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Ozet

Akut miyeloid 16semi (AML), farkli genetik anomaliler gosteren bir grup klonal
hematopoetik kok hiicre bozuklugudur. Losemik kok hiicrelerin kendini yenileme ve
farklilagsmalar1 arasindaki hassas dengeyi, ¢esitli genler ve bu genlerin diizenledigi sinyal
yolaklar1 kontrol etmektedir. Wnt/B-katenin sinyal yolagi, PB-kateninin regiilasyonu
araciligryla hematopoetik kok hiicrelerin kendilerini yenilemelerini kontrol etmektedir.
Akirin2 proteini ise, immiinite, NFxB ve Wnt/B-katenin sinyal yolaklarinda ¢ok onemli
rolleri oldugu diisiiniilen yiiksek derecede korunmusluk gosteren bir proteindir. Bu
calismada B-katenin gen ekspresyonu yiiksek olan AML hastalarinin CD34+ hematopoetik
kok hiicrelerinde Akirin2 geninin ifadesi arastirtlmigtir. Sonug¢ olarak Akirin2 gen
ifadesinin AML hastalarmin CD34+ hematopoetik kok hiicrelerinde saglikli bireylere gore
anlamli derecede artmis oldugu tespit edilmis ve Akirin2 geninin AML patogenezinde
onemli rollerinin olabilecegine dair ilk veriler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: AML, Akirin2, f-katenin

Abstract

Acute myeloid leukemia is a type of clonal hematopoietic stem cell disorder
displaying different genetic abnormalities. The critical balance between the self-renewal
and differentiation of leukemia stem cells are regulated by various genes and signaling
pathways that are regulated by these genes. Wnt/ B-catenin signaling pathway controls the
self-renewal of hematopoietic stem cells by the regulation of B-catenin. Akirin-2 is an
evolutionarily conserved nuclear protein which is thought to play important roles in
immunity, NFkB and Wnt/B-catenin signaling pathways. In this study, expression of
Akirin-2 gene was investigated in the CD34+ hematopoietic stem cells of patients with high
B-catenin gene expression. Our results showed that the expression level of Akirin-2 gene
was significantly higher in CD34+ hematopoietic stem cells of patients compared to
healthy subjects and Akirin-2 gene could have an important role in AML pathogenesis.
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Giris

Karsinogenez, ¢ok faktorlii ve cok basamakli bir olgudur. Karsinogeneze yol agtiklar1 belirlenen
protoonkogenler ve tiimor baskilayict genlerdeki mutasyonlar, gen amplifikasyonlar1 ve delesyonlari
ve fiizyon proteinleri ile sonuglanan translokasyonlar, kanser genomu flizerine yapilan ¢aligmalar
sayesinde tanimlanmaya devam etmektedir (Holliday vd 2006). Birden fazla gendeki mutasyonlar

nedeniyle olustugu bilinen bu nedenle genetik bir hastalik olan kanserin yaklasik %85-90°1 sporadik
olarak ortaya ¢ikarken, %10-15’1ik bir kismi kalitimsal karakterdedir.

Her yil teshis edilen kanser wvakalarinin yaklasik %7’sini hematolojik malignansiler
olusturmaktadir. Bu malignansiler arasinda yer alan akut miyeloid 16semi (AML), eriskinlerde goriilen
en yaygin 16semidir. AML, erken hematopoetik kdk hiicrelerde bir dizi genetik degisiklik sonucunda
normal hematopoetik biiyiime ve farklilagmanin bozulmasi sonucunda, kemik iligi ve periferik kanda
¢ok sayida anormal olgunlasmamis miyeloid hiicrenin (miyeloblast) birikimi ile karakterize olan bir
hastaliktir (Stone vd 2004). 2010 yilinda AML teshisi koyulan 12330 yeni vaka oldugu ve AML’ ye
bagli 8950 oliim gergeklestigi belirlenmistir (Jemal vd 2010). Léseminin, normal hematopoetik kok
hiicrelerden farkli olarak, anormal ve zayif olarak diizenleme goOsteren bir organogenez siirecine
ugrayan birkag 16semik kok hiicre tarafindan baslatildigi ortaya konulmaktadir (Passegue vd 2003). Bu
baglamda, l6seminin tedavisine yonelik yaklagimlarin gelistirilebilmesi i¢in dncelikle, olgunlagsmamig
kan hiicre tiplerinden olgunlasmis ve oOzellesmis kan hiicrelerinin olusumu olarak tanimlanan
hematopoezis siirecinin iyi anlasilmasi gerekmektedir. Bu siliregte 0Ozellikle 16semik kok hiicre
olusumuna yol agan sinyal yolaklarinin aydinlatilarak, bu hiicre popiilasyonunun kaderinin
yonlendirilmesi 6nem kazanmaktadir.

Losemik kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilagmalari arasindaki hassas dengeyi, cesitli
genler ve bu genlerin diizenledigi sinyal yolaklar1 kontrol etmektedir. Wnt/B-katenin, NFxB, Notch,
Hh (Hedgehog), TGF-B (transforming growth factor-f), PTEN (Phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosome ten) ve Bmi bu dengeden sorumlu baslica sinyal yolaklaridir ve anormal
aktivasyonlari 16semi gelisimiyle iligskilendirilmektedir (Woodward vd 2005).

Bu sinyal yolaklar1 arasinda yer alan Wnt/B-katenin sinyal yolagi, embriyonik gelisimde ve
eriskinlerde organ ve dokularin devamliligin saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Wodarz vd
1998). Gegtigimiz 20 yil boyunca yapilan pek ¢ok calisma, Wnt kanonikal sinyal yolaginin, cesitli
kanserlerin de aralarinda bulundugu genis bir hastalik grubunun patogenezinde gorev yaptigini ortaya
koymustur. Son zamanlardaki ¢alismalar Wnt yolaginin ayni zamanda, B-kateninin regiilasyonu
araciligryla hematopoetik kok hiicrelerin kendilerini yenilemelerini de kontrol ettigini gostermektedir
(Reya vd 2003, Murdoch vd 2003). AML, normal erken hematopoetik hiicrelere benzeyen
farklilasmamis Oncli hiicre kiimelerinin varlig1 ile karakterize olmasindan dolayir bu hastaligin
l6semiyogenezinde Wnt/B-katenin sinyal yolag: kritik bir rol oynamaktadir.

Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasi incelendiginde, istirahat halindeki normal hiicrede, Wnt
aktivasyonu yoklugunda, B-kateninin hiicre membraninda yerlesik oldugu ve hiicre yiizeyinde E-
kaderin ve a-katenin ile kompleks olusturarak hiicre iskeleti ile baglanti yaptigi, (Perez-Moreno vd
2003) Wnt sinyal aktivasyonunun ardindan B-kateninin cekirdege tasindigi ve bir transkripsiyon
faktorii gibi ¢ekirdekte TCF/LEF (T Cell Factor/Lenfosit enhancer binding factor)’e baglanarak ¢ok
sayida genin transkripsiyonunu aktive ettigi belirlenmistir (Ilyas vd 2005).

Bu ¢alismada Wnt/B-katenin sinyal yolaginda 6nemli rol aldigi bilinen Akirin2 geninin, AML
patogenezindeki ifade diizeyi arastirilmigtir. Bu amagla ¢alismamizda AML hastalarinin ve saglikli
bireylerin CD34+ hematopoetik kok hiicreleri izole edilmis ve bu hiicrelerde Akirin2 geninin ifade
diizeyleri aragtirilmustir.

Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu ¢alisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali Laboratuvar’mda
gerceklestirilmistir. Hacettepe Universitesi Hematoloji Bilim Dallindan AML tanist almis, 4 hasta ve
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daha 6nceden her hangi bir malign hastalik tanis1 almanus 2 saglikli bireyin kemik iligi (K.I)/kan
ornekleri dahil edilmistir.

RNA'ar1 calisilacak bireylerin ¢aligmaya dahil edilmelerine dair izin kagitlar1 kendilerinden
ve/veya yakinlarindan almmustir. (Hacettepe U. Tip Fak. Etik kurul tarafindan 26.02.2009 tarih ve
TBK 09/9-47 karar nolu etik kurul ile onaylanmustir.)

CD34"Hematopoetik Kok Hiicre Izolasyonu

[lk olarak hasta ve saglikli bireylerden alman drneklerden (kemik iligi/kan) CD34+ hematopoetik
kok hiicre izolasyonu yapilmistir. CD34+ hiicrelerin eldesi i¢in EasySep CD34+ izolasyon kitinin
(Stem cell, Kanada) protokolii izlenmisgtir.

RNA Ekstraksiyonu

Hasta ve saglikli bireylerden alinan 6rneklerden CD34+ hiicre izolasyonu yapildiktan sonra tim
orneklerden Trizol (Invitrogen, ABD) ile RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen RNA’larin
konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometrik yontemle belirlenmis ve daha sonra %1’lik Agaroz Jel’de
yiriitiilerek RNA biitiinltigii gorlintiilenmistir.

Kantitatif Ey Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real Time PCR)

Bu calismada qRT-PCR yontemi kullanilarak Akirin2 geni ifadesi kantitatif olarak analiz
edilmistir. Ilk olarak CD34+ hematopoetik kok hiicrelerden izole edilen RNA &rneklerinden 500 ng
kullanilarak "Transcriptor High Fidelity c-DNA synthesis kit” (Roche, Almanya) ile c-DNA
sentezlenmistir.

gRT-PCR uygulamalarinda kullanilacak olan Akirin2 ve Hprt (hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase) genlerine 6zgli primerler (Alpha DNA,USA). "Perl Primer" programi
kullanilarak tasarlanmustir.

Akirin 5’F: ACGAGTTTCCAACAGACAG
Akirin 5’R: TTCACAGATCATCCCAACC
Hprt: 5’F: TGACACTGGCAAAACAATGCA
Hprt: 5’R: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

"SYBR Green” (Roche, Almanya) floresans boyasi kullanilarak 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 30
saniye, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye olacak sekilde kantitasyon (QRT-PCR) yapilmistir.

istatistiksel Analiz

Es zamanli PCR sonuglar1 one sample t test’e gore analizlenmistir. p<0.05 olanlar istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir.

Sonuglar

Hasta ve saglikli bireylerden alinan 6rneklerden CD34+ hematopoetik kok hiicre izolasyonu
EasySep CD34+ izolasyon kitinin (Stem cell, Kanada) protokoliine gore yapilmistir (Sekil 1).

Izole edilen hiicrelerden RNA izolasyonu gerceklestirilmis (Sekil 2) ve 500ng’dan cDNA sentezi
yapilmigtir. Daha sonra qRT-PCR yapilarak hastalarin CD34+ hiicrelerindeki Akirin2 geni ifadesi
saglikli bireylerin CD34+ hiicrelerindeki Akirin2 geni ifadesine gore kiyaslanmaistir.

Yapilan analizler sonucunda g¢alisilan tiim orneklerde Akirin2 geni ifadesi istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Hastalardaki akirin2 geni ifadesindeki kat artis1 sirasiyla 2.2,
6.3, 3.2 ve 2.4 kat olarak tespit edilmistir (Sekil 3).
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Sekil 1. Izole edilen CD34+ hucrelerzn mzkroskOblk goruntulerl (10X 40 biiyiitme)
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Sekil 2. CD34+ Hiicrelerden izole edilen RNA larin %1 'lik Agaroz Jel goriintiisii
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Sekil 3. Akirin2 geni ifadesi sonuglar.. AML hastalarimin CD34+ hiicrelerindeki Akirin2 geni ifadesinin saglikl
bireylerdeki CD34+ hiicrelerindeki Akirin2 geni ifadesine oran. * p=<0.05

Tartisma

NF«xB ve Wnt/B-katenin sinyal yolaklarin bir ¢ok kanserde ¢ok onemli rollerinin oldugu
bilinmektedir ve bu yiizden bu yolaklar kanserin tedavisinde siklikla hedeflenmektedirler. Akirin2,
immiinite, NFkB ve Wnt/B-katenin sinyal yolaklarinda ¢ok 6nemli rolleri oldugu disiiniilen yiiksek
derecede korunmusluk gosteren bir proteindir (Beutler vd 2008, Goto vd 2008). Ancak bu zamana
kadar Akirin2’nin kanserdeki rolii tam olarak agiklanamamustir.immiin yanit yolaklarinda gorev aldigt
bilinen Akirin2’nin NFkB bagimli genlerin regiilasyonunda gorev aldigi ve bu regiilasyonu NFxB’ye
tamimlanmayan bir protein aracilifiyla baglanarak yaptig1 diistinilmektedir. Akirin2 genetik olarak
Whnt sinyal yolagiyla etkilesmektedir ve bu interaksiyonun B-katenin ile dogrudan bir etkilesimle ya da
adaptor proteinler araciligiyla gergeklestigi onerilmektedir (Beutler vd 2008). Bunun yani sira Wnt/j-
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katenin yolaginin 16seminin ilerlemesi ve ila¢ direnciyle de yakindan iligkili oldugu bilinmektedir
(Scheller vd 2013). Bu c¢alismada daha onceden B-katenin geni ifadesi yiiksek bulunan hastalarda
Akirin2 geninin de ifadesi arastirilmis ve AML hastaliginin patogenezindeki roliine dair 6n bulgular
elde edilmistir. Akirin2 gen ekspresyonunun AML hastalarinin CD34+ hematopoetik kok hiicrelerinde
saglikli CD34+ hematopoetik kok hiicrelerine gore anlamli derecede arttigi saptanmustir. Bu bulgular
Akirin2’nin AML patogenezinde &nemli rolii olabilecegine dair ilk bulgulardir. Akirin2 geninin
AML’deki roliiniin daha iyi anlagilmasi i¢in daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gereklidir.
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