|5,5703848 |201702_s_at | protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 10

222600_s_at |-2,0071357 |6,56593 |-7,3975 |1,27E-06 |0,001537438|5,5172891 |201728_s_at | KIAA0100

209289_at -2,3515561 | 3,36036 |-7,3051 |1,49E-06 |0,001693331|5,373426 |201927_s_at | plakophilin 4

230392_at -2,2238024 | 4,01096 |-7,1826 |1,84E-06 |0,001955856|5,1805479 |201996_s_at |spen homolog, transcriptional regulator (Drosophila)

230690_at -2,2496784 | 3,65696 |-7,1777 | 1,86E-06 |0,001955856|5,1726954 |202062_s_at |sel-1 suppressor of lin-12-like (C. elegans)

1558080_s_at |-3,3126406 | 4,66858 |-7,0823 | 2,20E-06 |0,00223096 |5,0206344 |202065_s_at | protein tyrosine phosphatase, receptor type, f polypeptide
(PTPRF), interacting protein (liprin), alpha 1

202619_s_at |-3,2327558 |3,78178 |-6,8847 |3,14E-06 |0,003039092|4,7012637 |202082_s_at | SEC14-like 1 (S. cerevisiae)
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232216_at -2,9911642 | 4,7854 -6,8566 | 3,30E-06 |0,003062457 |4,6552324 |202323_s_at |acyl-Coenzyme A binding domain containing 3

233819_s_at |-2,3057277 |4,23364 |-6,8338 |3,44E-06 |0,003090544 |4,6178674 | 202458_at protease, serine, 23

1556203_a_at |-2,8778444 | 4,16264 |-6,8332 | 3,45E-06 |0,003090544 |4,6168372|202619_s_at | procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2

243648_at -2,9790966 | 5,22035 |-6,8065 | 3,62E-06 |0,003191595|4,57302 202620_s_at | procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2

206306_at -2,168672 |3,17765 |-6,775 |3,83E-06 |0,003326547 |4,5210443|202728_s_at | latent transforming growth factor beta binding protein 1

205919_at -2,5212082 | 3,72347 |-6,6432 |4,88E-06 |0,003912637|4,3022208 |203141_s_at |adaptor-related protein complex 3, beta 1 subunit

206390_x_at |-5,5764651 |5,21031 |-6,622 |5,07E-06 |0,003912637|4,2666126 |203147_s_at | tripartite motif-containing 14

209290_s_at |-2,2571468 | 3,33448 |-6,5951 |5,33E-06 |0,003946087 |4,221567 |203496_s_at | mediator complex subunit 1

221745_at -2,852296 |6,9782 -6,5786 | 5,50E-06 |0,003961426|4,1938167 |204315_s_at | G-2 and S-phase expressed 1

207496_at -2,6159828 | 3,4947 -6,5777 | 5,51E-06 |0,003961426|4,1922371 |204324_s_at |golgi integral membrane protein 4

230942_at -3,2892794 (4,59741 |-6,5496 | 5,80E-06 |0,004118553 |4,1449495|204416_x_at | apolipoprotein C-I

213067_at -3,7825676 | 4,11208 |-6,5274 | 6,04E-06 |0,004236302|4,1075393|204624_at ATPase, Cu++ transporting, beta polypeptide

220295_x_at |-4,4477526 |5,27091 |-6,509 |6,25E-06 |0,004328694 |4,0762862 |204860_s_at | NLR family, apoptosis inhibitory protein///neuronal
apoptosis inhibitory protein (centromeric)

207087_x_at |-2,896824 |4,11518 |-6,4412 |7,10E-06 |0,004789619|3,9612503 | 204960_at coronin, actin binding protein, 1B///protein tyrosine
phosphatase, receptor type, C-associated protein

225115_at -2,8906608 | 5,27601 |-6,4187 | 7,40E-06 |0,004924803|3,9227447 |204976_s_at | Alport syndrome, mental retardation, midface hypoplasia
and elliptocytosis chromosomal region, gene 1

216101_at -2,612807 |4,04594 |-6,4133|7,48E-06 |0,004924803|3,9135924 |205097_at solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2

213446_s_at |-2,6126756 |4,90663 |-6,3749 |8,03E-06 |0,005138375|3,8478058 | 205262_at potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-
related), member 2

243683_at -2,6045569 (4,03124 |-6,3656 |8,18E-06 |0,005138375|3,8318362|205268_s_at |adducin 2 (beta)

242197_x_at |-2,9803631 |3,69549 |-6,3532 |8,37E-06 |0,005199304 |3,81062 205389_s_at |ankyrin 1, erythrocytic

201728_s_at |-2,0955288 |4,52553 |-6,3153 |8,99E-06 |0,005387671|3,7453569 |205390_s_at |ankyrin 1, erythrocytic

1555705_a_at|2,14203949 | 7,45137 |6,31073|9,07E-06 |0,005387671 |3,7374351|205391_x_at |ankyrin 1, erythrocytic

201149_s_at |-2,4523551 |3,84106 |-6,3022 [9,21E-06 |0,005416213|3,7227114 |205767_at epiregulin

205950_s_at |-4,1696441 |4,21383 |-6,2764 |9,67E-06 |0,00547128 |3,6780931 |205919_at hemoglobin, epsilon 1

202458_at -2,3763967 | 3,63167 |-6,2752 |9,69E-06 |0,00547128 |3,6761174|205950_s_at | carbonic anhydrase |

216022_at -2,2964766 | 3,99319 |-6,2652 |9,88E-06 |0,00547128 |3,6587043|206145_at Rh-associated glycoprotein

211192_s_at |-2,6900977 |4,32503 |-6,2618 |9,94E-06 |0,00547128 |3,6528727|206167_s_at | Rho GTPase activating protein 6

234985_at -3,0067583 (4,18235 |-6,2585 | 1,00E-05 |0,00547128 |3,6470283|206207_at Charcot-Leyden crystal protein

205268_s_at |-2,6745683 | 3,69056 |-6,2495 |1,02E-05 |0,005510026 |3,6314533 | 206306_at ryanodine receptor 3

208499_s_at |-2,3061021 |5,29106 |-6,2395 |1,04E-05 |0,00555984 |3,6141855 |206390_x_at | platelet factor 4 (chemokine (C-X-C motif) ligand 4)
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205767_at -2,9632849 | 3,83356 |-6,2256 |1,06E-05 |0,005598583 |3,5900331 |206871_at elastase 2, neutrophil
217234_s_at |-3,3020842 |5,56042 |-6,1491 |1,23E-05 |0,006294317|3,4565467 | 207087_x_at |ankyrin 1, erythrocytic
1555058_a_at |-2,2065884 | 5,05865 |-6,118 |1,31E-05 |0,006497528|3,4019976 |207496_at membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2
1552680_a_at|-2,9825216 | 4,22283 |-6,0246 | 1,56E-05 |0,007435473|3,2372272|207966_s_at | golgi apparatus protein 1
219558_at -2,9978819 (4,71216 |-5,9984 | 1,64E-05 |0,007696381 |3,1908886 | 208352_x_at |ankyrin 1, erythrocytic
205097_at -2,6645935 |7,33805 |-5,9776 |1,71E-05 |0,007800685 |3,1539416 | 208353_x_at |ankyrin 1, erythrocytic
213956_at -2,5041266 |4,67564 |-5,9459 | 1,82E-05 |0,00802621 |3,0975024 |208499_s_at |DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3
214807_at -2,2289142 (4,12921 |-5,9149 |1,93E-05 |0,008115317|3,0421057|208621_s_at | villin 2 (ezrin)
224730_at -2,8881107 |6,99729 |-5,8696 |2,11E-05 |0,008500455 |2,9609946 | 208710_s_at |adaptor-related protein complex 3, delta 1 subunit
204960_at 2,17451805|8,36242 |5,86872|2,11E-05 |0,008500455 |2,9594457 |208721_s_at |anaphase promoting complex subunit 5
210446_at -3,2863002 | 4,7404 |-5,7982 |2,43E-05 |0,009381474 |2,8324309 |209172_s_at | centromere protein F, 350/400ka (mitosin)
202323_s_at |-2,2221864 |6,13003 |-5,7748 | 2,54E-05 |0,009577066 |2,7902177 | 209204 _at LIM domain only 4
222816_s_at |-2,6667223 |6,34974 |-5,7275 |2,79E-05 |0,010158339|2,7044327 |209225_x_at |transportin 1
212148_at -2,240878 |3,31266 |-5,684 |3,04E-05 |0,010639589 |2,6253527 |209289_at nuclear factor I/B
239002_at -3,6274079 | 4,80647 |-5,6736 | 3,10E-05 |0,010721907 |2,6064353|209290_s_at | nuclear factor I/B
227223_at -3,3087392 | 5,8015 -5,6685 | 3,13E-05 |0,010761743|2,5971566 | 210036_s_at | potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-

related), member 2

1554690_a_at | -2,4030807 | 6,88873 |-5,6317 |3,37E-05 [0,011220302 |2,5298815|210172_at splicing factor 1
203141_s_at |-2,2704756 |5,05561 |-5,597 |3,60E-05 |0,01174732 |2,4663232 |210446_at GATA binding protein 1 (globin transcription factor 1)
236966_at -2,8234256 |6,07995 |-5,5485 | 3,97E-05 |0,012366653|2,3770216 |210504_at Kruppel-like factor 1 (erythroid)
202620_s_at |-3,7488602 | 3,99611 |-5,5119 (4,27E-05 |0,01299246 |2,3095628|210943_s_at |lysosomal trafficking regulator
210036_s_at |-4,1631453 |5,32029 |-5,4982 (4,39E-05 |0,013145017|2,2842937|211192_s_at | CD84 molecule
232064_at -2,0079184 (4,28168 |-5,4886 |4,47E-05 |0,013145017|2,266461 |211993_at WNK lysine deficient protein kinase 1
208621_s_at |-2,619797 |5,40115 |-5,4498 (4,83E-05 |0,013841112|2,1946334 |212002_at chromosome 1 open reading frame 144
235003_at -2,3713194 | 5,20265 |-5,4336 |4,99E-05 |0,014051857|2,1644017 |212148_at pre-B-cell leukemia homeobox 1
1559496_at -2,2132107 |5,55985 |-5,4316 |5,01E-05 |0,014051857|2,1606767 |212151_at pre-B-cell leukemia homeobox 1
236198_at 2,86217383|5,69008 |5,41066|5,23E-05 |0,014358129|2,1217941 |212188_at potassium channel tetramerisation domain containing 12
232238_at -2,8651199 | 4,08467 |-5,3806 | 5,55E-05 |0,015022633|2,0658621 (212224 _at aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1
229115_at -2,1707505 | 5,00688 |-5,3562 | 5,83E-05 |0,015581916|2,0201449 |212451_at KIAA0256 gene product
1563321_s_at|-2,5331517 |5,8121 -5,3232 | 6,23E-05 |0,01603668 |1,9584327 |212487_at G patch domain containing 8
212224 at -4,3732681 (4,22916 |-5,3227 |6,24E-05 |0,01603668 |1,9574902 |212650_at EH domain binding protein 1
238444 _at -2,220708 |5,44643 |-5,3151 |6,33E-05 |0,016045982|1,943199 |212926_at structural maintenance of chromosomes 5
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204416_x_at |-3,950746 |5,06922 |-5,3146 |6,34E-05 |0,016045982|1,9423057 |213067_at myosin, heavy chain 10, non-muscle

239606_at -2,0872126 | 4,03468 |-5,2997 |6,53E-05 |0,016307461|1,9144424 |213229_at Dicer1, Dcr-1 homolog (Drosophila)

208721_s_at |-2,6795518 |5,32947 |-5,2865 |6,71E-05 |0,016514333|1,8895374 |213328_at NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 1

212487_at -2,6029648 | 6,60969 |-5,2835|6,75E-05 |0,016514333|1,8838741 |213446_s_at ||Q motif containing GTPase activating protein 1

201148_s_at |-2,3559109 |5,17329 |-5,2781 |6,82E-05 |0,016514333|1,8738167 |213517_at poly(rC) binding protein 2

235476_at -2,5791516 (4,5713 |-5,2779 |6,83E-05 |0,016514333|1,8734446 |213956_at centrosomal protein 350kDa

221024_s_at |-2,8904916 |3,71215 |-5,26 7,08E-05 |0,016948436|1,8396709 |213998_s_at | DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17

244801 _at -2,0921886 | 4,99203 |-5,2586 | 7,10E-05 |0,016948436|1,837029 |214295_at KIAA0485 protein

204976_s_at |-3,134263 |6,85777 |-5,2467 |7,27E-05 |0,017283726|1,8147411 | 214464 _at CDCA42 binding protein kinase alpha (DMPK-like)

210504 _at -4,1158604 |5,38519 |-5,2214 |7,65E-05 |0,017730807|1,7670281 |214769_at chloride channel 4

1553107_s_at |-2,8116685 | 5,51083 |-5,2024 | 7,95E-05 |0,018295845|1,7310242 |214807_at MRNA; cDNA DKFZp56400862 (from clone
DKFZp56400862)

216450_x_at |-2,4664129 |5,43161 |-5,1903 |8,15E-05 |0,018295845|1,7082324 | 216022_at Transcribed locus

210943_s_at |-3,6545574 |5,93161 |-5,1896 |8,16E-05 |0,018295845|1,7068025 |216101_at Full length insert cDNA clone YR67C11

217867_x_at |-3,2770601 |4,36795 |-5,1796 |8,33E-05 |0,018593575|1,6878915|216450_x_at | heat shock protein 90kDa beta (Grp94), member 1

242824 _at -2,8520055 (4,23167 |-5,1737 |8,43E-05 |0,018666233|1,676685 |217234_s_at |villin 2 (ezrin)

226751_at -4,4625319 | 5,07912 |-5,1598 |8,67E-05 |0,018892585|1,6504892|217813_s_at |spindlin 1

224943_at -2,2134113 |5,68154 |-5,1347 |9,13E-05 |0,01957249 |1,602829 |217867_x_at |beta-site APP-cleaving enzyme 2

205262_at -3,0783026 | 4,59646 |-5,1319 |9,18E-05 |0,01957249 |1,5974974|217878_s_at | cell division cycle 27 homolog (S. cerevisiae)

204860_s_at |-2,9908734 |6,29479 |-5,1313 |9,19E-05 |0,01957249 |1,5962864 | 219558_at ATPase type 13A3

204315_s_at |-3,6936962 |5,40384 |-5,1254 |9,30E-05 |0,01957249 |1,5851485|219672_at erythroid associated factor

238350_at -2,1401494 (4,00221 |-5,1239 |9,33E-05 |0,01957249 |1,5822754|219737_s_at | protocadherin 9

201927_s_at |-4,0261114 |6,19434 |-5,1233 |9,34E-05 |0,01957249 |1,5811348|219785_s_at |F-box protein 31

229982_at -2,540688 |5,06808 |-5,1188 |9,43E-05 |0,019676174|1,5726456 |220295_x_at | DEP domain containing 1///similar to DEP domain
containing 1

241569_at -2,1907352 | 3,56928 |-5,1086 |9,63E-05 |0,019895896|1,5532147|221024_s_at |solute ca?rier family 2 (facilitated glucose transporter),
member 10

233559_s_at |-2,5025654 |5,03345 |-5,1054 |9,69E-05 |0,019895896|1,5471293 |221745_at WD repeat domain 68

223405_at -2,7037915 | 4,73913 |-5,105 |9,70E-05 |0,019895896 |1,5462769 |221765_at UDP-glucose ceramide glucosyltransferase

235954 _at -2,0049441 |5,21131 |-5,0983 |9,83E-05 |0,019984403|1,5335755|221830_at RAP2A, member of RAS oncogene family

213998_s_at |-3,2421324 |6,6808 |-5,0885 (0,0001003|0,020242901|1,514921 |222366_at Transcribed locus

229061_s_at |-2,797501 |5,01409 |-5,0824 |0,0001016|0,020242901|1,5033418|222387_s_at | vacuolar protein sorting 35 homolog (S. cerevisiae)

222412 _s_at |-2,0557871|7,27627 |-5,0602 | 0,0001063|0,020605496 | 1,4610249 | 222406_s_at | proline-rich nuclear receptor coactivator 2
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1552274_at -3,1385984 | 6,53982 |-5,0459 | 0,0001094|0,021142143|1,4337415|222412_s_at | signal sequence receptor, gamma (translocon-associated
rotein gamma

212002_at -2,5925781 | 6,06421 |-5,0024 |0,0001196|0,022377188|1,3505153 | 222600_s_at Ebiquitir?—activaZing enzyme E1-like 2

208710_s_at |-2,0152202 |9,11834 |-4,9963 |0,0001211|0,022377188|1,3388632 |222816_s_at | zinc finger, CCHC domain containing 2

240652_at -3,5419957 | 5,53671 |-4,9725 | 0,0001272|0,023163901 | 1,2931659 | 222858_s_at | dual adaptor of phosphotyrosine and 3-phosphoinositides

227976_at -2,2803937 | 4,42426 |-4,9714 |0,0001275|0,023163901 | 1,2909774 | 223254_s_at | KIAA1333

221830_at -2,7456945 | 6,47431 |-4,9687 | 0,0001282|0,023211805|1,2859527 | 223405_at N-acetylneuraminate pyruvate lyase (dihydrodipicolinate
synthase

222387_s_at |-2,4309106 |6,30411 |-4,9594 (0,0001307|0,023363141|1,267954 |223754_at h};potheti)cal protein MGC13057

202065_s_at |-2,0076259 | 5,04441 |-4,9475 |0,0001339|0,023456542 | 1,2451189 | 224458_at chromosome 9 open reading frame 125

212926_at -2,6246875 | 5,13421 |-4,935 |0,0001374|0,023850531|1,2210784 | 224563 _at WAS protein family, member 2

237119 _at -2,4367975 | 4,0896 -4,9335 (0,0001378|0,023850531 | 1,2182994 | 224631_at zinc finger protein 91 homolog (mouse)

204624_at -2,8903155 | 5,17337 |-4,9238 | 0,0001406|0,024179597 | 1,1996116 | 224730_at WD repeat domain 68

227741_at -2,5173501 |5,36676 |-4,9161 |0,0001429|0,024382293|1,1846607 | 224943 _at BTB (POZ) domain containing 7

213328_at -2,8285779 | 5,88981 |-4,9152 |0,0001431|0,024382293|1,1830461 | 224963_at solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2

1568680_s_at |-2,921326 |6,4795 -4,9111 | 0,0001444|0,024513412|1,175132 |224970_at nuclear factor I/A

227454 _at -2,9994676 | 5,59058 |-4,8942 | 0,0001495|0,024993869 | 1,1426097 | 224975_at nuclear factor I/A

206167_s_at |-2,8899081 |3,85364 |-4,8869 [0,0001518|0,025067252|1,1285136 |225115_at Homeodomain interacting protein kinase 2

239219_at -2,8774381 (4,38029 |-4,8831 |0,000153 |0,025191927|1,1210608 |225265_at RNA binding motif, single stranded interacting protein 1

209172_s_at |-2,3225233 |4,10601 |-4,8758 |0,0001553|0,02519523 |1,1069736 |225377_at chromosome 9 open reading frame 86

223254_s_at |-2,064726 |4,86315 |-4,8714 (0,0001567|0,025273296|1,0985551 |225931_s_at | ring finger protein 213

224975_at -2,9724459 | 3,88647 |-4,8535 |0,0001626|0,02569027 |1,0639466 | 225937_at CDNA clone IMAGE:4816860

228252_at -2,4735832 (4,17173 |-4,8492 | 0,000164 |0,02569027 |1,0557595 |226003_at kinesin family member 21A

212650_at -2,5131074 | 4,79424 |-4,843 |0,0001662|0,025728904 | 1,043683 |226279_at protease, serine, 23

1555814_a_at|2,18099555| 10,0056 |4,83909|0,0001675|0,025728904 | 1,0361395 | 226421_at Alport syndrome, mental retardation, midface hypoplasia
and elliptocytosis chromosomal region, gene 1

201702_s_at |-2,1020781 |4,66082 |-4,8369 [0,0001683|0,025775533|1,031826 |226751_at chromosome 2 open reading frame 32

222406_s_at |-2,1389661 |7,56734 |-4,832 |0,00017 0,025890747 |1,0224369 | 226806_s_at | NA

204324_s_at |-3,34593 5,26385 |-4,8084 | 0,0001785|0,026741619|0,9767227 | 227006_at protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 14A

217813_s_at |-2,1865426 |4,99088 |-4,8017 |0,000181 |0,027030226|0,9637515 | 227062_at trophoblast-derived noncoding RNA

202082_s_at |-2,1630945 |6,67629 |-4,7964 |0,000183 |0,027194231|0,953382 |227223_at RNA binding motif protein 39

209225_x_at |-2,0472067 |8,23398 |-4,7851 [0,0001873|0,027593608|0,9316262 | 227454_at TAO kinase 1

202062_s_at |-2,3302887 |5,2425 -4,7803 | 0,0001892|0,027665964 | 0,9221846 | 227654 _at chromosome 20 open reading frame 175
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224631_at -2,8547051 | 6,80444 |-4,7633 | 0,000196 |0,028298162 | 0,8893005 |227740_at U2AF homology motif (UHM) kinase 1

207966_s_at |-2,3648633 |7,24413 |-4,7552 | 0,0001994 | 0,028384773|0,8735304 | 227741_at protein tyrosine phosphatase-like (proline instead of
catalytic arginine), member b

227006_at -2,0316592 | 3,88778 |-4,7203 | 0,0002144 | 0,030208483 | 0,8055345 | 227976_at hypothetical protein LOC644538

230629_s_at |-3,4859371 |6,59472 |-4,7162 |0,0002162|0,030306605|0,7975333 | 228252_at PIF1 5'-to-3' DNA helicase homolog (S. cerevisiae)

213517_at -2,2994549 | 6,08498 |-4,7085 | 0,0002197|0,030497787|0,782598 |228802_at RNA binding protein with multiple splicing 2

219737_s_at |-2,9942182 | 3,93569 |-4,7053 |0,0002212|0,030538771|0,7763452 |229061_s_at | solute carrier family 25, member 13 (citrin)

241843_at -2,2168552 | 4,01647 |-4,693 |0,0002269|0,031172351|0,7524248 |229115_at dynein, cytoplasmic 1, heavy chain 1

224970_at -3,8689102 (4,33203 |-4,6907 | 0,000228 |0,031199279|0,7479203 |229467_at Poly(rC) binding protein 2

238761_at -2,2282117 | 7,06906 |-4,6881 |0,0002292|0,031199279|0,7429177 |229982_at glutamine and serine rich 1

201996_s_at |-2,3465842 |8,18948 |-4,6878 |0,0002294|0,031199279|0,7422624 | 230392_at CDNA FLJ31096 fis, clone IMR321000207

212451_at -2,2075027 | 4,66691 |-4,6807 | 0,0002328|0,031582964 | 0,7285038 | 230629_s_at | E1A binding protein p400

225937_at -2,7620858 | 5,60862 |-4,6778 | 0,0002342|0,031617749|0,7228427 | 230690_at tubulin, beta 1

201110_s_at |-5,2581634 |4,97396 |-4,6729 |0,0002366|0,031712307|0,7131447|230942_at CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 5

226421_at -2,2289494 (6,22764 |-4,6567 | 0,0002448|0,032250548 | 0,6814828 | 232064_at CDNA FLJ35001 fis, clone OCBBF2011887

243296_at -2,2189453 | 5,38354 |-4,6459 | 0,0002504 |0,032825803 | 0,660442 |232216_at YME1-like 1 (S. cerevisiae)

213229_at -2,268952 |8,50235 |-4,6333 | 0,000257 |0,033401664 | 0,6358943 |232238_at asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated
Drosophila

214769_at -2,8518963 | 3,9357 -4,6264 | 0,0002608|0,033464189 | 0,6223586 | 232405_at (CDNA:pFLJ%2832 fis, clone KAIA4195

210172_at -3,2309763 | 5,54994 |-4,6255 | 0,0002612|0,033464189 | 0,6206764 | 233559_s_at | WD repeat and FYVE domain containing 1

219785_s_at |-2,1830013 |5,52124 |-4,6231 |0,0002626|0,033464189|0,6159037 |233819_s_at | zinc finger protein 294

236375_at -2,0659562 |4,2771 -4,6224 | 0,000263 |0,033464189|0,6145219|234985_at low density lipoprotein receptor class A domain containing 3

1569385_s_at | -2,3398958 | 4,66865 |-4,6191 | 0,0002648 |0,033551854 | 0,6081091 | 235003_at U2AF homology motif (UHM) kinase 1

206207_at -7,8335036 (6,51262 |-4,6174 | 0,0002657 | 0,033551854 | 0,6047236 | 235425_at shugoshin-like 2 (S. pombe)

222858_s_at |-2,2960903 |6,78716 |-4,6164 |0,0002663|0,033551854 | 0,6028318 | 235476_at tripartite motif-containing 59

217878_s_at |-2,7906631 |7,32463 |-4,6096 | 0,0002701|0,033711021|0,5894691 | 235954 _at Transcribed locus, strongly similar to XP_529692.1
hypothetical protein XP_529692 [Pan troglodytes]

225265_at -2,1621333 (6,50248 |-4,6086 | 0,0002707|0,033711021 | 0,5874686 | 236198 _at Transcribed locus

232405_at -2,34253 4,11667 |-4,6086 |0,0002707|0,033711021|0,5874298 | 236375_at Transcribed locus

239167_at -2,618658 |5,83511 |-4,5973 |0,0002771|0,03416697 |0,5653594 | 236390_at chromosome 20 open reading frame 94

226806_s_at |-2,9798056 |3,78381 |-4,5783 |0,0002883|0,034956428|0,5282365 |236923_x_at | NA

237741_at -2,2016362 | 4,34392 |-4,5574 | 0,0003013|0,035610776 | 0,4871559 | 236966_at armadillo repeat containing 8

225377_at -2,628121 |7,16998 |-4,5483 | 0,0003071|0,035952894 | 0,4692941 | 237119_at Transcribed locus
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logFC AveExpr t P.Value adj.P.val B Prob ID Gene Title
225931_s_at |2,11302805|6,19895 |4,53191|0,0003178|0,036817369|0,4370817 |237741_at Solute carrier family 25, member 36
222366_at -2,086716 |4,7785 -4,5287 |0,00032 0,036848012 | 0,4308598 | 238350_at hypothetical protein FLJ25778
239742_at -2,3128087 | 5,30278 |-4,528 |0,0003205|0,036848012 |0,4293489 | 238444 _at zinc finger protein 618
240247_at -2,6797152 | 5,5992 -4,5171 | 0,0003279|0,037426226 | 0,4079439 | 238651_at Transcribed locus
209204_at -3,1774274 | 6,00062 |-4,5143 |0,0003298|0,037488177|0,4024945 | 238761_at ELK4, ETS-domain protein (SRF accessory protein 1)
1559391_s_at|-2,9100786 | 7,07497 |-4,5095 |0,0003332|0,037591357|0,3929721 | 239002_at asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated
Drosophila
236923_x_at |-2,0563995 |5,74704 |-4,5024 | 0,0003381|0,03795898 |0,3791278|239167_at (Transc‘r)ibed)locus
227740_at -2,4684623 | 6,20787 |-4,5005 | 0,0003395|0,03795898 |0,3753759 |239219_at aurora kinase B
224563_at -2,2359341 | 7,03969 |-4,4872 |0,0003491|0,038638549 |0,3492271 |239451_at CDNA FLJ26407 fis, clone HRT09288
203147_s_at |-2,5190936 | 6,93474 |-4,4823 |0,0003527|0,038805939|0,3395105 | 239606_at CDNA FLJ25345 fis, clone TST01118
236390_at -2,5406995 | 4,82661 |-4,4738 | 0,0003591|0,039069736|0,3227667 | 239742_at Tubby like protein 4
228802_at -3,0206489 | 4,25601 |-4,4703 | 0,0003618|0,039091795|0,3158342 | 239913_at solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter
family), member 4
229467_at -2,3935744 | 5,16369 |-4,4666 | 0,0003646|0,039199603 | 0,3086691 | 240159_at solut)é)carrierfamily15(H+/peptidetranspor1er), member 2
235425_at -3,2736654 (6,98158 |-4,4662 | 0,0003649 |0,039199603 | 0,3077202 | 240247 _at NA
203496_s_at |[-2,3002003 |5,92385 |-4,46 0,0003697|0,039477114|0,2956118 | 240652_at NA
214464_at -4,9011294 | 5,48995 |-4,4517 | 0,0003762|0,03977102 |0,2792417 | 241569_at Transcribed locus
211993_at -3,2362417 | 5,46678 |-4,4492 | 0,0003782|0,03977102 |0,2743896 |241843_at small nucleolar RNA, H/ACA box 28
238651_at -2,0423525 |6,31627 |-4,4491 | 0,0003783|0,03977102 |0,274148 |242197_x_at | CD36 molecule (thrombospondin receptor)
239451 _at -3,0590215 | 5,96376 |-4,4451 | 0,0003815|0,039866544 | 0,266122 |242824 at Transcribed locus
227654_at -4,0828529 | 5,0683 -4,4397 | 0,0003858|0,03999849 |0,2555639 |243296_at Pre-B-cell colony enhancing factor 1
1565269_s_at | 2,12689675 | 5,98818 |4,43435|0,0003902|0,040254038 | 0,2450062 | 243648_at NA
206871_at -7,9157167 |6,95765 |-4,4251 | 0,0003979|0,040891607 | 0,226763 |243683_at Mortality factor 4 like 2
212188_at -3,5097209 |5,81267 |-4,4178 | 0,000404 |0,041213651|0,2124017 |244801_at Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 7
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