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Kronik Miyeloid Losemili Hastalardan Tedaviye Yanith ve Yanitsiz Olanlarin
Ber-Abl Miktari ile miRNA Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Ogrencinin Adi ve Soyadi : Murat Yurt

Danismani : Dog.Dr. Hilmi Is1
Anabilim Dah . Tibbi Biyoloji
1.1. OZET

Amag: Kanser ve genetik iligkisine ait calismalarda kesfedilen mikroRNA’larin
hastalikla iligkileri sadece malignitelerle sinirli olmayip, kalp hastaliklarindan santral
sinir sistemine kadar bir¢ok hastalik grubunda rol oynadiklari bilinmektedir.
Calismamizda, KML’li hastalarda Bcr-Abl ve miRNA ekspresyon diizeyleri
arasindaki iliskiyi inceledik. Yeni tan1 almig, tedavilerine yanit alinmis ve
tedavilerine yanit alinamamis hastalarda hem Bcr-Abl miktarlarini hem de miRNA
diizeylerini tespit etmeyi amagladik. Bu ii¢ farkli hasta grubunda ve saglikli kontrol
grubunda miRNA diizeylerinin belirlenmesi ile miRNA’larin hem tan1 aninda
biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesi, hem de ilag direncinin erken dénemlerde tespit
edilerek en uygun tedavi seklinin belirlenmesine katki saglayabilecegi diisiincesiyle
bu caligmay1 planladik.

Gerec ve Yontem: Bu tez calismasina yeni tan1 almig ve KML tanisiyla izlenmekte
olan 75 hasta ve kontrol grubu olarak 25 saglikli birey dahil edilmistir. Calisma i¢in
hastalardan ve kontrol grubundan alinan tam kan materyallerinden RNA
izolasyonlar1 yapildiktan sonra Real Time Pcr cihazinda hem Ber-Abl hem de miR-
10a, miR-150, miR-148b, miR-130b gen ekspresyonlarina bakildi.

Bulgular: Iyi prognoz oldugu ileri siiriilen miR-10a gen ifadesi, yeni tan1 ve yanith
hasta gruplarinda yiiksek bulundu. Iyi prognoz oldugu ileri siiriilen miR-150 ve kotii
prognoz oldugu ileri siiriilen miR-148b gen ifadeleri yanitsiz hasta grubunda diisiik
bulundu.

Sonu¢: KML hastalarinda miR-10a’nin teshis ve tedavi takiplerinde biyomarker
olarak kullanilabilecegini, miR-150 ve miR-148b gen ifadelerinin azalmasinin
tedaviye yanit alinamamasinda anlamli oldugunu diistinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: KML, Bcr-Abl, miR-10a, miR-150, miR-148b



Comparison of Bcr-Abl and miRNA Expression Levels in Treatment-
Responsive and Treatment-Unresponsive Patients with Chronic Myeloid

Leukemia

Student’s Surname and Name : Yurt Murat
Adviser of Thesis - Associate Professor Hilmi Isi
Department : Medical Biology

1.2. ABSTRACT

Aim: It is known that the microRNAs discovered in cancer and genetic association
studies are not only limited to malignancies but play a role in many disease groups,
from heart diseases to the central nervous system. In our study, we examined the
relationship between Bcr-Abl quantities and miRNA levels in patients with CML.
Aim was identified both Bcr-Abl quantities and miRNA levels in patients who were
newly diagnosed, with and without response to treatment. So miRNAs could be used
as biomarkers at the time of diagnosis as well as determining the optimal treatment
method to compare between patient groups and healthy controls by determining
miRNA levels.

Material and Method: In this study, 75 patients who were newly diagnosed or
followed up with CML and 25 healthy subjects were included as control group. After
RNA isolation from the whole blood materials taken from patients and control
groups, both Ber-Abl and miR-10a, miR-150, miR 148b, miR-130b gene expressions
were examined in Real Time Pcr.

Results: miR-10a gene expression, which was suggested to good prognosis, was
upregulated in the new diagnosis and response patient groups On the other hand,
gene expression of miR-150 and miR-148b, which were suggested to good and poor

prognosis respectively, were downregulated in the patient group with outresponse.

Conclusion: We believe that miR-10a can be used as a biomarker in diagnostic and
therapeutic follow-ups in CML patients, and that the decrease in miR-150 and miR-

148b gene expressions is not significant in response to treatment.

Key Words: KML, Bcr-Abl, miR-10a, miR-150, miR-148b



GIRIS ve AMAC

Bir hematopoetik pluripotent kok hiicre hastaligi olan kronik miyeloid l6semi
(KML)’ de miyeloid seri hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalir. Miyeloproliferatif
bir neoplazi olarak smiflandirilmaktadir (1). Tanimlanmas: 1845 yilinda olmustur
(2). KML’li hastalarda 1960 yilinda Peter Nowel ve David Hungerford tarafindan
anormal bir kromozom tanimlanmis ve bulundugu sehrin adiyla Philadelphia (Ph)
kromozomu olarak adlandirilmistir (3). KML olgularinin yaklasik %95’inde tespit
edilmekte olan Ph kromozomunun resiprokal bir translokasyon sonucu olarak
kromozom 9’daki Abelson (ABL) protoonkogeni ile kromozom 22’ deki Breakpoint
Cluster Region (BCR) geninin 22. kromozom iizerinde fiizyonu sonucu ortaya
¢ikmig anormal 22. kromozom oldugu gosterilmistir (4).

KML’nin insidans1 1-2/100000 olup eriskin l6semilerin yaklasik %15-20’sini
olusturmaktadir (1). Erkeklerde goriilme sikligi daha fazladir (Erkek/Kadin:3/2) ve
40-60 yas araliginda daha ¢ok goriiliir. Tan1 genellikle rutin testler sirasinda tespit
edilen lokositozun incelenmesi ile konur. KML’nin klinik seyrinde ii¢ evre
bulunmaktadir. Kronik evre %85 oraninda olup hastalarin ¢ogunlugunu
olusturmaktadir. Diger evreler, %10 oraninda hizlanmis (akselere) evre ve hastalarin
%S5’ini olusturan blastik evredir (5).

Arsenik ve radyoterapi 20. yiizyilin baglarinda KML tedavisinde
kullanilmaktayken (1), l6semi alanindaki ilk randomize c¢aligmalardan birisinde
(1968 yilinda) ‘‘Busulfan’’ tedavisinin radyoterapiye iistiin oldugu gosterilmistir (6).
Hastalarda hematolojik yanit elde etmek ve semptomatik rahatlama saglanmasi i¢in
kullanilmakta olan radyoterapi ile busulfan ve sonrasinda hidroksi iire gibi sitotoksik
ajanlar genel sagkalim iizerinde anlamli bir artisa neden olmamuslardir. Inerferon—
alfa (IFN-o) tedavisi hematolojik yanita ek olarak hastalarda sitogenetik diizelme ve
sagkalim artisina neden olabilmektedir. Ancak gerek parenteral uygulanmasi ve
gerekse yan etkileri nedeniyle IFN-a. hastalar acisindan tercih edilen bir tedavi
secenegi olmamaktadir. Uzun siireli remisyon saglamasi ve %50’ ye yakin kiir orani
ile 6nemli bir tedavi segenegi olan ‘‘Allojeneik Hematopoetik Kok Hiicre Nakli’’nin

(AHKHN), KML tedavisindeki endikasyonlari, Bcr-Abl tirozin kinaz inhibitorii



(TKI) olan Imatinib Mesilatin (STI571) klinik uygulamaya girmesinden sonra
sinirlanmis ve imatinib dénemi baslamistir. Daha sonra bunu ikinci kusak TKi’ler
izlemistir (dasatinib, nilotinib). Kronik evre KML’de, imatinib, hematolojik,
sitogenetik ve hatta molekiiler remisyon saglayabilmektedir. Imatinib Mesilat, kronik
faz KML’de Faz III randomize bir ¢aligma olan “International Randomized Study of
Interferon and STIS71” (IRIS) calismasi sonrasi standart tedavi olmustur (7).
Imatinib mesilat ile KML’de %97 tam hematolojik yanit (THY), %82 tam
sitogenetik yanit (TSY) elde edildigi, IRIS g¢alismasinin bes yillik verilerine gore
elde edilmistir. Akselere veya blastik evre gelismeden sag kalim yaklasik %93,
genel sag kalim ise %90 olarak bildirilmistir (8). Yine ayni IRIS ¢alismasinin sekiz
yillik verilerinde ise genel sag kalim %85, hastaliksiz sagkalim %81 olarak elde
edilmistir (9). IRIS calismasinin son derece olumlu sonuglarina ragmen hastalarin
yaklagik %10-25"1 imatinib mesilat tedavisinin li¢iinci ayinda ‘“Tam Hematolojik
Yanit’’a ulagamamaktadir (8,10). Ayrica hematolojik ve sitogenetik yanit gelismis
olan hastalarin %20°si zaman igerisinde bu yanitlarim1 kaybedebilmektedirler (11).
Imatinib tedavisinin ilk ii¢ ay1 icerisinde tam hematolojik yanit gelismemesi, alt1 ay
igcerisinde sitogenetik yanmit gelismemesi, onikinci ayda major sitogenetik yanitin
olusmamasi, on sekizinci ayda tam sitogenetik yanitin olmamasi veya onikinci ayda
major molekiiler yanit gelismemesi primer direng olarak kabul edilir. Olusmus olan
hematolojik, sitogenetik ve moekiiler yanitin kaybolmasina ise sekonder direng
denilir (12).

Kanser ve genetik iligkisine ait calismalarda kesfedilen mikroRNA’lar (miRNA)
son derece giincel molekiillerdir. Insanlardaki kesfi 2000’li yillara dayanan
miRNA’lar 1993 yilinda tanimlanmistir (13). Kiiciik endojen bir RNA kiimesi olan
ve messenger RNA (mMRNA) iizerinden etkisini gosteren miRNA’lar 19-25 niikleotid
blyiikliglindedir. miRNA’lar insan genomundaki RNA’larin  %1-5’ini
olusturmaktadir. Hedef mRNA’larin fonksiyonlarim1 etkileyerek etkisini gosteren
miRNA’larin sayist 2000°nin iizerine c¢ikmistir. miRNA’lar hedef mRNA’lari
tanidiktan sonra; mRNA’larin parcalanmasi ya da translasyonun baskilanmasi
seklinde islev gormektedir (15). ““Tiimor Supresér miRNA’’ lar normal hiicre ve
dokularda protoonkogenlerin  translasyonunu inhibe ederken, ‘‘onkogenik

miRNA’lar bazi kanser hiicrelerinde protoonkogenleri aktive etmekte ve yiiksek



ekspresyona sahip olmaktadir (16). Ornegin miR-21'in bir tiimér baskilayici protein
olan p53 ile etkilesimi onkogenik etkiye yol acarken, miR-let-7 ve miR-15/16/"nin
onkogenik bir protein olan BCL-2 ile etkilesmesi tiimor baskilayic1 etki
yaratmaktadir (17,18). Hastalik iliskileri sadece malignitelerle siirli olmayan
miRNA’larin kalp hastaliklarindan santral sinir sistemine kadar bir¢ok hastalik
grubunda rol oynadig1 bilinmektedir (19).

Kromozomlarin Kanserle iliskili oldugu bilinen kirilgan (frajil) bolgelerinde yer
alan miRNA’larin kanserle iliskileri vardir. Bu iliski ilk olarak Kronik Lenfositik
Losemi (KLL) hastalarinda tespit edilmis ve miR-15a ve miR-16-1 ifadelerinin bu
hastalarin ¢ogunda ¢ok diisiik ya da hi¢ eksprese edilmedigi gosterilmistir (20).

miRNA’larin tiimor baskilayici ve onkogen olmak {lizere iki sekilde islev
gordiikleri diigiiniilmektedir. Tiimor baskilayici olarak islev goriirken; onkogen ya da
hiicre farklilasmasini veya apoptozisi kontrol eden genleri diizenleyerek kanserleri
engelleyebilecekleri diigtinilmiistiir. Onkogen olarak islev goriirken apoptozisi
kontrol eden genleri veya tiimor baskilayici genleri negatif etkileyerek kanser
gelismesinde rol oynarlar (21).

Pekgok miRNA kanser dokularinda normal dokulara gore farkli sekilde ifade
edilmektedir. Ornegin; Let-7’nin ifade edilmesi akciger kanserinde azalirken, kolon
veya meme kanseri gibi diger kanserlerde artmaktadir. Bu veriler miRNA’ larin
kanserlerin  tespit  edilmesinde  biyobelirteg  olarak  kullanilabilecegini
desteklemektedir (22, 23).

KML hastalarinda, teshis ve tedavi yanitinda biyobelirteg olarak miR-150’nin,
teshis i¢in biyobelirte¢ olarak miR-203’tin, KML ve AML’yi ayirt etmek i¢in miR-
17/92 kiimesinin, teshis ve ilag yanit1 i¢in miR-10a’nin, ila¢ direncinin biyobelirteci
olarak miR-29a/b’nin roliiniin oldugu ileri siiriilmiistiir (24). Bagka bir ¢aligmada ise
KML hastalar i¢in 1yi prognoz ve kotii prognoz olan miRNA’lar gosterilmistir (25).

Kesfedildiklerinden bu yana miRNA’larin islev ve biyosentez mekanizmalari
hakkinda oldukga fazla bilgi elde edilmistir. Diizenlenmelerindeki bozukluklar bir
cok kanser tipiyle iliskilendirilmis, ekspresyon profillerinin tan1 ve tedavide faydali
kriterler saglayacag diisiiniilmiistiir. Ayrica kanserlerde diizenlenmeleri bozulmus

bircok miRNA’nin apoptotik siireclerde rol oynadiginin belirlenmesiyle timor



olusumunda ve sitotoksik muameleye hassasiyette miRNA'larin etkili oldugu
belirlenmistir. miRNA’lar hakkinda elde edilen bunca bilgiye ragmen kanserde tani
ve tedavi amagh kullanimlariin pratikte uygulanabilmesi i¢in miRNA {iretiminde ve
islenmesinde rolii olan tiim enzim ve proteinler biliniyor mu? miRNA’larin
transkripsiyonu tam olarak nasil diizenleniyor? gibi sorularin cevaplanmasi
gerekmektedir.

Normal dokularda ve timdr dokularinda farkli seviyelerde eksprese edilen
miRNA’larin tespit edilmesi, ayn1t miRNA’larin insan kanserlerinde gorevlerinin
belirlenmesi, ¢esitli kanserlerdeki rollerinin aydinlatabilmesi i¢in faydali olabilir.
miRNA ifade diizeyi, kanser patogenezindeki rollerini arastirmak igin hareket
noktast olabilir. Bir miRNA’nin kanserli hiicrede az sentezlenmesi, fazla
sentezlenmesi veya yoklugu kanserin baslangici ve gelisimindeki roliinii ¢calismaya
olanak vermektedir. miRNA’lar kanserin molekiiler patolojisi ile ilgili sorulara yanit
olmaya aday goziikmektedirler. miRNA’larin gesitli kanserlerde tani ve tedavi
takibinde kullanilabilmesi i¢in hedeflerinin dogru tanimlanmasi ve verilerin belirli
standartlara getirilmesi gerekmektedir. Her miRNA molekiilii ¢cok sayida farkl
mRNA’ya baglanabilmekte, benzer sekilde her mRNA da farkli miRNA’lara hedef
olabilmektedir. Bundan dolayr miRNA’larin ifade etkinliklerin ve hedeflerinin
belirlenmesine yonelik yeni verilere ihtiyag¢ vardir.

Biz de bu arastirmamizda KML’li hastalarda Bcr-Abl miktarlari ile miRNA
diizeyleri arasindaki iligkiyi arastirmayi hedefledik. Bunun ic¢in yeni tani almus,
tedavilerine yanmit alinmis ve tedavilerine yanit alinamamis yani direng gelismis
hastalarda hem Bcr-Abl miktarlarint hem de miRNA diizeylerini tespit etmeyi
amagladik. Bu ii¢ farkli hasta grubunda ve saglikli kontrol grubunda miRNA
diizeylerinin belirlenmesinin, miRNA’larin hem tan1 aninda biyobelirte¢ olarak
kullanilabilmesini, hem de ilag¢ direncinin erken donemlerde tespit edilerek en uygun
tedavi seklinin belirlenmesine katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz. Kotagama ve
arkadaglar1 tarafindan 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada, KML teshisinde ve tedavi
yanitinda bir biyobelirte¢ olarak miR-150nin, teshis i¢in biyobelirte¢ olarak miR-
203’tn, KML ve AML’ yi ayirt etmek igin miR-17/92 kiimesinin, teshis ve ilag

yanit1 i¢gin miR-10a’nin, ilag direncinin biyobelirte¢i olarak miR-29a/b’nin roliiniin



oldugu ileri stiriilmiistiir (24). Yine Yeh ve arkadaslari tarafindan 2016 yilinda
yayinlanan ‘‘Mikro RNA’larin akut ve kronik insan ldsemilerindeki klinik 6nemini’’
arastirdiklar1 makalelerinde genel olarak KML hastalar1 i¢in kotii prognoz ve iyi
prognoz olan miRNA’lar gdsterilmistir (25).

Boylece daha Once yapilmis calismalardan elde edilen bilgiler 1s18inda,
miRNA’lar KML hastalarinin teshisinde kullanilabilir mi? KML hastalarinin
tedaviye yanit alma siire¢lerinde miRNA’larin katkis1 var m1? KML hastalarinin
tedavi siireglerinde gelisen ila¢ direncinde miRNA’larin etkisi var mi1? gibi sorulara
yanit aramaya karar verdik.

Yukaridaki sorularimiza yanit bulabilmek ic¢in saglikli bireylerde, yeni tan
almis, tedavilerine yanit alinmis ve ilag direnci gelismis KML hastalarinda en yaygin
olarak goriilme ihtimali olan kétii prognoza sahip; miR-130b, miR-148b ve lyi

prognoza sahip olan; miR-10a, miR-150 gen ekspresyonlarini aragtirmayi planladik.



GENEL BiLGILER

1.3. Kronik Miyeloid Losemi (KML)

1.3.1. Kronik miyeloid l6semi tanimi ve epidemiyolojisi

Bir hematopoetik pluripotent kok hiicre hastaligi olan kronik miyeloid 16semi
(KML)’ de miyeloid seri hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalir. Miyeloproliferatif
bir neoplazi olarak siniflandirilmaktadir (1). KML olgularmin %95 inde
““Philadelphia (Ph) Kromozomu’’ tespit edilmektedir. Anormal bir kromozom olan
Ph Kromozomu, 9. kromozomdaki ‘‘Abelson’’(ABL) proto-onkogeni ile 22.
kromozomdaki ‘Breakpoint Cluster Region’’(BCR) geninin 22. kromozom tizerinde
flizyonuna yol acan Kkarsilikli (resiprokal) bir translokasyon sonucu ortaya
¢ikmaktadir (3,26).

KML ilk defa 1845 yilinda; 16kositoz, masif splenomegali ve splenomegalinin
sebebini aciklayabilecek baska bir etyolojinin belirlenemedigi iki hastada, John
Hugges Bennett tarafindan tanimlanmistir (2). KML erigkin 16semilerinin %15-
20’sini olusturmakta ve insidansi (yillik) 1-2/100000°dir. Her yasta goriilmekle
birlikte, siklikla 40-60°11 yaglarda tan1 konulmaktadir. Erkeklerde daha fazla goriliir
(E/K=3/2) (18). Reprodiiktif cagdaki kisilerde de azimsanmayacak oranda
gorilmektedir, 20-64 yaslar1 arasinda %45,8 oraninda goriildiigii bildirilmistir (27).

KML’deki translokasyonun nedeni bilinmemektedir. Ancak Nagazaki ve
Hirosima’ ya atilan atom bombalar1 sonrasinda sag kalanlar arasinda KML
insidansimin yiikselmis olmasi, radyasyona bagli DNA hasar1 sonucu t(9;22)’nin
olusabilecegini gostermistir (28).

KML’nin klinik seyrinde ii¢ evre bulunmaktadir. Kronik evre %85 oraninda
olup hastalarin ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Diger evreler, %10 oraninda hizlanmis
(akselere) evre ve hastalarin %5’ni  olusturan Dblastik evredir. Genellikle
komplikasyonlarin goriilmedigi, periferik kandaki 16kosit sayisi artis1 ile kemik
iligindeki miyeloid maturasyonu ve proliferasyonu ile ortaya ¢ikan dénem kronik

evredir. Kronik evre KML tedavi edilmezse, ortalama 3-5 yil sonra akselere evreye



ilerler. Hastalarin %10’u ilk iki yilinda akselere ve blastik evrelere gidis riskine sahip

olmaktayken, sonraki her yil i¢in bu oran %15-20’dir. Hastalik ¢ogunlukla sinsi bir



baslangic gosterir. Hastalarin %20-50’si asemptomatiktir ve bu hastalara rutin
tetkikler sirasinda saptanan 16kositoz ile tan1 konulmaktadir. Semptomatik olanlarda
ise; %34’iinde halsizlik, %3’iinde yorgunluk, %20’sinde kilo kaybi, %15’inde asir1
terleme, %15’inde abdominal dolgunluk hissi ve %21’inde trombosit fonksiyon
kaybina bagli kanama olaylar1 siklikla goriilmektedir (29). Akselere ve blastik
evrelerde, koordinasyon bozuklugu ve konflizyon, hiperlokositoza ve
hiperviskoziteye bagli gorme bozuklugu, kulak ¢inlamasi, priapizm, dispne gibi
semptom ve bulgular hastalarda siklikla goriilmektedir (30). Hastalarin yaklagik
yarisinda saptanan splenomegali KML’nin en ¢ok basvurulan fizik muayene
bulgusudur. Dalak biiyiikliigii ile 16kosit sayisi iliskili olup infarkt gelismedikge el
muayenesi ile hassasiyet saptanmaz. Hepatomegali hastalarin  %10-20’sinde
saptanabilir. Kronik evre kronik miyeloid 16semi’de nadir goriilen bulgular olan cilt
ve diger doku infiltrasyonlari, akselere veya blastik evre KML’de daha sik goriiliir.
Lokositoz kronik miyeloid 16semide, tan1 aninda en tipik bulgudur. Graniilositer seri
olgunlagmasinin tiim evrelerinin (blasttan parcali nétrofillere kadar) goriilebilecegi
bir graniilositoz durumu tabloya hakimdir. Kronik evre KML’ de %10’u gegcmeyen
miyeloblastlar tipik olarak %1-2 civarindadir. Hastaligin erken déneminde l6kosit
sayis1 artmadan Once bile tespit edilebilen bazofil sayisi her zaman artmis olarak
bulunur. Gorliniimleri degisen trombositlerin sayis1 hastalarin %50’sinden fazlasinda
artmistir. Hastalarin  %25’nin  periferik kaninda megakaryositlere rastlanir.
Enfeksiyon varliginda, tedavisi sonrasinda, akselere ve blastik evre esnasinda yliksek
bulunabilen 16kosit alkalen fosfataz (LAP) yayma sonucu KML’de diisiiktiir (29,30).
Normalde 3/1 olan miyeloid / eritroid orani, kronik miyeloid 16semide 20/1 dir
(miyeloid dizi lehine artmistir). Artan megakaryosit sayisi ile birlikte, dalak
biiylikliigli, cevresel kandaki artmis blast orani, diisiik hemoglobin ve ek
kromozomal anomaliler ile iliskilendirilen kemik iligi fibrozu tabloya eslik edebilir
(312).

Kronik miyeloid 16semi hastalarinda tedaviye yanit tanimlari su sekilde
olmaktadir; Tam Hematolojik Yanit (THY) ; Lokosit sayisinin 10 000/uL’den kiiciik
olmasi, periferik kanda bazofil sayisinin %5’ten kiigiik olmasi, periferik kanda
miyeloblast, promiyelosit, miyelosit goriilmemesi, trombosit sayisinin 450.000/pL’

den kiigiik olmasi, el muayenesinde dalagin hisedilmemesi.



Sitogenetik Yanit (SY); Tam sitogenetik yanit (TSY): Philadelphia kromozomu
pozitif (Ph+) metafazin olmamasi, parsiyel (kismi) sitogenetik yanit (KSY) : Ph+
metafaz % 1- % 35, Minor sitogenetik yanit: Ph+ metafaz % 36 — 65, Minimal
sitogenetik yanit: Ph+ metafaz % 66— 95, Sitogenetik yanitsizlik: > % 95 Ph+
metafaz olmasi,

Molekiiler Yanit (MY); Major molekiiler yanit (MMY, MY3,0): Ber-Abl
degerinin uluslararas1 dlcege (International Scale (IS)) gore % 0,1°den kiigiik ya da
esit olmas1 ( cDNA kopya sayilarinin 10 000’den biiyiik olmasi gerekir). Molekiiler
yanit 4 log (MY4,0) ; Ber-Abl degerinin uluslararast Olgege (IS) gore %0,01°den
kiiclik olmas1 (cDNA kopya sayilarinin 10 000’den biiylik olmasi gerekir). Molekiiler
yamt 4,5 log (MY4,5); Ber-Abl degerinin uluslararast Olgege (IS) gore %
0,0032’den kiigiik olmasi (cDNA kopya sayilarmin 32 000’den biiylik olmasi
gerekir) (32).

1.3.2. Kronik Miyeloid Losemi Molekiiler Biyolojisi

1.3.2.1. Kronik miyeloid losemi sitogenetigi (Philadelphia kromozomu)

Ph kromozomu, 9. kromozomdaki Abl geni ile 22. kromozomdaki Bcr geninin
resiprokal bir translokasyonu sonucu ortaya ¢ikmig anormal 22. kromozomdur (Sekil
1). KML’li hastalarin %95’inde pozitiftir. Bu translokasyon sonucu kromozom 9934
tizerindeki 5" Abl gen kismi, kromozom 22q11°deki 3" Bcr gen kismina eklenir ve
flizyon Ber-Abl geni olusur. Kirilmanin Abl geninde sabit, Ber geninde ise degisken
olmasi, Abl geninin saglkli hiicreleri degisime ugratarak kanser hiicresine
doniistiirdiigiinii, Ber geninin ise hastaligin  fenotipini belirledigini ortaya

koymaktadir (4).

Degismis kromozom 9
Normal
kromozom 9 Kromozomilann kimiimalan
Degismis
kKromozom 22
Normal (Philadelphia
kromozom 22

- kromozomu)
ﬁ i — S

abl

Sekil 1: 9.kromozom ile 22. kromozom arasindaki karsilikli translokasyon ve Ph
kromozomunun olusumu (4)
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1.3.2.2.  Abl proto-onkogeni

Abl geni v-Abl (Abelson murin 16semi viriis) olarak adlandirilan onkogenin
insandaki homologu olup kromozom 9q34 iizerinde yer alir, 11 ekzon ve 230 kilobaz
(kb) uzunlugundadir. 145 kilodalton (kd) molekiiler agirhiginda olup reseptor
olmayan tirozin kinazi (p145 Abl) kodlar. Abl genindeki kirilma noktasi ekzon
2’nin 5" ucunu i¢ermektedir. Ber geninin 12. ve 16. ekzonlar1 arasindaki ‘’major
breakpoint cluster’” (M-Bcr) bolgesine transpoze olur (28).

Abl proteini hiicre biiyiimesinin diizenlenmesinde, otofajinin ileri asamalarinin
regiilasyonunda ve sinyal iletiminde onemli role sahiptir (29,30). Abl ekspresyonu
hem niikleer hem de sitoplazmik lokalizasyonludur ve siireklidir (33,34). Abl
proteininin N-terminal ucu ti¢ tane SRC Homoloji bélgesi (SH) igerir. Bunlar SH1,
SH2 ve SH3’ tiir. Abl proteininin tirozin kinaz (TK) 6zelligini bu bolgeler diizenler
(35). TK aktivitesine sahip olan SH1 bdlgesi en 6nemli bolgedir. SH2 bolgesinin
fonksiyonunda eksiklik oldugunda, fosfotirozine baglanma ilgisinde eksiklik olur ve
Abl proteininin transforme olma kapasitesinde azalma meydana gelir. SH3 bolgesi
tirozin kinaz fonksiyonunun negatif diizenleyicisidir (36). Abl geninin ekzon 1 kism1
alernatif splisinge ugrar, Tip 1a ve Tip 1b olmak {izere iki farkli Abl proteini olusur.
Tip la izoformu, Tip1b’ den daha kisadir (37). Abl proteini, merkezinde bulunan ve
prolinden zengin PxxP bolgesi sayesinde, SH3 bolgelerine, DNA baglanma
bolgelerine (DNA Binding Determinant - DNA-BD), niikleer export sinyallerine
(NES), G-monomerik ve F-filament aktin baglanma bdlgelerine ve niikleer
lokalizasyon sinyallerine (NLS) baglanir. Abl proteininin C-terminal ucunda ii¢ tane
DNA-BD, ii¢ tane NLS, bir tane G-aktin, bir tane NES ve bir tane F-aktin baglanma
bolgesi yer alir. Fosforilasyon bdlgeleri ise; Cdc2, Protein Kinaz C (PKC), Ataxia
Teleangiectasia Mutated (ATM) ve tirozin 393 (Y393)’dir (Sekil 2) (38).
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Sekil 2: Abl proteininin yapisi (38).Siyah oklar, Atm, cdc2 ve PKC fosforilasyon
bolgeleri, gri ok ise Ber-Abl fiizyon geni olusurken Abl geninde kirigin olusabilecegi bolgeyi
gostermektedir.

Ber-Abl fiizyon transkriptinde ilk ekzonun bulunmamasinin nedeni, transkript
olusurken, kirigin abl geninde c¢ogunlukla alternatif 1. ekzonlar ile 2. ekzon
arasindaki intronda, 300 kb’lik bir bolge icerisinde meydana gelmesidir (Sekil 3). Bu

nedenle transkript her zaman a2 ekzonu ile baslar ve ilk ekzon bulunmaz(39).

— ? $§‘-g‘—j‘—1516-z‘—g‘—‘s‘—‘ 10 J 1

3

Sekil 3: Abl genindeki alternatif kirik noktalari (39).

1.3.2.3. Bcrgeni

130 kb biiytikliigiinde, 23 ekzona sahip Ber geni (Breakpoint Cluster Region) 22.
kromozom {izerinde bulunmaktadir. Siirekli ekspresyonu olan bir gen olup en ¢ok
hematopoetik hiicreler ve beyin dokusunda ifade edilmektedir. Miyeloid
farklilagsmanin erken evrelerinde ifadelenmesi daha fazla olup, hiicreler farklilastikca
ifadelenmesinin azaldig1 belirlenmistir. 160 kDa agirhiginda bir serin/treonin kinaz
olan sitoplazmik bir ber proteinini kodlamaktadir.

Hiicre fraksiyonu ve immiinofloresan boyama caligmalar1 ile bcr geninin
normal iiriiniin sitoplazmik bir protein oldugu ve bu proteinin 6zellikle G proteinleri

tarafindan dilizenlenen hiicresel sinyal iletim yolaklarim1 kapsadigi yapilan
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caligmalarla gosterilmistir. Ber geninin ikinci bir proteinin iiretiminden sorumlu
oldugu ve bu bu proteinin 130 kDa agirliginda oldugu bilinmektedir (40).

Bcer geni tarafindan kodlanan ber proteini, serin/treonin kinaz bolgesine, birden
fazla Src Homology 2 (SH2) baglayici bélgelerine ve bir oligomerizasyon bolgesine
sahiptir. Abl kinaz aktivasyonuna neden olan bolge N- terminal ucunda yer alan
oligomerizasyon bolgesidir. Bu bolge ayn1 zamanda hem fiizyon iirlinii olan Ber-Abl’
nin hem de ber proteinin hiicre i¢i lokalizasyonunu belirler. Ber proteinin SH2
bolgeleri tarafindan aktive edilen abl proteini, hiicre ic¢i sinyal proteinleri ve
reseptorler ile etkilesir. Bundan dolay1r bu bolgeler korunmus bolgelerdir. Serin-
treonin kinaz bolgesi, serin ve treonin kalintilari ile otofosforile olmaktadir. Ber
proteininin 177. pozisyonundaki tirozinin (Y177/Tyrl77) otofosforillenmesi sonucu
“‘reseptor bagl biliylime faktor protein 2’ (Grb2)’ ye baglanmasi ile ber proteinin
Ras yolagi etkilesimi gerceklesmektedir (40).

Ber proteinin orta kisminda bulunan Guanin Exchange factor (GEF), DNA
tamir mekanizmasinda gorev yapan Xeroderma Pigmentosum-B’yi (XPB) fosforile
etmekte ve fonksiyonunu engellemektedir. Bu bolge ayni zamanda ber-abl
onkogeninin genomik instabilitesine sebep olmaktadir. Ber proteinin C-terminal
ucunda bulunan GTPase activating protein (GAP) domaini, hiicre iskeleti
organizasyonunda ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinda gorevli olan G proteinleri ile

etkilesmektedir (Sekil 4) (40).
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v
I e
=
w oA
SH, binding

Y177 Phosphoserine

Sekil 4: Ber proteini ve fonksiyonel bolgeleri (40)

3
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Bcer proteininin NH2 ucundaki ilk ekzon, 14-3-3 protein ailesindendir ve serin
treonin kinaz kodlar. Bcr proteininin N-terminal ucunda ‘¢ift kivrimli yap1’” in vivo

ortamda dimerizasyona sebep olur. Merkezde pleckstrin-homoloji (PH) ve ‘‘diffiiz
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B-hiicreli lenfoma’” (dbl) benzeri bdlgeler bulunur. Rho guanidin exchange
(degistirme) faktorleri {lizerinde bulunan guanidin trifosfatin (GTP) guanidin
difosfata (GDP) doniisiimiinii uyaran kistm PH boélgesidir. Rho Guanidin Degistirme
(Exchange) Faktorleri, niikleer faktor kapa beta (NF-KB) gibi transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonunu saglar. CaLB kalsiyum lipid baglanma bolgesidir. Ras
guanozin trifosfat-aktivator protein (RAC-GAP) bolgesi olarak adlandirilan ve Ras-
GTPase aktivitesine sahip olan bolge C-terminal bélgesinde bulunmaktadir. Major-
ber (M-ber), mindr-ber (m-bcer) ve mikro-ber (u-ber) olmak tizere ti¢ kirik bolgesine
sahiptir (Sekil 5) (41).
pl160 BCR

P190 (1-426) P210 (1-902/927) P230 (1-1176)

¥

COOH

RHO-G EE

CaLB

dbl=like and PH domuain

1 1271
Sekil 5: Ber proteinin yapisi (41).

NH-ucunda; dimerizasven domaini (DD) ve siklik adenozin monofosfat kinaz homolog
domainleri. Grb-2"ve baglanmak i¢in &nemli bir otofosforilasyon bélgesi olan Y177, Ust
kisimdaki oklar, Ber proteinindeki kridma noktlarmi géstermektedir. (Bho-GEF). Rho
Guanidin Nikleotid Degisim Faktorii, (CalB): Kalsivum-bagmh lipid baglanma bélgesi,
(Rac-GAP); Rac-GTPaz(41).

Ber-Abl flizyon transkripti olusurken, Ber geninde kirik {i¢ alternatif noktada
meydana gelmektedir (Sekil 6) (41).

1 %3-4[7 9. 14 151718 191 20K 214 224 23
T ol | | T TL |

B 3
mBCR MBCR uBCR

Sekil 6: Alternatif {i¢ kirik noktas1 (Bcr geni) (41).
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1.3.2.4. Bcr-Abl fiizyon geni

22. kromozomdaki Ber geni ile 9. kromozomdaki Abl protoonkogeni bdlgelerinin
karsilikli translokasyonu (t(9;22) (q34ql1) sonucu olusan Philadelphia kromozomu,
KML hastalarinin yaklasik %90-95’inde goriiliir (12). Bu translokasyon sonucu
kisalmig 22. kromozom meydana gelir (Sekil 1). Meydana gelen fiizyon Bcer-Abl
geninin yapisal aktivasyonu gergeklesir ve bu durum, hiicrelerin mutasyon sonucu
anti-apoptotik 6zellik kazanarak asir1 ¢ogalmalarina ve malign doniisiim ile KML’nin
patofizyolojik temelini olusturmaktadir (42,43).

Bcr-Abl fiizyon geni, Abl proto-onkogeninin 5’ucu ile Ber geninin 3 ucunun bir
araya gelmesiyle olusur. Ber-Abl geninin olusumunda Ber’ nin farkli bolgelerinde
kiriklar meydana gelir. Abl geninde kirilma genin alternatif ilk ekzonlar1 olan ekzon
1b veya laile 2. ekzon arasindaki intronda meydana gelir (38,40).

Ber genindeki kirik 13.ekzondan (e13-b2) ya da 14. ekzondan (e14-b3) sonraki
intronda meydana gelirse major ber-abl  (M-Bcr-abl) olusur. Meydana gelen hibrit
bcr-abl geni 210 kDa agirliginda olup b2a2 (el13a2) veya b3a2 (el4a2) bolgelerini
icermektedir. p210-Bcr-Abl olarak adlandirilmakta ve KML hastalarinin %95’inde,
(Ph+) ALL hastalarinin %35’inde bu iiriin bulunmaktadir.

Kirik Ber geninin ekzon 1’nden sonra (ela2) olusursa, (Ph+) ALL hastalarinin
%65’inde, KML ve AML hastalarinin kiigiik bir kisminda goriilen p190-Bcr-Abl
flizyon proteini olusur. Bu proteini 190 kDa agirligindadir.

Kronik myeloproliferatif hastaliklar (KMPH) grubunun kronik nétrofilik
l6semi (KNL) tiiriinde ve KML hastalarinin kii¢iik bir boliimiinde goriilen {i¢iincti
kirik ise ekzon 19°dan sonra meydana gelir. Olusan flizyon transkript el9a2
birlesiminden olusup p230-Bcr-Abl proteinini (230kDa agirliginda) kodlayan mikro-
Ber (u-Ber)’dir (Sekil 7, 8) (40,44).
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Sekil 7:Alternatif kiriklar (bcr ve abl genlerinde) sonucu olusan farkli Ber-Abl
transkriptleri (40).
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Sekil 8: Kodladiklar1 proteinlere gére Ber-Abl, Ber ve Abl genleri (44).

Meydana gelen hibrit Bcr-Abl proteinleri onkogenik 6zellik kazanarak bir takim
sinyal yolaklarim1 degistirerek hiicre migrasyonu, adezyonu ve c¢ogalmasini
etkilemektedirler. Ayni zamanda bu onkogenik proteinler DNA tamir

mekanizmalarini da etkilemektedirler. Hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada bulunan
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normal p145 c-abl proteini DNA’ya baglanarak normal fonksiyonunu yerine getirir.
Fiizyon p210-Bcr-Abl ve diger onkogenik Bcer-Abl proteinleri ise sadece
sitoplazmada bulunmakta, DNA’ya baglanamamaktadir (45).

Bcr-Abl proteninin Abl’ye ait ve tirozin kinazi kodladigindan dolay1 onkogenik
transformasyonda onemli rol oynamakta olan Src-homolog 1 (SH1) bolgesi, SH2
bolgesi (protein yapimini etkileyen), C-terminal kisminda, niikleer lokalizasyon
sinyal bolgesi, DNA baglanma (DNA-BD) ve aktin baglanma bolgeleri gibi islevsel
kisimlar1 vardir. Ber-Abl proteinin Ber’ ye ait kismai ise, aktin baglayici fonksiyonlar
(c-abl ile iliskili) aktive etmekte hem de abl tirozin kinaz aktivitesini
diizenlemektedir. Bcer proteininin 177. pozisyonundaki tirozinin (Y177/Tyrl77)
otofosforillenmesi 16komogenez icin 6nemlidir (46). Fosforilasyon sonucu olusan
kalint1 “‘reseptor bagli biiylime faktor protein 2°° (Grb2)’ nin Src- homology 2 (SH2)
bolgesine baglanmasini saglar. Grb2’ nin bu sekilde aktive olmasi Src-homology 3
(SH3) bolgesine baglanan ‘‘RAS’ a etkili guanin niikleotidi’> (SOS) ve “‘Grb2
iligkili protein 2 (GAB2) olusumunu arttirmaktadir. RAS, SOS tarafindan aktive
edilmektedir. ‘‘Fosfotidilinositol-3-kinaz’’> (PI3K) ve SHP2Z salinimim1 saglayan ise
GAB2’nin fosforilasyonudur. SHP2, bircok tirozin kinaz sinyal yolaginin iginde
bulundugu RAS ekstraseliiler sinyal iliskili kinaz yolaginin normal aktivasyonu i¢in
de gereklidir (47). Src kinaz olan Hck, fiizyon Bcer-Abl geni tarafindan fosforile olur.
Fosforile olan Hck ‘“Sinyal Iletim ve Transkripsiyon Aktivatérii’> (STAT 5)’i aktive
eder. Hematopoetik kok hiicre transformasyonu iizerine Bcr-Abl’nin etkisi RAS,
STATS ve PI3K aktivasyonu araciligtyla olmaktadir (48,49).

Ayrica birgok malignitede programlanmis hiicre 6liimiinii etkiledigi diisiiniilen
‘“Myelositomatozis’’ (Myc) yolu aktivasyonu (Bcr-Abl’ye bagli) da SH2 {izerinden
olmaktadir (50).

Asagidaki sekilde Bcr-Abl fiizyon geni ile aktive olan sinyal yolaklar
mekanizmalar1 gosterilmektedir (Sekil9) (51).
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Sekil 9:Bcr-Abl hibrid geni ile aktive olan sinyal yolaklar1 goriilmektedir (51).

BCR-ABL: Breakpoint Cluster Region - Abelson fiizvon geni, AKT: Protein Kinaz B, ERK:
Eksmaselaler Sinyal Diizenleyici Kinaz. MEK: Mitojen Aktive Protein Kinaz. JAK: Januskinaz,
STAT: Sinval iletim ve Transkripsvon aktivatorii. SAPK: Stres Aktive Protein Kinaz.

1.4.  Mikro RNA (miRNA)

MikroRNA’lar (miRNA’lar) 20-23 niikleotid (nt) uzunlugunda, kodlama
yapmayan, Kkiiciik, tek iplikli (sarmall)) RNA dizileridir. miRNA’lar hedef
mRNA’larin 3’UTR (Untranslated Region-Cevirim yapilmayan bolge), S’UTR veya
ORF (Open reading frame-A¢ik okuma Zinciri) bolgelerine baglanarak translasyonel
baskilamaya veya mRNA’ nin par¢alanmasina neden olurlar. miRNA’lar ¢ok hiicreli
organizmalarda gen ifadelerini diizenlemektedirler (52).

Ilk miRNA 1993 yilinda Lee ve arkadaslari tarafindan; yuvarlak solucan
Caenorhabditis Elegans (C. elegans)’ta yapilan c¢alismayla kesfedilmistir. Lee ve
arkadaglari, C. elegans’ta lin-4 olarak adlandirdiklar1 genin 22 nt uzunlugunda kiiciik
bir RNA transkribe ettigini fakat bu RNA’nin higbir proteini kodlamadigini rapor
etmiglerdir. 2000 yilinda ise yine C. elegans’ ta let-7 diye adlandirilan ve canlinin

gelisimini diizenleyen baska bir miRNA kesfedilmistir. Daha sonraki yillarda hemen
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hemen biitiin organizmalarda bircok miRNA molekiilii kesfedilmis ve 2001 yilindan
itibaren mikroRNA (miRNA) terimi kullanilmaya baslanmistir (53).

Bugiline kadar 1881’1 Onciil (prekiirsor), 2588’1 de olgun miRNA insan
genomunda belirlenmistir (54).

Insanlardaki miRNA miktarinin  tiim genomun %1-5’i oldugu ve bu
miRNA’larin  protein kodlayan genlerin  %30’unu  diizenledikleri tahmin
edilmektedir. Bu da diizenleyici mekanizmasmin diisiiniildiiglinden daha yaygin
oldugunu gostermektedir (55).

miRNA’larin adlandirmasinda “mir” 6n eki kisaltmasi ve bir sayisal deger
bulunmaktadir. Sayisal deger o giine kadar tespit edilen miRNA sayisina gore

[XPRX)
T

verilmektedir. “mir-" takisindaki kiigiik pre-miRNA’ y1, biiyiik “R” (miR) olgun
miRNA’y1 temsil etmektedir. miRNA’nin ait oldugu tiirii belirtmek i¢in ilgili tiire ait
kisaltma en basa yazilir (Hsa-miR-10a gibi) (Hsa: Homo Sapiens). Benzer dizilere
sahip miRNA’lar1 isimlendirmek i¢cin miR adi ve sayisal degerden sonra bir ek
kullanilir. Ornegin; miR-10a dizisi miR-10b dizileri benzer dizilere sahip olduklar
icin a ve b seklinde yazilmaktadir. Genomda farkli bolgelerde yerlesmis ve birbirinin
aynist olan pre-miRNA’lar1 belirtmek i¢in en sona bir sayisal deger yazilmaktadir.
Ornegin; hsa-mir-221-1 ve hsa-mir-221-2 pre-miRNA’lar1 ayn: olgun miRNA’y1
olusturmaktadirlar fakat genomda farkli bolgelere yerlesmis olarak bulunurlar. Olgun
mMiRNA, pre-miRNA’nin hangi kolundan koken alirsa ilgili dizinin ucuna gore -3p
veya -5p son eki adlandirmanin sonuna yazilir. Pre-miRNA’larin kollarinin
ekspresyon diizeyleri biliniyorsa, diisiik diizeyde ifade edilen miRNA’y1 belirtmek
i¢in arkasina yildiz isareti konur. Ornegin; miR 130 ve miR-130* bir pre-miRNA sac
tokasini paylasirlar fakat ifade edilme farkliligindan dolayr miR-130 hiicrelerde daha
fazla bulunmaktadir (56).

1.4.1. miRNA’larin genomik dagilim

miRNA onciilleri genomun farkli bolgelerinde kiimelenmis halde, ¢ogunlukla
genler aras1 (intergenik) bolgelerde bulunurlar. Y kromozomu hari¢ biitiin
kromozomlara dagilmis haldedirler. Son yillarda yapilan c¢alismalar memeli
miRNA’larinin ¢ogunun, intergenik bolgelerden baska genomun farkli bolgelerine de

lokalize olduklarini gostermistir. Giiniimiizde miRNA genleri genomik dagilimlarina
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gore; protein kodlamayan yazilim birimindeki ekzonik miRNA’lar, protein kodlayan
yazilim birimindeki intronik miRNA’lar ve protein kodlamayan yazilim birimindeki

intronik miRNA’lar olarak gruplandirilir (57).

1.4.2. miRNA’larin yapisi

Memeli miRNA’lar1 6nce pri-miRNA (primer-miRNA) olarak adlandirilan
sap-ilmek (stem-loop) yapidaki yaklasik 80 nt’lik bir kolun pargasi olarak transkribe
olurlar. Bazi miRNA’lar (6rn: hsa-miR-15a ve hsa-miR-16-1) kiimeler halinde
organize olmuslarken, ¢ogu insan miRNA’lar1 genomik olarak tek tek bulunur. Pri-
mMiRNA’lar, 3’ucunda poli-A kuyrugu ve 5’ucunda 7-metilguanozin igerirler (Sekil
10). Bu uglar ve ilmek yapisi miRNA olgunlagma siirecinde, Drosha ve Dicer

enzimleri ile kesilirler (58-60).
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Sekil 10:Pri-miRNA’nin yapis1 (58-60).

miRNA’nin  5’ucunda hedef mRNA ile eslesmesini saglayan kisimlar
bulunmaktadir. Bu bolgeler tanima-eslesme bolgeleri (seed region) olarak adlandirilir
(Sekil 11). Post-transkripsiyonel agsamada gen regiilasyonunu diizenleyebilmeleri i¢in
miRNA’larin, seed regionlar ile, hedef mRNA’ nin 3> UTR bdlgesindeki miRNA
taniyict kisimlara (MTK), 2-9 bazlik eslesme yapmasi gerekmektedir. Bu seed
bolgelerinin es oldugu miRNA’larin ise aynt mRNA’lar1 hedefledigi bilinmektedir.
Fakat miRNA’lar seed bolgeleri disinda tiim ~22 nt’lik dizi olarak evrimsel olarak
korunduklarindan dolay1 aslinda tiim dizi halinde hedef mRNA 6zgiinliigiine katkida
bulunabilecegi diislintilmektedir (61, 62).
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Sekil 11: miRNA ve hedef mMRNA eslesme bolgesi (61, 62).

1.4.3. miRNA biyogenezi ve mekanizmasi

miRNA mekanizmast ve biyogenezi ile ilgili caligmalar hala baslangic
asamasinda oldugundan dolay1 tanimlanan ¢ogu miRNA’nin islevi bilinmemektedir.
Yapilan gen ifade calismalari ile miRNA’larin islevleri arastirilmaktadir. Elde edilen
veriler, miRNA ifadelerinin belirli timorlerde degisime ugradigini géstermekte, bu
da miRNA’larin kanser ve diger hastaliklarin gelisiminde rol alabilecegini akla
getirmektedir (53).

miRNA biyogenezi iki asamada gergeklesir; once niikleer kesim ve sonra
sitoplazmik kesim. Bu iki asamada; once miRNA geni transkribe olur ve pri-
miRNA’y1 olusturur. Bu siire¢ pre-miRNA (6nciil miRNA) ve son olarak da miRNA
dubleksinin (miRNA: miRNA*) olusumuyla devam eder (miRNA dubleksinde,
anlamsiz iplik yildiz isareti ile ifade edilmektedir) (55).

Niikleer kesim; Genler arasi bolgelerde yer alan miRNA onciilleri Polimeraz
IT (Pol II) ve Polimeraz III (Pol III) tarafindan transkribe edilir ve tek iplikli sap-
ilmek yapisindaki pri-miRNA’y1 olusturur. Buna karsin; protein kodlayan yazilim
biriminin intronlarinda yer alan miRNA’lar Pol II tarafindan pre-mRNA’nin bir
pargasi olarak transkribe olurlar. Oncelikle miRNA’lar Pol II ve Pol III aracilig ile
uzun pri-miRNA’lara donistiriliirler. Olgun miRNA’larin  olusumundaki ilk
basamak pri-miRNA’larin  mikroprosesor olarak adlandirilan  heterodimerik
kompleks ile kesimidir. Mikroprosesor kompleks RNAse III enzimi formundaki
Drosha ve substrat taninmasinda Drosha’ya yardimci olan RNA baglanma domainini
iceren; DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8 veya Pasha)’den meydana
gelmektedir. 5° sapka ve 3’ poli A kuyruklari niikleus i¢inde mikroprosesor
kompleks ile kesilerek yaklasik 60 nt uzunlugunda sac tokasi yapisindaki pre-
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miRNA’lara dontstiiriiliirler. Boylece 5° fosfat ve yaklasik 2 nt iceren 3’ uglar
olusur. Niikleus icgerisindeki pre-miRNA’lar niikleustan disari, niikleositoplazmik
tasima faktorii olan Ran-GTP ve Exportin-5 reseptorii ile birleserek tasinirlar (55).

Sitoplazmik kesim; Sitoplazmaya tasinmis pre-miRNA’lar Dicer enzimi ile
kesilerek 20-22 nt uzunlugundaki olgun miRNA formuna doniistiiriiliirler. Dicer
enzimi birka¢ islevsel domainden olusur. Bunlar pre-miRNA’nin 3‘ucundaki
niikleotidlere yiiksek afinitede baglanma egilimindeki Piwi-Argonaute-Zwille (PAZ)
domaini, Helikaz domaini, ‘‘domain of unknown function 283°’ (DUF283) alt
tinitesi, dsSRNA baglanma domaini ve iki RNaz III katalitik domainidir. Dicer
enziminin pre-miRNA’ya baglanmast PAZ domaininin miRNA’nin 3’ucundaki iki
niikleotidi tanimasiyla gerceklesir (55). Pre miRNA’ya dubleks kismindan baglanan
Dicer enzimi pre-miRNA’nin sap bolgesini ve terminal baz g¢iftlerini kesip atar.
Kesim sonucunda small interferans RNA (SIRNA) benzeri, kusurlu bir miRNA
dubleksi olusur (61). Bu dubleks olgun miRNA ile pre-miRNA’nin karst kolundan
koken alan ayn1 uzunluktaki bir fragmentten (miRNA*) meydana gelir (55).

Olgun miRNA ipligi, indiiklenmis susturma kompleksi RNA-induced silencing
complex (RISC)] olarak bilinen protein kompleksi ile etkilesime girer. Insanlardaki
miRNA ve RISC birlesme mekanizmasi belirsizdir. miRNA-miRNA* dubleksinin
¢coziilme mekanizmas: bilinmemekle birlikte birkag hipotez ileri siiriilmektedir.
Bunlardan biri: Dicer’in miRNA* ipligini kestigi ve boylece olgun miRNA ipliginin
serbest kaldigidir. Diger bir hipotez ise; RISC’in konformasyonal degisimi ile
dupleksin kendiliginden ¢oziildiigii veya tanimlanamayan helikazlar yardimiyla
ayridigidir. Ayrica RISC kompeklesini olusturan proteinlerden biri olan Argonaute-
2 (Ago-2)’ nin de miRNA* ipligini kesebildigi varsayilmaktadir (55).

Insanlarda, 4 tane argonaute proteini (Ago 1-4) etrafinda merkezi sekilde
yerlesmis, protein kompozisyonuna bagli olarak degisen sekiz sinif RISC kompleksi
vardir. Bu proteinlerden Sadece Ago-2 proteini susturucu Ozellik gosterir ve
mRNA’nin kesilmesini katalizler. Aktiflesmis RISC, olgun miRNA ipligi ve hedef
mRNA’nin 3> UTR bolgesi arasindaki Watson-Crick baz eslesmesiyle hedef
mRNA’ya baglanir (55).

miRNA ve hedef mRNA arasindaki baz eslesmesi biiyiikk oranda miRNA

ipliginin merkez bdlgesinde (5° ucundaki 2-8 rezidii) meydana gelir. Bu durumda
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mRNA’nin kesimi Ago-2 proteini tarafindan katalizlenir. Kesim sonucu agiga ¢ikan
{iriinler hiicresel mRNA yikimindan sorumlu iki siireg ile yikilirlar. Tlki mRNA’daki
poliA kuyrugunun uzaklastirilma iglemidir. Bir sonraki yikim ise 3’-5" ekzoniikleaz
aktivitesi gosteren eksozom ile meydana gelir (55).

Eger mRNA miRNA’ya yeterli bir komplementerlik gostermiyorsa veya birden
fazla komplementer bolgeye sahip ise bu durum baz eslesmelerinin zayif olmasina ve
RNA dubleksi iizerinde ¢ikintilar olugsmasina sebep olur. Bu olusumlar Ago-2
proteininin susturucu etkinligini baskilar ancak hedef mRNA’nin translasyonunu
baskilama yetenegini etkilemez. miRNA’larin translasyonu nasil baskiladiklari tam
olarak netlik kazanmasa da bunun ¢esitli yollarla oldugu diisiiniilmektedir. Deneyler
translasyonun; baslama ve uzama asamalarinda baskilandigin1 gostermektedir (55).

miRNA biyogenezinin tiim asamalar1 Sekil 12°de gosterilmektedir.
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Sekil 12 : miRNA biyogenezinin agsamalari (55).
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1.4.4. miRNA’larin biyolojik rolleri

miRNA olgunlasmasindan sonra, genellikle miRNAya bagli gen susmasi; hedef
mRNA’nin 3’'UTR’si ile tam olmayan baz eslesmesi yapan miRNA’nin translasyonu
baskilamasi ve mRNA degredasyonu ile sonuglanir (63). miRNAlar, hedef
mRNAnin 5’UTR bdélgesi, agik okuma cercevesi (ORF) ya da dogrudan DNA dizisi
ile de etkilesme girerek transkripsiyonu diizenlemektedir. Ayrica, miRNAlarin gen
anlatimin1 baskilayic1 6zelliklerinin yanisira bazen 6zel durumlarda mir-369-3’iin
tumor nekrosiz faktéor a (TNFa)’'nin anlatimini arttirict 6zelliginde oldugu gibi
onkogenik rolii de oldugu kesfedilmistir (64).

miRNA’lar apoptoz, kalp gelisimi, lipid metabolizmasi, insiilin salgilanmasi,
kok hiicre farklilagsmasi, kas farklilagmasi, antijen taninmasi ve yaslanma gibi cesitli
biyolojik siire¢leri diizenlerler (55).

Yapilan calismalarla, Drosophila’da apoptozun diizenlenmesinde ve hiicre
farklilasmasinda (14), c.elegans’da noral simetride (65), insanlarda hematopoietik
farklilasma, hematopoietik hiicre gelisimi ve 16komojenezde (66) etkili olan birgok

6zglil miRNA tanimlanmistir.

1.4.5. Normal hematopoezde miRNA’lar

miRNAlar, hematopoezin hemen her evresinde kritik roller iistlenirler. Ornegin
miR-150 ve miR-155, B ve T lenfosit diferansiyasyonunu kontrol eder, miR-221 ve
miR-222, hiicre yiizeyi biiylime faktor reseptorii olan c-KIT’i hedef alarak eritroid
diferansiyasyonu bloke eder, miR-223 graniilopoezisi indiikler (Sekil 13) (67-69).

miRNA’lar ile hematopoezisin iligkisini gosteren ilk c¢aligma, 2004 yilinda
yayinlanmistir. Bu yayinda Chen ve arkadaglari, sican kemik iliginden 150
miRNA’y1 klonlamigtir ve miR-181’in, miR-223"iin ve miR-142’nin baskin olarak
hematopoetik hiicrelerde eksprese edildigini, miR-181’in ise 6zellikle kemik iliginin
B-lenfoid hiicrelerinde yiiksek miktarlarda eksprese edildigini gdstermistir.
Hematopoetik kok hiicrelerde miR-181’in ektopik ekspresyonu, in vivo ve in vitro
olarak B-lenfoid hiicrelerin miktarinda artisla sonu¢lanmistir. Ek olarak, miR-223 ve

mMiR-142"nin, miyeloid hiicrelerde de yiiksek miktarda eksprese edildigi goriilmiistiir.
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Bununla beraber, bu iki miRNA’nin ektopik ekspresyonu, beklenenin aksine, B veya
miyeloid hiicrelerde degil, T hiicrelerin miktarinda artisla iligkili bulunmustur (70).

Diger yandan baska bir calismada, miR-155, miR-223, miR-181 ve miR-
142°nin insan ve fare hematopoetik hiicrelerindeki ekspresyon bicimleri farkli
bulunmustur (71).

Hematopoeziste miR-150 ¢ok onemlidir. Olgun T ve B lenfositlerde
(onctillerinde degil) eksprese olur. Sican hematopoetik dokusunda, B ve T hiicre
olgunlagmasi esnasinda ekspresyonu artar, olgun T lenfositlerin Thl ve Th2

hiicrelere doniisiimii esnasinda ise azalir (72).

e 1154
MIR451
MIR150 MIR221
MIR 155 wpnz"
MIR24  MIR223
Mature

P 145‘“ EP —— — — . erythrocytes

MIR15A, MIR15-1. NIR16-2
MIR1258™" @

/‘(\‘ MkP — e — @ ® Platelets
MIR150 — / .
f MIR15D
— MIR34A
MIR155 P——'
MIR145A

—_‘J—. MiR223
// \ /@l_, . — (O Granulccytes
/

MR21

\ MIR1¢68
/ mMP
MIR 1257 / @)

MIR126™ / . y" i ™
MIR155
MIR1988" @ p— NAIRI0A e e —s —> O Monocytes

e MIR 1258
MR29A MIR17HG

MIR181. MIR 155 MIR 146A

> > - > @ T iymphocytes
/ — R
° ¥ wmiri7nG  [E—
\ MIR181, MIR15S
. B lymphocytes
po

MIR34A
MIR 160

Sekil 13: Normal hematopoezde miRNA ekspresyonu (67-69).

HSC: Hematopoetik StemCell (Hematopoetik Kok Hiicre), CMP: Common Miyeloid
Progenitér (Ortak Miyeloid onciiller), CLP: Common Lenfoid Progenitor (Ortak Lenfoid
onciller), MEP: Megakaryosit-Eritrosit Progenitdor (Ortak Megakaryosit ve erotrosit
onciiller), GMP: Grantilosit-Monosit Progenitor (Ortak Graniilosit ve monosit onciiller), EP:
Eritroid Progenitoér (Eritrositlere doniisen Onciiller), MkP: Megakaryosit Progenitor
(Trombositlere doniisen Onciiller), GP: Graniilosit Progenitdr (Graniilositlere doniisen
onciiller), MP: Monosit Progenitor (Monositlere doniisen dnciiller).

Lenfoid hiicre doniisiimiinde diger bir onemli miRNA, miR-155tir. miR-
155’in yiiksek seviyeleri, aktif B ve T lenfositlerde ve aktif monositlerde bulunur

(73).
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mIiR-155, sitokin tiretimini etkileyerek germinal merkez reaksiyonunu ve T-yardimci
hiicre doniistimiinii diizenler (74).

Eritroid diferansiyasyonu ve olgunlasmasi esnasinda miR-221 ve miR-222
ekspresyonu baskilanir. Bu iki miRNA’nin 5° ucundaki ilk sekiz niikleotid aynidir;
bu da bu miRNA’larin ayn1 hedef olan KIT (hiicre yiizeyi biiylime faktdr reseptorii
olan ¢c-KIT (CD117) ad1 verilen proteini kodlayan gen) reseptdriine baglandigini
distindiiriir. KIT reseptorii, hematopoetik hiicrelerin ¢ogalmasmin kontroliinde,
anahtar bir faktordiir. miR-221 ve miR-222’nin ekspresyonlarinin azalmasi, olasilikla
eritroblastlarin ekspansiyonu ile sonuglanan KIT ekspresyon blokaji yapar (68).

Normal eritropoez esnasinda, miR-222, miR-221, miR-150 ve miR-155
ekspresyonu ilerleyici olarak azalir, miR-451 (eritroid hiicrelere 6zgiildiir), miR-144
ve MiR-16 (retikiilositlerde) ekspresyonu artar, miR-339 ve miR-378 ekspresyonu ise
bifazik patern gosterir (75).

miRNA’lar, megakaryosit olgunlasmasinda da énemli roller iistlenir. Garzon ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, in vitro ortamda, CD34+ progenitdr hiicrelerden
megakaryositlerin diferansiyasyonu esnasinda 20 miRNA’nin ekspresyonunun (miR-
126, miR-106, miR-10b, miR-10a, miR-17 ve miR-20) azaldigim gostermislerdir.
(76).

Transkripsiyon faktorii RUNX1’in (AMLI1 proteini olarak da bilinir), erken
hematopoez sirasinda miktar1 artar ve miR-27a’nin ekspresyonunu arttirir.
Megakaryositik serinin doniisiimii esnasinda miR-27a, RUNX1 ekspresyonunu geri

besleme ile negatif yonde diizenler (77).

1.4.6. Normal hematopoezden malign hematopoeze miRNA’lar

Giliniimiizde, hematolojik malignitelerde miRNA’larin direk rollerini isaret
eden ¢ok az sayida calisma olmakla beraber, normal hematopoezde ve hematolojik
malignitelerde miRNA’larin  rollerini aragtiran caligmalarin  sayis1  gitgide
artmaktadir. Ornegin; miR-155, germinal merkez reaksiyonlarmi diizenler ve
siganlarda B hiicreli malignensilerle iligkili bulunmustur (74,78). Ek olarak miR-155
ekspresyonunun diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada, kronik lenfositik ldsemide,
hodgkin lenfomada artmasinin, bu miRNA’nin lenfomageneziste nemli bir rol

tistlendigini isaret eder (79,80). Diger yandan, sicanlarda asir1 ekspresyonunun
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miyeloproliferatif hastalik (MPH) ile sonuglandig1 ve eritroid/megakaryositik seride
azalma ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu verilere gore miR-155, cesitli sekillerde

etkindir, asir1 salinimi ise, miyeloid ve lenfoid malignitelerle iligkilidir (81).

1.4.7. miRNA ve kanser

Calin ve calisma arkadaslarinin 2002 yilinda yaptiklar1 molekiiler ¢aligma,
miRNA’ larin kanserlesme siirecine katkida bulunduklarinin ilk kanitidir. Yaptiklari
calismaya gore; KLL hastalarinda delesyona ugrayan 13q14 bolgesinde miR-16-1 ve
miR-15a miRNA’larinin bulundugu tespit edilmistir (20). miRNA’larin kanser ve
normal dokulardaki ifade farkliliklarinin tespit edilmesi ve kromozomlarin frajil
bolgelerinde (kanserle iliskili oldugu bilinen bdlgeler) bulunmasi (frajil bolgelerin
yarisindan fazlas1 miRNA kodlayan genlerden olusmaktadir) miRNA’ larin kanser
gelisimindeki rollerini giiclendirmistir (82).

Michael ve c¢alisma arkadaslar1 2003 yilinda normal dokular1 ve solid tiimdrleri
karsilagtirarak miRNA ifadelerinde degisimler saptadiklarini belirtmislerdir (83).
miRNA ifadelerindeki bu degisimler daha sonraki yillarda; meme kanserinde (84),
Burkitt Lenfomada (85), habis beyin tiimorlerinde (86), tiroid kanserinde (87),
prostat kanserinde (88), akciger kanserinde (89), hepatoselliiler karsinomda (90),
mesane ve kolon kanserinde (91) tanimlanmastir.

Kanser gelisimi ile iligkili genler tiimor baskilayic1 genler ve onkogen olarak
adlandirilirlar. Protein kodlayan genlerde oldugu gibi kanserde etkili olan miRNA’lar
da onkogenik miRNA (onkomiR) ve tiimor baskilayict (TS-miR) miRNA’lar olarak
ikiye ayrilir (53). OnkomiR’ler (6rn: miR-17-92 ailesi) tiimor baskilayict genleri,
hiicre farklilagmasini veya apoptozu kontrol eden genleri baskilayarak timor
gelisimini arttirirken; TS-miR’ler (6rn: let-7) onkogenik genleri baskilayarak timor

gelisimine engel olurlar (92).

1.4.8. miRNA ve losemi

Daha 6nceki 16semi ¢aligmalarinda miRNA gen anlatim profillerinin malin ve
normal hiicrelerde farklilik gosterdigi kanitlanmistir. Ayrica miRNA anlatim

profillerinin 16semi alt tipleri arasinda da ayrim yapilmasma yardimci olabilecegi
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gosterilmistir (93). Ornegin, 2007 nin sonlarina dogru en sik rastalanan gocukluk
cag1 kanserlerinden Akut Lenfoblastik Loseminin (ALL), Akut Myeloid Losemiden
(AML) %095’1ik bir oranla miRNA anlatim profillerine bakilarak ayirt edilebilecegi
gosterilmistir (94). Losemi olusumunda yer alan miRNA’lar asagidaki tabloda

gosterilmistir (Tablo 1) (95-102).

Tablo 1: Lésemi Olusumunda yer alan miRNA’lar (95-102).

_Mirna Gen anlatimi durumu Lisemi Tipi
Mir-10a Anlatim azalmas: KMIL
Mir-15a/mirl6-1 Anlatim azalmas KLL
PIr-17-92 kiimesi Anlatim artis EMIL
Mir 29,/ mir 181b Anlatim azalmas: KLL
Mir-106b Anlatim artisi KLL
BAIr-107 Anlatim artisi APL
Mir-124a Anlatim azalmasi AML
Mir-125b-1 Anlatimn artmasi ALL
Mir-126 Anlatim artmasi ANML
Mir-128 Anlatim artmasi ALL
Mir-148a Anlatim azalmasi AML{s0 yagindan geng)
Mir-155 Anlatim artmas AML{FLT3 mutasyoniu)
Mir-181a Anlatim azalmas: AML{s0 yagindan geng)
Mir-191,/mir-199 Anlatirn artmas AML 111523}
Mir-204 Anlatim azalmasi APL
PIr-221/mir-222 Anlatim artmas AML

AML t[5;21)

PIr-223

Anlatim azalmasi

Biitiin bunlarin yanisira hematopoezde hiicrelerin farkli gelisim asamalarinda
farkli miRNA’larin aktif oldugu bilinmekte ve miRNA profillerine bakilarak hiicreler
gelisim basamaklarma gore sinmiflandirilabilmektedir. Hematopoetik sistem spesifik
mMiRNA’lar 6rnegin; miR-146, miR-181, miR-223, miR-150, miR-155 ve miR-21
dir. Bu miRNA’lar graniilositlerden, T ve B hiicrelerine kadar farkli hematopoetik
sistem hiicrelerinin gelisim evrelerinde yer almaktadirlar ve hastalik patogenezine
anlatimlarmin bozulmas1 sonucu hedef genlerinin de diizenlenmelerini bozmalariyla

katkida bulunduklar1 bilinmektedir (103) (Sekil 14).
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Sekil 14: Hematopoezin farkli basamaklarinda yer alan miRNA’lar (103)

Losemi, kemik iliginden heniiz olgunlagsmamis hiicrelerin klonal olarak
cogaldigi, tedaviye direngli ve hastalarin takip edilebilecegi 6zglin molekiiler
belirte¢lerin halen bulunmadigr bir hastalik grubudur. Bu kii¢ciik molekiillerin,
“miRNA”’larin, gen regiilasyonundaki etkilerinin ve doku spesifik miRNA’larin
kesfi ile yeni biyobelirte¢ olma potansiyelleri yiiksektir. Ayrica terapotik olarak ta
onkogenik miRNA’lar anti-mir-oligolar1 ile susturularak veya timor siipressor
mMiRNA’lar dogrudan onciil veya malign kok hiicrelere ya da viicuda enjekte edilerek

klasik 16semi tedavileriyle kombine olarak kullanilmasi hedeflenmektedir (104).

1.4.9. miRNA 148b

miR-148b, miR-148/152 ailesinin bir iyesidir (105). miR-148/152 ailesinin
matiir tyeleri 6-7 niikleotid uzunlugu ortak olmak iizere 21-22 niikleotid
uzunlugunda bir diziye sahiptirler. Bu ortak niikleotid dizisi hedef mRNA’ya
baglanmada en 6nemli bolgedir. miRNA-148/152 ailesi iiyeleri hedef mRNA’larin
3’-UTR ucuna baglanarak hem normal dokuda hem de tiiméral dokuda, cesitli

biyolojik olaylarla iliskilidirler (106) (Tablo 2).

Tablo 2: miR 148/152 ailesi baz dizilimi (olgun formlar1) (106).

Adi “Baz Dizilimi |
miR-148a ucagugcacuacagaacuuugu

miR-148b ucagugcaugacagaacuugg

miR-152 ucagugcaucacagaacuuugu
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Ozellikle kok hiicreler olmak iizere normal dokuda anormal ekspresyonlari
izlenmistir. Hematopoetik kok hiicrelerde miR-148a diizeyi azalmis olarak
bulunmustur. miR-148a embriyonik kok hiicreler ile karsilastirildiginda mezenkimal
kok hiicrelerde baskilandigi izlenmistir (107). Schoomeesters ve arkadaslari erken
osteojenik gelisim esnasinda insan mezenkimal hiicrelerinde miR-148b diizeylerinin
ifadesinin arttigini bildirmislerdir (108).

Hodgkin dis1 lenfomada radyasyon tedavisine yanit veren hiicrelerde miR-148b
diizeyi yiiksek bulunmustur. Ayrica miR-148b’nin radyosensitiviteyi arttirdigi ve
iyonize radyasyona duyarlilikta bu hasta grubunda bir belirteg olabilecegi
onerilmistir (109).

MIRNA-148a/152 ailesi iiyelerinin birgok hastalikta diizeyleri artmistir. Multipl
myelomada mir-148a’y1 da igeren altt miRNA diizeyi artmis olarak bulunmus olup
bu artis kisa hastaliksiz sagkalim ile iligkili bulunmustur (110).

MIRNA-148a/152 ailesi iiyelerinin g¢esitli tiimor tiplerinde diizeylerinin
azaldigr gosterilmistir. Bu durumun potansiyel olarak bu miRNA’larin timor
baskilayict miRNA olarak ta rol oynayabildiklerini gosterdigi ileri stiriilmiistiir. miR-
148b’nin karaciger kanser kok hiicrelerinde ve ayrica karaciger kanser hiicre

dizilerinde ifadesinin azaldig: gosterilmistir (111, 112).

1.4.10. miRNA 150

miR-150 hematopoez de énemli bir miRNA’dir. Ozellikle dinlenme halindeki T
ve B hiicrelerinden daha az oranda da progenitor hiicrelerden eksprese olur.
Kemirgen hematopoetik dokusunda B ve T hiicre maturasyonunda ekspresyonu
artarken immatlir T hiicrelerinin Thl ve Th2 hiicrelerinin ileri farklilasma
stireclerinde yapimi baskilanarak azalir (72).

Hematopoetik kok hiicre Onciillerinde mir-150’nin  ektopik ekpresyonu;
dolasimdaki, dalaktaki ve lenf nodlarindaki olgun B hiicre sayisim1 azaltirken, T
hiicre veya myeloid hiicreler iizerine etkisi daha azdir. ileri arastirmalar sonucu B
hiicre maturasyonu sirasinda miR-150’nin pro-B hiicrenin pre-B hiicreye

doniisimiinii bloke etigi kanitlanmustir (67).

31



1.4.11. miRNA 130b

miR-130 ailesi, ortak bir sekansi paylasan miR-130b, miR-301la ve miR-
301b'den olusur. miR-130b 22q11 gen bolgesinde yer alir (113), gastrik, karaciger
ve endometrial kanserlerde onkojenik rol oynamaktadir (114-116). Yumurtalik
kanseri ve tiroid papiller karsinomada ise bir tiimor baskilayici olarak gorev yapar
(117, 118). miR-130, mezenkimal farklilasma, immiin hiicre fonksiyonu ve hipoksik
yanit modiilasyonu ile baglantilidir (119,120). Invaziv gastrik, hepatoselliiler ve renal
karsinomda asir1 ekspresyonu olan miR-130b diger miRNA’lar ile birlike tiimor

invazyonunda bir risk faktorii olarak tanimlanmistir (121-124).

1.4.12. miRNA 10a

mMiR-10 6nciil gen ailesi, 17. kromozomda yer alan, kisa, kodlama yapmayan
RNA'larin bir grubunu kodlar. Sirasiyla miR-10a, miR-10b, miR-99a / b, miR-100 ve
mMiR-125' den olusur. miR-10 gen ailesi, regiilasyonu, korunmus olmasi, Hox geni
gelisim diizenleyiciler1 1ile ortak ifade edilmesi ve genomik lokalizasyonu
nedenlerinden dolay1 birgok arastirma grubunun ilgisini ¢ekmistir. Cesitli kanitlar
Hox geni ve miR-10 gen ailesi iiyelerinin diizenlenmesi arasinda yakin bir etkilesime
isaret etmektedir. Drosophila'da, hem 3 ' miR-10, hem de daha az olan 5' miR-10,
Antennapedia Hox kiimesinde bulunan miR-10 geninden eksprese edilir ve her ikisi
de Hox genlerini hedefler (125-127).

Gilinlimiizde, miRNA'larin kanserde 6nemli roller oynadigr ve bu nedenle de
miR-10a/b'nin de ¢esitli kanser tiirlerinde gen ifadelerinin diizensiz oldugu
bilinmektedir. miR-10b normal B-hiicreli kronik lenfositik 16semide asir1 eksprese
olur (128). Niikleofosmin (NPM1) genindeki mutasyonlar ile karakterize edilen akut
miyeloid l6semilerin bir alt grubunda, miR-10a, miR-10b ve miR-100 en fazla
eksprese edilen miRNA’lar olarak tanimlanmistir (129). Ayrica, yiiksek seviyelerde
miR-99a ve miR-100'"in, akut miyeloid 16semide en sik karsilagilan anormalliklerden

biri olan kromozom 16' nin inversiyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (130).

32



1.5. KML’ de Kullanilan Tan1 Yontemleri

15.1. Konvansiyonel sitogenetik yontem

Laboratuvar ve klinik bulgular1 ile KML’den siiphelenildigi durumlarda tani,
periferik kan yaymasi ve kemik iliginin incelenmesine dayanir. Periferik kanda
graniilositik lokositoz, splenomegali, kemik iliginde miyeloid hiperplazi ve LAP
yaymasi sonucunda diisiikliik gibi bulgular KML lehine olmakla birlikte kesin tani
icin karyotip analizi yoluyla Ph kromozomunun ya da molekiiler yontemlerle Ber-
Abl translokasyonun gosterilmesi gerekir (131).

Okaryotlarda niikleusta bulunan ve kalitsal bilgiyi tasryan DNA molekiilii,
hiicre interfaz asamasinda iken, histon ve histon olmayan proteinlerle birlikte
kromatin yapiyt olusturur. Hiicre bdliiniirken kromatin yapi1 kisalip kalinlagarak
kromozomlart meydana getirir. Kromozomlar metafaz sathasinda incelemeye uygun
hale gelirler (132,133).

Kromozomlarin anomalilerinin belirlenebilmesi ve yapisal olarak incelenmesi
icin yapilan islem karyotiplemedir. Sitogenetik, kromozomlarin fonksiyonlarini,
yapisini, davraniglarint ve patolojilerini inceleyen bilim dalidir. Genis bir uygulama
alan1 bulunsa da sitogenetik analizini gerektiren kosullar olmalidir. Karyotipleme,
tan1 ve takibinde belirleyici kromozom anomalilerinin goriildiigii kanserler, 6zellikle
hematolojik kanserlerin belirlenmesi igin uygulanmaktadir (133-135).

Kromozomlar1 tanimlamak, kromozomlarda meydana gelen sayisal ve yapisal
anomalileri tespit etmek amaciyla ¢esitli kromozom bantlama yontemleri
gelistirilmistir. Genel olarak incelemelerde 450-550 band diizeyindeki metafazlar
kullanilmaktadir. Band rezoliisyonu, X kromozomunu iceren bir haploid sette
gorilen acik ve koyu renk boélgelerin toplam sayisimi ifade etmektedir. Band
diizeyleri, kiiclik kromozom pargalarinin kayip ve artislarinin saptanmasinda yeterli
olmayabilir. Bu durumda daha yiiksek band seviyelerinde (550-850) inceleme
yapilmas1 gerekmektedir. Amaca yonelik olarak Q, R, C, HRB gibi yontemler de
kullanilmasina ragmen, genel olarak G bantlama yontemiyle inceleme yapilir.

KML tanisi, Ph kromozomu veya Bcr-Abl fiizyon transkriptinin varliginin

gosterilmesi ile dogrulanmaktadir. Ph kromozomunun varligi konvansiyonel
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sitogenetik yontem olan G-bantlama metodu ile gosterilmektedir. Materyal olarak
genellikle kemik iligi kullanilmaktadir.

Bu yontemde hiicreler siklusun metafaz evresinde incelenir. Genellikle 20
mitotik hilicrenin genetik analizi yapildigindan dolay1 sensitivitesi diisiiktiir. (133,

136,137).
1.5.2. Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH), niikleik asit problarinin kromozom
veya hiicresel preparatlarindaki RNA ya da denatiire edilmis DNA ile
hibridizasyonuna dayanan bir tekniktir. ik olarak 1991 yilinda tanimlanmigtir. FISH
yontemi, prob adi verilen hedef DNA ya da RNA molekiiline komplementer,
radyoaktif ya da nonradyoaktif olarak isaretlenmis olan niikleik asidin, sitolojik
preparatlar lizerinde hedef dizi ile olan hibridizasyonuna dayanmaktadir (138,139).

Normal kosullarda stabil olan DNA’nin ¢ift sarmal yapisi, 1s1 veya formamid
gibi kimyasal maddelerle etkilesimi sonucu bozulmakta ve bazlar arasindaki hidrojen
baglar1 koparak DNA tek iplikli hale gelmektedir. Bu etkilesim ortadan kalktiginda
DNA cift sarmal hale gelir (140).

FISH yonteminde, belirli bir DNA kesiminin ya da kromozomal bdlgenin
goriinlir hale gelebilmesi i¢in; 1lgili bolgeye spesifik problar kullanilmasi
gerekmektedir. ‘‘Prob’’ hedef DNA ya da RNA molekiiliine komplementer isaretli
nukleik asit dizisidir. Problar farkli sekillerde isaretlenmis olabilirler (enzimler,
florokromlar veya kolloidal altin gibi) (141).

Aranan anomalinin dogru bir sekilde tespit edilebilmesi i¢cin amaca uygun prob
secimi ¢ok onemlidir. Problar; hedef bolgelerine ve sinyal paternlerine gore; Lokusa
0zgl problar, tekrarlayan dizilerden olusan problar, telomerik problar, kromozomun
timiinii veya belirli bir bolgesini boyayan problar gruplara ayrilmistir. Hedef

bolgelerine gore dort sinifta toplanir (Sekil 15) (141, 142).
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Tekrarlayan diFilerden
ohisan problar

Sekil 15: FISH yonteminde kullanilan prob gesitleri (141, 142)

1.5.3. Molekiiler genetik yontemler

KML tanist i¢in kullanilan molekiiler genetik analizler Ber-Abl fiizyon
transkriptinin gosterilmesine odaklanmaktadir (143). PCR (Polimerase Chain
Reaction\Polimeraz Zincir Reaksiyonu) teknigi, molekiiler genetik yoOntemler
arasinda bulunan, ¢ok kiiciik miktardaki DNA’nin kullaninmina imkan veren ve
olduk¢a hassas oldugu i¢in fazlaca tercih edilen bir tekniktir. PCR teknigi ile bir
DNA karisiminda bulunan belirli bir DNA dizisinin in vitro kosullarda hizli ve etkin
bir sekilde ¢ogaltilmasina imkan saglanarak calismalar icin uygun sayida kopya elde
edilmektedir (144).

Revers Transkriptaz (RT) PCR, PCR’1n ¢esitli uygulama tiplerinden biridir ve
ozellikle kromozom translokasyonlari i¢in kullanilmaktadir. Calisilacak materyalden
MRNA izole edilmekte ve bu mMRNA’dan revers transkriptaz yardimiyla cDNA elde
edilmektedir. Elde edilen cDNA, RT-PCR icin kalip gorevi gormektedir. Real-Time-
PCR yonteminin, flizyon genlerinin ifade ettigi transkriptlerin belirlenmesinde;
molekiiler sitogenetik ve konvansiyonel sitogenek yontemlerine gore iistiin yonleri
vardir. Real-Time-PCR yonteminde, 1 milyon hiicreden bir tanesindeki degisimi bile

belirleme imkan1 vardir (138,144,145).
15.3.1. Real-Time PCR

Real-Tme-PCR, ¢ok yakin bir zamanda uygulamaya konulan ve tek bir tiipte
DNA’ nin veya RNA’ nin (Komplementer DNA {izerinden) ¢ogaltimin1 ve iiriinlerini
tespit etmeyi miimkiin kilan popiler bir yontemdir (159). Bu ydntemle
konvansiyonel PCR ve gen analizleri birlestirilmistir. PCR {iriinlerinin goriiniir hale

getirildigi, monitdrize edilebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanilabildigi

35



ve olusan floresanin ¢ogalan DNA miktariyla dogru orantili olarak arttigi bir
yontemdir. “Kinetik PCR”, “kantitatif Real-time PCR” ve “homojen PCR” gibi
isimleri vardir. (146,147).

Real-Time PCR en ¢ok mRNA ekspresyonunu sayisal degerlere doniistiirme ve
biyolojik Orneklere ait DNA kopya sayilarin1 sayisal degerlere doniistiirme
alanlarinda kullanilmaktadir. Ayrica patojen belirleme, metilasyon tespiti, tek nokta
mutasyonlarni belirleme, DNA hasar1 belirleme, SNP analizi, kromozom
bozukluklarinin tespiti gibi kullanim alanlar1 da vardir (148).

Real-Time PCR yonteminde, en basit metot sadece cift zincirli DNA’ ya
baglanabilen ‘‘SYBR-Green I’’ floresan boya metodudur. Bu metot c¢ok iyi
islemesine ragmen ortamda herhangi bir ¢ift zincirli molekiil bulundugunda (primer-
dimer olusumu gibi) floresan 1s1ma yapabilir. Real-Time PCR ydnteminde, bu
probdan bagka, yine floresan 1s1ma yapabilen, “TagMan® probe” veya hidroliz prob,
molekiiler boncuk yontemi ve hibridizasyon problart gibi problar da
kullanilabilmektedir (149).

KML’ nin tanisinda ve tedavi takibinde kullanilan konvansiyonel sitogenetik,

FISH ve molekiiler yontemlerin karsilagtirilmas: Tablo 3°te gosterilmektedir (150).

Tablo 3: Konvansiyonel sitogenetik, FISH ve molekiiler yontemlerin
karsilastirilmasi (150). (FISH: Fluoresan In Situ Hibridizasyon, QR-PCR: Kantitatif Real
Time-PCR)

Parametre Konvansiyonel FISH QR-PCR
~Sitogenetik _ _

Hassasiyet, % Tiimor % 5-10 % 1-10 0,001-0,01

Olciimiin Dogrulugu +% 15 +%2,5 + % 2,5 kat

Metafaz Gerekli Gerekmiyor  Gerekmiyor

Kemik Iligi(K1i) Gerekli Gerekmiyor  Gerekmiyor

Kan/Ki Orneklerinin Bildirilmemis Var Var

sonuclarimin karsilastirilmasi

Yanhs Negatiflik Var Var Var

Yanls Pozitiflik Nadir Var, < %10 Var, <
%0,1

Diger Krz. Anomalilerinin Var Yok Yok

Tespiti

Derivatif 9. Krz. Tespiti Yok Var Yok

36




GEREC ve YONTEM

1.6. Gereg

1.6.1. Materyal

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 12.01.2017 tarih ve 10 sayili karar1 ile onaylanan ve Dicle
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii tarafindan TIP.17.005
No’ lu proje olarak desteklenen bu tez calismasima Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastaneleri Hematoloji poliklinigi veya klinigine bagvuran yeni tani almis veya
KML tanisiyla izlenmekte olan, 18 yas iistii, bay ya da bayan 75 hasta ve higbir
saglik problemi olmayan 25 saglikli birey kontrol grubu olarak dahil edilmistir.

Materyaller 07.04.2017 ile 16.01.2018 tarihleri arasinda alinmistir. Onay1
alinmis olgulardan alinan materyallerden ¢alismamizi hasta ve kontrol grubu olmak
tizere iki grup olarak yaptik. Hasta grubunu da kendi i¢inde olmak iizere ii¢ gruba
ayirdik; yeni tani almis, tedavilerine yanit alinmis ve tedavilerine direng gelisen
(tedaviye yanitsiz) hastalar. Boylece 25’er kisiden olusan dort grup olusturduk; 25
kisilik saglikli grup, 25 kisilik yeni tan1 almis hasta grubu, 25 kisilik tedavilerine
yanit alinmis hasta grubu ve 25 kisilik tedavilerine yanit alinamamais yani ilag direnci
geligmis hasta grubu. Yeni tan1 grubu i¢in Ber-Abl sonucu pozitif olan ve 18 yas iistii
olan hastalar1 ¢alismaya dahil ettik, Bcr-Abl sonucu negatif ve 18 yas alti olan
hastalar1 ¢aligma dis1 biraktik. Tedaviye yamith grup icin KML tedavilerinin 12.
aymda Bcer-Abl degerleri <0,1 ve 18 yas lstii olan hastalar1 dahil ettik. Tedaviye
yanitsiz grup i¢in KML tedavilerinin 12. ayinda Ber-Abl degerleri >1 olan ve 18 yas
iistli hastalar1 dahil ettik.

Onayr alinmis olgularin materyallerinden Bcr-Abl miktarlar1 ve miRNA
ekspresyonlart  Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri Hematoloji
Laboratuvari’'nda Real Time PCR yontemi kullanilarak incelendi. Calisma icin
hastalardan ve kontrol grubundan Bcr-Abl ve miRNA c¢alismalart igin iki tiip
EDTA’ll kan (10 cc’lik iki tiip) alindi. Ber-Abl ¢alismasi icin mRNA izolasyonu,
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miRNA calismasi i¢in miRNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA’lar ¢alisma

giiniine kadar -80 °C’de saklandi.

1.6.2. Kullanilan cihazlar

Otomatik pipetler (Thermo pipet seti)
Ceker ocak (Giigtay)
Buzdolab1 ve derin dondurucular (+4°C, -20°C, -80°C) (Safirel, Ugur, New

Brunswick)

Sogutmali santrifiij (Beckman)

Sogutmali santrifiij (Hermle)

Real-Time PCR Cihazi1 (Rotor-Gene,Qiagen Hilden, Germany)

Vorteks (Biosan, FVL-2400v)

Spektrofotometre (Nanodrop-Maestro)

PCR Kabini (Aura PCR)

Inkibatér (Jencons)

Isitict Blok (Wealtec)

Thermal Cycler (PCR) (LabCycler Gradient, Made in Germany by SensoQuest

GmbH)

1.6.3. Kullamlan kitler ve kimyasallar

RBC Lysis Solution (Qiagen Sciences, Maryland, USA)

QiAmp RNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH, Qiagen Strasse, Hilden, Germany)
Ethanol (%99,9- %70) (Sigma-Aldrich)

Kloroform (Sigma-Aldirch)

2-Merkaptoethanol (Merck)

Ipsogen RT Kit (Qiagen GmbH, Qiagen Strasse, Hilden, Germany)

Ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (Qiagen GmbH, Qiagen Strasse,

Hilden, Germany)

miRNeasy Serum/Plasma Kit (50) ( Hilden, Almanya)
Qiazol Lysis Reagent (Hilden, Germany)

38



Qiagen miScript 1l Reverse Transcription Kit Il (Hilden, Germany)

Qiagen miScript Primer Assay ( Hilden, Germany )
miScript PreAMP PCR Kit (Hilden, Germany)
Qiagen miScript SYBR Green PCR kiti (Hilden, Germany)

1.7. Yontem

1.7.1. Bcr-Abl miktarlari icin 6rneklerden RT-PCR analizinin yapilmasi

1.7.1.1. Kandan lokosit eldesi

RBC Lysis Solution ve QiAmp RNA Blood Mini Kit kullanilarak 16kosit
eldesi ve RNA izolasyonu yapildi. Buffer RPE konsantre olarak bulunmaktadir. Tlk
kullanimdan 6nce 4 kat Ethanol (% 96-100) eklendi. Buffer RLT igerisinde
presipitatlar olusabilir. Kullanimdan o6nce 37 °C’ye isitilarak ¢ozildi. 2-
Merkaptoetanol (B-ME) izolasyondan 6nce Buffer RLT igerisine eklendi. 1 ml
RLT icerisinelOpl B-ME eklendi (Bu solusyon oda sicakliginda 1 ay saklanabilir.)
Eritrositlerin lysis islemleri soguk blokta, daha sonraki islemler oda sicakliginda
olabildigince ¢abuk yapildi. 6. basamaga kadar tiim santrifiij islemleri +4°C’de
digerleri oda sicakliginda gerceklestirildi. (Izolasyona alinacak toplam ldkosit sayis
10’olacak sekilde kan miktari ayarlands).

1. Bir hacim periferik kan {izerine 5 hacim Buffer EL eklendi.

2. Buz iizerinde 15 dakika (dk) bekletildi, arada 2 kez hafifge altiist edilerek
karistirildu.

3. 400 g’de 10 dk, 4° C’ de santrifiij edildi, siipernatant tamamen alindi. Pellet
beyaz kiireleri igerir, hafif pembe renkliyse bir sonraki yikamada gegecektir.

4. Kan miktarinin 2 hacim kat1 kadar Buffer EL eklendi, vorteks edilerek
hiicrelerin ¢oziilmesi saglandi. Pellet kirmizi goriiniiyorsa 5-10 dk buzda
bekletilir.

5. 400g’de 10dk, 4°C’de santrifiij edildi, slipernatant tamamen alindi. Cokelen
beyaz kiirelerin iizerinde kalan sivi pipetle toplanarak tamamen uzaklagmasi

saglandi. (Eritrosit artiklart kalirsa RNA” nin kolona baglanmasini etkileyebilir).
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Cokelen beyaz kiirelerin lizerine Buffer RLT+B-ME karisimi eklendi.
(izolasyona baslarken aldigimiz kan miktar1 500 pl’ nin altinda ise 350ul Buffer
RLT+B-ME karisimi, kan miktar1 500-1500 ul arasinda ise 600ul Buffer RLT
+B-ME karisimi eklenir). (Lizat tamamen homojen olmalidir, beyaz kiireler
parcalanip lizat sivilagincaya kadar pipetle karigtirildi).

QIA shredder (lila renkli) kolona lizat tek seferde yiiklendi, 3 dk, 13 000 rpm’de
oda sicakliginda santrifiij edildi, kolon atilip, lizat RNA izolasyonu yapilana

kadar -20°C’de saklandi.

1.7.1.2. Lokositlerden RNA eldesi

-20°C’ den ¢ikardigimiz hiicrelere (lizata) buffer RLT+p-ME karisimi kadar
(350 / 600 ul ) 70% etanol eklendi ve pipetle karistirild1 ve spin kolona (beyaz)
alind1 (600 pl lizat ve 600 pl ethanol eklendi ise iki kez yiikleme yapilir).

Beyaz spin kolonun ortasina dikkatlice yiiklenen lizat ve etanol karisimi, 1 dk, 10
000 rpm’de santrifuj edildi. (Hacim 700 ul’ yi gegerse ayni kolona tekrar
yiiklenir).

Kolon yeni bir 2 ml tiipe alindi, 700 pl Buffer RWI eklendi, 1 dk, 10 000 rpm’
de santrifiij edildi.

Kolon yeni bir 2 ml tiipe alindi, 500 pl Buffer RPE eklendi, 1 dk, 10 000 rpm’
de santrifiij edildi (Kolonun igerisine geri etanol kagmamasi i¢in santrifiijden
¢ikartilirken ¢ok dikkatli olunur).

Tekrar 500 pl Buffer RPE eklenir, 14 000 rpm’ de 4 dk santrifiij edildi
(Kolonun igerisine ethanol geri kagmamasi i¢in santrifujden ¢ikartilirken ¢ok
dikkatli olunur).

Ethanoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in kolon yeni bir 2 ml tiipe yerlestirildi, 14
000 rpm’ de 2 dk santrifiij edildi.

QIAamp spin kolon (filtreli tiip) 1.5 ml’lik eppendorf tiipe yerlestirildi, 40 pl
RNase free-H,O ortaya gelecek sekilde eklendi, 2 dk, 10 000 rpm’ de santrifiij
edildi.

Filtreli tiip atildi. Alttaki eppendorf tiipte bulunan RNA -80°C’ ye kaldirildi
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1.7.1.3. mRNA’ dan cDNA (kalip, komplamenter DNA) eldesi

cDNA eldesi i¢in kullanilan kit (Ipsogen RT Kit) igerigi (RNase Inhibitor ve
Reverse Transcriptase disinda) soguk blok (+4°C de) iizerinde ¢0ziildii, kisaca
santrifuj edildi. RNase Inhibitdr ve Reverse Transcriptase, kullanilacagi zaman buz
tizerine ¢ikartildi. RNA o6rnekleri 65°C de 5 dakika inkiibasyondan sonra hemen buz
tizerine alindi. (Hasta 6rneklerinden 10’ar ul RNA 0,2’ lik tiiplere alindi, 65°C’de 5
dakika inkibasyonda birakildi). Tablo 4’ e gére miks hazirlandi. 1 adet 1,5 ml’lik
eppendorf tiipiine her g¢alisma grubu i¢in asagidaki degerler kullanilarak mix
hazirland1 (Bcr-Abl igin kit igerisinde bulunan MMR-IS Calibrator RNA ve High
Positive Control RNA numunelerinin ¢cDNA sentezi de gerceklestirildi) (25
ornek+1S+HP RNA+ 1 pipetaj i¢in= 28 reaksiyon).

Tablo 4: mRNA’ dan cDNA olusturmak i¢in miks hazirlama tablosu

cDNA i¢in kullanilan bilesenler (ul) X reaksiyon miks (pul)
sayi1s1

1) 5X Buffer/ Tampon 5 28 140

2) dNTP 2 28 56

3) Random Primer 5,25 28 147

4)DTT 1,25 28 35

5) RNase Inhibitér 0,5 28 14

6) Reverse Transcriptase 1 28 28

Toplam 15 28 420

Hazirlanan miks iyice pipetaj yapildi ve daha 6nce inkiibasyona birakilan hasta
RNA’larin {izerine 15 pl olarak dagitildi. Pipetaj yapilarak PCR cihazina konuldu.
Tablo 5° teki PCR protokoliine gore cDNA sentezi gerceklestirildi. Elde edilen
cDNA’lar daha sonra Real Time PCR’da kullanilmak iizere -20 °C’ye kaldirildu.
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Tablo 5: mRNA’dan ¢cDNA olusturmak i¢in Thermal Cycler Protokolii

Sicaklik (°C) Zaman(dk) Adi

25 10 Revers Transkripsiyonl
50 60 Revers Transkripsiyon 2
85 5 Inaktivasyon

4 5 Sogutma

1.7.1.4. Bcr-ablicin Real-Time PCR asamasi

cDNA eldesi tamamlandiktan sonra mRNA’larin ekspresyon diizeylerine
bakmak i¢in RT-PCR asamasina gegildi. Tablo 6’da hazirlanan bilesenlerin tepkime
hacimleri verilmistir (Ber-Abl ve Abl (Housekeeping gen) i¢in birer mix hazirlandr).

Baslamadan Once; Kit (Ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit) igerisinde
bulunan MMR-IS Calibrator RNA ve High Positive Control RNA numunelerinin
cDNA sentezi gerceklestirildi. BCR-ABL ve ABL PPM tiipleri oda sicakligina
getirilerek eritildi. Kisaca vorteks edilip, spin santrifiij yapildi. Standart kontroller
oda sicakligina getirilip eritildi; iyice vortekslendikten sonra kisaca spin santrifiij
yaptildi. SP1, SP2, SP3, SP5 ve SP6 tiipleri BCR-ABL standartlar1 olarak, SP3, SP4,
SP5 ve SP6 tiipleri de ABL standartlart olarak kullanildi. (Standartlar, PCR miksinin
ve orneklerin dagitildig alandan tamamen farkli bir alanda dagittildi.) Hem Major

Bcr-Abl hem de ABL miksi igin hastalardan sonra “no template control” yiiklendi.
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Tablo 6: Ber-Abl i¢in Real Time PCR bilesenlerinin tepkime hacimleri.

(Ber-Abl mixi: 25 6rnek+ 5 Std + NC+IS+HP RNA+1 pipetaj=34, ABL mixi: 25 6rnek+4
Std+NC+IS+HP RNA+1 Pipetaj=33)

Hazirlanan mix’ler ilgili tiiplere 20 upl olarak dagitildi, {tizerlerine Spul
cDNA’lardan eklenip Real-Time PCR cihazina yiiklendi ve Tablo 7’ de belirtilen
protokol yiiklendikten sonra cihaz galistirildi.

Tablo 7: Bcr-abl igin Real Time PCR tepkime kosullart

Sicakhk Zaman Adi
{®) (dk)

95 15sn Hold 1
95 S5sn [ 50 dongii Cycling
60 30 sn

36 1dk Hold 2




1.7.1. miRNA Diizeyleri icin Plazma Orneklerinden RT-PCR Analizinin
Yapilmasi

1.7.1.1. Kandan plazma eldesi

1. EDTA’L tiipe kan alind1 ve oda 1sisinda (15-25°C) veya 4°C’de saklandi. 1 saat
icinde islemlere baslandi.

2. 1900 xg (3000 rpm) ve 4°C’ de 10 dk santrifiij edildi.

3. Ustteki sar1 plazma faz1 steril iki adet eppendorf tiipe aktarild: (Alttaki pellete
dokunulmamaya dikkat edildi).

4. Plazma 6rnekleri 16 000xg ve 4°C’de 10 dk santrifiij edildi.

5. Ustteki siipernatant dikkatli bir sekilde yeni bir tiipe aktarildi. miRNA
izlosayonu yapilana kadar -80°C’de saklandi.

1.7.1.2. Plazma o6rneklerinden miRNA eldesi

miRNA izolasyonu, miRNeasy Serum/Plasma Kit kullanilarak gergeklestirildi.
Bu kit plazmadaki miRNA’lar dahil tim RNA’lar1 izole etmektedir. Islem
basamaklar1 asagidaki gibidir:
1. Plazmalar -80°C’den ¢ikarilarak 4°C’de ¢oziilmesi beklendi.
2. 16 000xg ve 4°C’de 5 dakika (dK) santrifiij edildi ve siipernatant yeni bir tiipe
aktarildi.
3. 200 pl plazma 6rnegi alinarak 2 ml tiipe konuldu ve tizerine 5 kat1 ( 1000 ul)
Qiazol Lysis Reagent eklenerek vortekslendi.
4. Ornekler 5 dk oda sicakhiginda (15-25°C) bekletildi.
5. Herbir 6rnege 3,5 pl Spike-in kontrol calisma soliisyonu eklendi. Ornekler
vortekslenerek 2-3 dk bekletildi.
6. Baslangic materyali kadar (200 pl) kloroform eklendi. 15 saniye boyunca iyice
vortekslendi (Vortex isleminin iyi yapilmig olmasi faz ayrimin1 daha net hale getirir).
7. 2-3dk oda sicakliginda hafif alt iist edilerek beklendi.
8. 12000 xg ve 4°C’de 15 dk santrifiij edildi.
9. Olusan tUi¢ fazdan iistte olanindan 600 ul alinarak yeni bir eppendorf tiipiine

transfer edildi. Ara fazdan alinmamasina dikkat edildi.
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10. Uzerine 900 pl %100’ liik saf etanol eklendi ve alt iist edilerek iyice karismasi
saglandi.

11. Bu karisimdan 700 pl 6rnek alinarak RNaz Mini kolonun i¢ine konuldu. Kapagi
kapatilarak 8000xg ve oda sicakliginda 15 saniye santrifiij edildi. Ornegin tamami
bitinceye kadar bu basamak tekrarlandi.

12. 700 pl RWT tampondan RNaz mini kolona eklendi ve 15 saniye oda
sicakliginda 8000xg’de santrifiij edildi.

13. Toplama tiipiinde kalan kisim atildi. 500 pl RPE tamponundan RNaz Mini
kolonun tstiine eklendi ve 15 saniye oda sicakliginda 8000 xg’de santrifiij edildi.

14, Toplama tiipiinde kalan kisim atildi. 500 pl, %80 etanol RNaz Mini kolona
eklendi ve 2 dk 8000xg’de santrifiij edildi.

15. RNaz Mini kolon, yeni bir 2 mI’lik koleksiyon (toplama) tiipiine yerlestirildi.
Kolon kapaklart agik birakilarak membran kuruyana kadar 1 dk maksimum hizda
(16 000xg) santrifiij edildi.

16. RNaz Mini kolon, yeni bir 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine yerlestirildi. 14 pl RNaz
icermeyen su, spin kolonunun merkezine direkt olarak eklendi.

17. 5 dk oda sicakliginda beklendi ve maksimum hizda 1 dk santrifij edildi.

18. Elde edilen RNA’larin safli§1 ve miktar1 nanodrop cihazinda 6l¢iildii.

19. Elde edilen RNA’lar Real-Time PCR asamasina kadar -80°C°de saklandi.

1.7.1.3. ¢DNA (kalip, komplamenter DNA) eldesi

cDNA eldesi i¢in hazir kit (Qiagen miScript Il Reverse Transcription Kit II)
kullanildi. Tablo 8’e gore miks, buz tizerinde hazirlandi. 1 adet 0,5 mI’lik eppendorf
tiipiine 12 hasta icin asagidaki degerler kullanilarak mix hazirlig1 yapildi.

Tablo 8: miRNA’dan cDNA elde etmek i¢in mix hazirligi (12 hasta igin)

————
5x miScript HiSpec tamponu |  4pul x 13 = 52ql

10x miScript Niikleik asit karisim 2ul x 13 = 26l

miScript Reverse Transcriptase Mix 2ul x 13 = 26ul

Toplam Hacim ul x 13 = 104 pl
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Hazirlanan miks iyice pipetaj yapildi ve her bir hasta i¢cin numara verilip
ayrilan 0,2 ml’lik eppendorf tiiplerine 8 pl olarak paylastirildi. Uzerlerine sirasiyla
12 ul izole edilen 6rnek MiRNA’larindan eklendi. Pipetaj yapilarak thermal cycler
cihazina konuldu. Tablo 9 ’daki PCR protokoline goére cDNA sentezi
gerceklestirildi.

Tablo 9: miRNA’dan cDNA sentezi i¢in Thermal Cycler protokolii

37 60 Inkiibasyon
95 5 Inaktivasyon
4 ) Sogutma

cDNA’nin Seyreltilmesi; Sentezi gerceklestirilen cDNA’larin her birinin
icerisine 80 pul RNAze free su eklenerek seyreltme islemi gergeklestirildi.

1.7.1.3.1. ¢cDNA’nin zenginlestirilmesi (Preamplifikasyon asamasi)

Calismada kullanilan genlere ait bilgiler Tablo 10 ’te verilmistir.

Tablo 10: Calismada kullanilan miRNA primer dizileri

No ProductNo  Refseq No Primer Adi |
1 218300 MIMATO0000759 miR-148b-3p

2 218300 MIMATO0000451 miR-150-5p

3 218300 MIMATO0000691 miR-130b-3p

4 218300 MIMATO0000253 miR-10a-5p

5 218300 NR_002735 Snord 61 (housekeeping gen)

1.7.1.3.1.1. Primer havuzu olusturma islemi

Bu islem i¢in caligmamizda kullanacagimiz liyofilize haldeki 7 adet primere
550 pl su eklendi (Qiagen miScript Primer Assay). Kullanilan Primerler:
1. Snord 61
2. miR-150
3. miR-10a

[k 5 primer (1 no’lu primer housekeeping gen) ¢alismasini

yapmak istedigimiz primerlerdir (miScript Primer Assays Kiti).
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6. ve 7. Primerler miScript PreAmp PCR kit
4. miR-148b

5. miR-130b
6. MIRTC miScript Primer Assay

kutusundan ¢ikmaktadir. Kontrol amaciyla

kullanilmaktadir.

7. Primer Ce-miR-39-1 miScript Primer Assay

Toplamda 7 primerin her birinden 10ul alinip bir eppendorf tiiplinde
birlestirildi. Olusan 70 pl ‘lik toplam hacmi 250 pl’ye tamamlamak igin 180 pl su
eklendi ve primer havuzu olusturuldu.

cDNA’lar, miScript PreAMP PCR Kit kullanilarak zenginlestirme islemi
yapildi (Tablo 11).

Tablo 11: miRNA ¢alismasinda cDNA’nin zenginlestirilmesi i¢in PCR kosullari

Bilesenler Tepkime Hacmi
5x miScript PreAMP Buffer Sulx 13 =65 pl
HotStarTag DNA Polimeraz 2ulx 13 =26 pl
miScript PreAMP Primer mix (pool) Sulx 13 =65 pul
miScript PreAMP Universal Primer lpulx 13=13 pl
RNaz-icermeyen su 7ulx 13 =91 pl
Toplam Hacim 20 ul x13 =260 pl

0,2 mI’lik 12 adet eppendorf tiiplerine hazirlanmis olan mix karigtm 20 pl
olarak dagitildi. Uzerine daha dnce seyreltmis oldugumuz cDNA’dan 5 ul eklendi ve
tekrar PCR asamasi yapildi. cDNA zenginlestirme pcr protokolii Tablo 12° de

verilmigtir.

Tablo 12: cDNA’nin zenginlestirilmesi i¢in PCR kosullari

95 15 dk Aktivasyon
94 30sn Denatiirasyon
60 3dk 12 dongii Eslesme ve Sentez
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1.7.1.4. Real-Time PCR cihazinda miRNA analizinin yapilmasi

cDNA eldesi tamamlandiktan sonra miRNA’larin ekspresyon diizeylerine
bakmak i¢cin RT-PCR asamasina ge¢ildi. RT-PCR i¢in tepkime bilesenleri hazir kit
(Qiagen miScript SYBR Green PCR kiti) kullanilarak hazirlandi. Tablo 13’ te

bilesenlerin tepkime hacimleri verilmistir.

Tablo 13: Real Time PCR igin kullanilan bilesenlerin oranlari

Bilesenler Hacim

2x Master Mix (SYBR Green PCR Master 12,5 ulx11=137.5pl
Mix)

10x miScript Universal Primer 25ulx11=275ul
10x miScript Primer Assay (Related miRINA) 25ulx11=275ul
RNazicermeyen su 25ulx11= 275l
Toplam hacim 20ulx 11= 220l

Tabloda bulunan 10x miScript Primer Assay (Related miRNA) daha dnce 550
ul ile sulandirdigimiz primerlerdir. 7 adet primerimiz oldugundan 7 ayr1 eppendorf
tiiptine PCR mixleri hazirlanirken ilgili primerden eklenir. Hazirlanan bu mixler buz
iizerinde 0,1 ml’ lik PCR tiiplerine 20 pl olarak dagitildi. Uzerlerine 5 pl
zenginlestirilmis cDNA eklendi ve Real Time-PCR cihazina (Rotor-Gene, Qiagen
Hilden, Germany) yiiklendi (Final volum 25 pl oldu).

miR-150, miR10a, miR-148b, miR-130b, miR39-1(kontrol), miIRTC (cDNA
asamasinin kontrolii) miRNA primerleriyle beraber referans gen olarak SNORD61
(housekeeping gen) ifade diizeylerini tespit etmek i¢in real-time PCR cihazi

kullanilmigtir. Tablo 14° te RT-PCR tepkime kosullar1 verilmistir.

Tablo 14: Real time PCR tepkime kosullar1

Sicakhk Zaman Protokol Adi ‘
(°C) (dk)

95 15 dk Aktivasyon

94 15sn Denatiirasyon

55 30 sn } 40 dongli | Eslesme ve Sentez

70 30 sn
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Real Time-PCR cihazinda miRNA c¢aligmasi bittikten sonra analiz sayfasi
acildi. Gerekli diizenlemeler yapildiktan sonra g¢alismanin giivenirligi i¢in kontrol
geni ve housekeeping geni Cycle Threshold (Ct) degerleri kontrol edildi. Ayni1 sekilde
tiim orneklerin (hasta gruplar1 ve kontrol grubu) analizleri yapilarak Ct degerleri
tespit edildi.

Asagidaki sekilde ve tabloda grupl’e (yeni tani almis hasta grubu) ait bir
ornegin amplifikasyon egrileri ve Ct degerleri gosterilmistir (Sekil 16, Tablo 15).

L]

LE ]

0ES
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[k

W ’ :II_.-'" J

g8 ;o = SNORDG1
g0 -
Enss :,." f—epe miR-10a
. miR-130b 47“—._

s .- -

0 miR-148b *=

03 MiR-150 <= .f'

030
05
00 /
015 i
oo -

(13 s

Sekil 16: Caligmada kullanilan miRNA genlerinin Real Time PCR cihazindaki
amplifikasyon grafigi(Cogalma egrisi)(Yeni Tan1 grubu (Grup 1) 2.hasta)
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Tablo 15: Calismada kullanilan miRNA genlerinin Real Time PCR cihazindaki Ct
degerleri (Yeni Tan1 grubu 2.hasta)

Gen Sembolleri Katalog No Ct degerleri
( Grup 1 2.0rnek)
Snord61 MS00033705 20,81
miR-150 MS00003577 10,93
miR-10a MS00031262 18,47
miR-148b MS00031458 15,5
miR-130b MS00003451 17,73

1.7.1.5. miRNA analizi i¢in istatistiksel analiz

Real-Time PCR verileri, Gen Globe Veri Analiz Merkezi (Qiagen) kullanilarak
analiz edildi. AACt yontemiyle ham veriler, SNORDG61 housekeeping geni
kullanilarak normallestirildi. Kat degisim degerleri <1 olanlar diisiikk olarak kabul
edildi. Kat degisim degerleri >1 olanlar artmis olarak kabul edildi. Orneklerin
referans gene gore normalizasyonu yapildi. Sonuglar Student t-testine tabi tutularak p
degerleri hesaplandi. %95 giiven araliginda “’p<0,05 * olan sonuglar istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi.

Hasta gruplari ve kontrol grubunun vyas ve cinsiyet bakimindan
degerlendirilmeleri One Way Anova (Tek yonlii varyans analizi) yontemiyle yapilds,

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.
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BULGULAR

1.8. Hasta ve Kontrol Gruplarimin Yas ve Cinsiyet Bakimindan
Degerlendirilmesi

Bu calismada hasta gruplarinda 75 birey, kontrol grubunda 25 birey olmak
tizere toplam 100 birey bulunmaktadir. Calismamiza katilan hasta ve kontrol
bireylerin 57’si kadin, 43’1 erkektir (Toplam birey sayimiz 100 oldugu i¢in %57’si
kadin, %43’0 erkek). Cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde hasta ve kontrol
gruplarinda bulunan kadinlarin yas ortalamalar1 46,53+13,94, erkeklerin ise
53,44+17,01 olarak hesaplanmistir. Cinsiyetler bakimindan yas ortalamalar1 One
Way Anova (Tek yonlii varyans analizi) yontemi ile karsilagtirilmis ve istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0,05).

Bu caligmaya dahil edilen hastalar 3 gruptan olugmaktadir. Yeni tam1 hasta
grubu, tedaviye yanith hasta grubu ve tedaviye yanitsiz hasta grubu. Yeni tani hasta
grubu (Grup 1) 10 erkek, 15 kadin olmak iizere toplam 25 hastadan olugmaktadir.
Yeni tani hasta grubunun yas ortalamas1 49+16,97°dir. Tedaviye yanitli grup (Grup
2) 10 erkek, 15 kadin olmak tizere toplam 25 hastadan olugmaktadir. Yanitli hasta
grubunun (Grup2) yas ortalamasi 48,76+£14,39’dur. Tedaviye yanitsiz hasta grubu
(Grup 3) 12 erkek, 13 kadin olmak tizere toplam 25 hastadan olusmaktadir ve bu
grubun yas ortalamasi1 50,08+£16,96’dir. Kontrol grubu (Grup 4) ise 11 erkek, 14
kadin olmak tlizere 25 bireyden olugmaktadir. Kontrol grubunun yas ortalamasi
50,16+15tir. Gruplarin yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamistir (p>0,05). Gruplardaki yas ortalamalar1 cinsiyet bakimindan
degerlendirildiginde; yeni tan1 hasta grubundaki kadinlarin yas ortalamas1 41+10,21,
erkeklerin 61+18,42, yanitli hasta grubundaki kadinlarin yas ortalamasi 48,87+11,54,
erkeklerin  48,60+18,57, yanitsiz hasta grubundaki kadinlarin yas ortalamasi
49+16,66, erkeklerin 51,25+17,94, kontrol grubundaki kadinlarin yas ortalamasi
47,64+16,64, erkeklerin 53,36+12,64°tiir. Gruplardaki yas ortalamalari cinsiyetler
bakimindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (p>0,05) (Tablo 16).
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Tablo 16: Cinsiyetlerine gore kontrol ve hasta gruplarina ait yas ortalamalarinin
degerlendirilmesi (N=Birey Sayisi)

YAS
Calisma Erkek Kadin
Gruplan

Yas Yas

N % Ortalamasi N % Ortalamasi
Yeni Tan1 Grubu | 10 (10) 61,00+£18,42 15 (15) 41,00+10,21
Yanith Grup 10 (10) 48,60+18,57 15 (15) 48,87+11,54
Yanitsiz Grup 12 (12) 51,25+17,94 13 (13) 49,00+16,66
Kontrol Grubu 11 (11) 53,36+12,64 14 (14) 47,64+16,64

1.9. Real-Time PCR Cihazinda Bcer-abl Analizinin Yapilmasi

Calisma bittikten sonra analiz sayfasi agildi. Gerekli diizenlemeler yapildiktan
sonra ¢alismanin gilivenirligi i¢in bazi degerler kontrol edildi. Standart egri
grafigindeki degerler asagidaki gibi olmalidir;

R= 0,97’ nin istiinde, R?> = 0,95 in iistinde, M= -3.0 ile -3,9 arasinda, E= 1’ ¢
yakin olmalidir.

Hasta Abl kopya sayilarinin 10 000°nin altinda olmamas1 gerekir. Diisiik olan
orneklerin ¢alismasi tekrar edildi. Analiz sonunda % normalize kopya numarasi
(NCN) siitiinunda IS Calibratdr (International Scale-Uluslararast Olgek) degerinin
0,05- 0,30 arasinda olmasi gerekir, sonuglar istenilen aralikta degilse ¢calisma tekrar
edilir. Istenilen aralikta olan drneklere ait kopya sayilari iiretici firmaya ait eksel
tablosuna aktarilarak analiz tamamlanir. ( Calismada kullandigimiz ber-abl kitlerimiz
3 log azalmaya kadar olan degerleri tespit edebildigi icin % I[S=0,0069" un alt1
negatif, iistii pozitif kabul edilir). (3 log kitler; Tan1 aninda hastanin degeri 100 kabul
edilir, tedavinin sonucunda <0,1 olan degerler i¢in major molekiiler yanit alinmig
kabul edilmektedir). (Major molekiiler yanit (MMY, MY3,0): Ber-Abl degerinin

uluslararasi 6l¢ege (International Scale —IS) gore %0,1°den kiigiik ya da esit olmast).
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Real-Time PCR Bcr-Abl c¢alismalarinda hasta gruplari ve kontrol grubu igin
elde edilen sonuglar asagidaki tablolarda gosterilmisitir (Tablo 17-20).

Tablo 17: Yeni tani hasta grubuna (YT) (Grupl) ait bilgiler ve Bcer-Abl sonuglari
(C: cinsiyet, Y: Yas)

YT1 K 45 2,6
YT2 K 40 61
YT3 E 38 0,5
YT4 K 51 53
YT5 K 33 47
YT6 E 34 0,01
YT7 E 76 69
YT8 K 38 26
YT9 K 34 65
YT10 E 73 26,2
YT11 E 60 26,9
YT12 K 39 120
YT13 K 48 75
YT14 K 28 202
YT15 K 32 94,8
YT16 K 57 57,1
YT17 K 62 17
YT18 E 44 1,1
YT19 K 37 117
YT20 E 83 125
YT21 E 84 74
YT22 E 63 122
YT23 K 27 53
YT24 E 58 0,014
YT25 E 41 126,8
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Tablo 18: Tedaviye yanitli hasta grubuna (Y) (Grup?2) ait bilgiler ve Ber-Abl
sonuclar1 (C: cinsiyet, Y: Yas)

Y1 E 78 0,032
Y2 E 41 Negatif
Y3 K 27 0,03
Y4 K 40 0,03
Y5 E 35 0,024
Y6 K 41 0,007
Y7 K 48 0,04
Y8 E 33 Negatif
Y9 E 81 0,05
Y10 K 57 0.037
Y11 K 52 0,03
Y12 K 50 0,002
Y13 E 52 0,1
Y14 K 49 0,004
Y15 K 42 0,05
Y16 E 55 0,04
Y17 K 48 0,02
Y18 K 47 Negatif
Y19 K 79 Negatif
Y20 E 47 0,03
Y21 K 59 Negatif
Y22 K 54 Negatif
Y23 E 39 0,05
Y24 E 25 Negatif
Y25 K 40 0,03
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Tablo 19: Tedaviye yanitsiz hasta grubuna (Y'S) (Grup3) ait bilgiler ve Ber-Abl
sonuclar1 (C: cinsiyet, Y: Yas)

AD %

YS1 E 69 3,4
YS2 E 25 1,1
YS3 K 27 20.06
YS4 E 51 7,3
YS5 K 49 9
YS6 K 43 23
YS7 K 82 52
YS8 E 26 6
YS9 K 61 8
YS10 E 52 2,8
YS11 E 84 46
YS12 K 36 10
YS13 E 52 67,12
YS14 K 49 1,3
YS15 K 26 55
YS16 K 61 84
YS17 E 77 38
YS18 K 66 2,5
YS19 E 56 2,1
YS20 K 30 1,9
YS21 E 50 3
YS22 E 55 1,1
YS23 K 50 1,26
YS24 K 67 72
YS25 E 28 2,9
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Tablo 20 : Kontrol grubuna (K) ait bilgiler ve Bcr-Abl sonuglar1 (C:Cinsiyet, Y:
Yas)

K1 E 75 Negatif
K2 E 65 Negatif
K3 E 55 Negatif
K4 E 64 Negatif
K5 E 52 Negatif
K6 E 41 Negatif
K7 E 66 Negatif
K8 E 45 Negatif
K9 E 35 Negatif
K10 E 44 Negatif
K11 K 53 Negatif
K12 K 68 Negatif
K13 K 75 Negatif
K14 K 61 Negatif
K15 K 72 Negatif
K16 K 31 Negatif
K17 K 37 Negatif
K18 K 26 Negatif
K19 K 35 Negatif
K20 K 36 Negatif
K21 K 45 Negatif
K22 K 40 Negatif
K23 K 58 Negatif
K24 K 30 Negatif
K25 E 45 Negatif

56



1.10. miRNA Diizeyleri i¢in 2““" Analizi ile Kat Degisimlerinin
Hesaplanmasi

Real Time PCR ¢alismasindan sonra analiz i¢in tim 6rneklerin Ct degerleri bir eksel
dosyasina aktarildi. Olusturulan eksel tablosu http://www.qiagen.com/geneglobe’’
adresindeki veri analizi web aracina yiiklendi. Numuneler; kontrol ve hasta gruplari
olarak smiflandirildi. Elde edilen Ct degerleri referans gen Ct degerlerine oranlanip
normallestirildi. Web araci, kat degisimi/kat diizenlenmesini hesaplamak i¢cin AACt
yontemini kullanmaktadir. Kisaca, ACt ilk dnce incelenen genler (mir150, mirlOa,
mir148b, mir130b) ile housekeeping geni ( snord61) arasinda hesaplandi. AACt, ACt
(deney) degerinden ACt (kontrol) degeri ¢ikarilarak daha da belirgin hale getirildi.
Daha sonra  (2**“Y)  formilii kullamlarak hasta ve kontrol gruplari i¢in
normalizasyon yapildi. Veri analizi raporu, GeneGlobe' deki QIAGEN web
portalindan aktarildi.

1.10.1. Kat-degisimi (Fold change)

2—AACt 2 —AACt)

Kat-degisimi ( ); test 6rnegindeki normalize gen ekspresyonunun (

kontrol o6rnegindeki normallestirilmis gen ekspresyonuna (274

) oramdir. Kat
diizenlemesi ise, kat degisimi sonuglarmin biyolojik olarak anlamli bir sekle
donustiirtilmesidir. Kat diizenlemesi (fold regulation), kat degisimi 1 ya da daha
biiyiikse kat degisimine esittir. Kat degisimi 1° den kiigiikse kat diizenlemesi ‘‘-1/ kat
degisimi’’ formiiliinden hesaplanmaktadir. Kat degisim degerleri <1 olanlar azalmis
olarak kabul edildi. Kat degisim degerleri >1 olanlar artmis olarak kabul edildi.
Kontrol grubundaki her bir genden elde edilen 24" degerleri ile hasta grubu
arasindaki iliskiyi degerlendirmek i¢in student t-testi kullanildi ve p degerleri buna

gore hesaplandi.

57



1.11. Gruplara Gore miRNA Ekspresyon Diizeyleri

Hasta ve kontrol gruplarinda Real Time PCR yontemiyle miR-150, miR-10a,
miR-148b, miR-130b ekspresyon diizeylerine ve housekeeping geni olarak

2-AACt

snord61’in ekspresyon diizeyine bakildi. analizi ile kat degisimleri hesaplandi.

Elde edilen sonuglar agsagidaki sekil ve tablolarda gosterilmistir.
Hasta gruplarinin kontrol grubuna gore kat degisimleri (fold change) asagidaki
sekilde gosterilmistir (Sekil 17).

12

Control Group Group 1 Group 2 Group 3

| = snord61 @ miriso @B mirloa mir148b @l mirl30b |

Sekil 17: Hasta gruplarinin kontrol grubuna gore kat degisimi (fold change)
grafigi(Grupl: Yeni tam hasta grubu, Grup 2: Tedaviye yamith hasta grubu, Grup 3:
Tedaviye yanitsiz hasta grubu)

Incelenen miRNA’larm kat degisimleri ve p-degerleri asagidaki tablolarda
gosterilmistir (Tablo 21-24)
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Tablo 21: Yeni tam1 grubunun kontrol grubuna gore kat degisimleri ve p-

degerleri
Grupl (Yeni Tam1 Grubu)

Gen Ad Fold-Change(Kat-Degisimi) p-Value(p-degeri)
Snord61 1,00 Housekeeping gen
miR-150 0,98 0,863306
miR-10a 11,17 0,003934
miR-148b 3,78 0,125377
miR-130b 1,08 0,617569

Tablo 22 : Tedaviye yamith grubun kontrol grubuna gore kat degisimleri ve p-
degerleri

Grup2 (Tedaviye yanith Grup)

Gen Adi Fold-Change(Kat-Degisimi) p-Value(p-degeri)
Snord61 1,00 Housekeeping gen
miR-150 1,58 0,237789
miR-10a 9,82 0,000292
miR-148b 1,97 0,451892
miR-130b 1,03 0,271973

Tablo 23 : Tedaviye yamitsiz grubun kontrol grubuna gore kat degisimleri ve p-
degerleri

Grup3 (Tedaviye yanitsiz Grup)

Gen Ad1 Fold-Change(Kat-Degisimi) p-Value(p-degeri)
Snord61 1,00 Housekeeping gen
miR-150 0,08 0,003212
miR-10a 2,85 0,375747
miR-148b 0,35 0,038016
miR-130b 0,77 0,105655
Tablo 24 : Tedaviye yanitsiz grubun yanith gruba gore kat degisimleri ve p-
degerleri

Grup3 (Tedaviye yanitsiz Grup)

Gen Adi Fold-Change(Kat-Degisimi) p-Value(p-degeri)
Snord61 1,00 Housekeeping gen
miR-150 0,05 0,000001
miR-10a 0,29 0,006950
miR-148b 0,18 0,003557
miR-130b 0,75 0,439569

miR-10a gen ifadesi, yeni tan1 ve tedaviye yanitli hasta gruplarinda, kontol
grubuyla karsilastirildiginda up-regiile (kat degisimi >1) bulundu. miR-10a kat

degisimi, yeni tan1 hasta grubunda 11,17 kat artmis ve istatistiksel olarak anlamli
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bulundu (p=0,003934) (Tablo 21). miR-10a gen ifadesi, tedaviye yanitli hasta
grubunda kontrol grubuna gore 9.82 kat artmus (kat degisimi>1) ve istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,000292) (Tablo 22). Tedaviye yanitsiz hasta grubunda
ise miR-10a gen ifadesi, kontrol grubuna gore 2,85 kat yiiksek (kat degisimi>1)
bulundu fakat istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,375747) (Tablo 23). miR-10a
gen ifadesi tedaviye yanitsiz hasta grubunda, tedaviye yanitli hasta grubuyla
karsilastinlldiginda diisiik (kat degisimi<l) bulundu. miR-10a yanitsiz hasta
grubunda yanith hasta grubuna gore 0,29 kat azalmis ve istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0,006950) (Tablo 24).

miR-150 gen ifadesi, yeni tani hasta rubunda hem kat degisimi hem de
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (kat degisimi=0.98, p=0,863306). miR-150 gen
ifadesi, tedaviye yanithi hasta grubunda 1,58 kat up-regiile (kat degisimi>1) bulundu
fakat istatistiksel olarak anlamli degildir( p=0,237789) (Tablo 21, 22). miR-150 gen
ifadesi, tedaviye yanitsiz hasta grubunda diisiik (kat degisimi<1) bulundu ve sonuglar
istatistiksel olarak anlamhidir (kat degisimi=0,08 ve p=0,003212) (Tablo 23). miR-
150 gen ifadesi tedaviye yanitsiz ve yanith hasta gruplari arasinda
karsilastirildiginda, yanitsiz hasta grubunda yanith hasta grubuna gore 0,05 kat diisiik
(kat degisimi<1) ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,000001) (Tablo 24).

miR-148b gen ifadesi, yeni tan1 ve tedaviye yanithi hasta gruplarinda yiiksek
(kat degisimi>1) bulundu fakat bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildir (kat
degisimi= 3,78 (p=0,125377) ve kat degisimi=1,97 (p=0,451892) ( Tablo 21, 22).

miR-148b gen eckspresyonu, yanitsiz hasta grubunda kontrol grubuyla
karsilastinldiginda diisiik (kat degisimi<l) bulundu ve sonuglar istatistiksel olarak
anlamhidir (kat degisimi=0,35 ve p=0,038016) (Tablo 23). miR-148b gen ifadesi
tedaviye yanitsiz ve yanith hasta gruplar1 arasinda karsilagtirildiginda, yanitsiz hasta
grubunda yanitli hasta grubuna gore 0,18 kat diisiik ve istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0,003557) (Tablo 24).

miR-130b gen ekspresyonu tim gruplarda hem kat degisimi hem de istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (Grupl kat degisimi=1,08, P=0,617569; Grup2 kat
degisimi=1,03, p= 0,271973; Grup3 kat degisimi= 0,77, p=0,105655)(Tablo 21-24).
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Calisma gruplarimizin kontrol grubuna gore normalize edilmis ekspresyonlari

asagidaki grafiklerde (Scatter Plot - Sac¢ilim Grafigi) gosterilmistir;

Group 1 vs. Control Group

mir-150

&= mir-130b

Logld (Nermalized Expression Group 1)

FHORD 61

[] 0.5 1 1.5 ] P
Logld (Normalized Expression Control Group)

® Upregulated & Unchanged @ Downregulated

Sekil 18: Yeni tam grubunun (Grupl) kontrol grubuna gore normalize edilmis
ekspresyonlarl. Ortadaki diiz siyah ¢izgi kontrol grubunun ekspresyonlarini
gostermektedir. Referans gen (Snord 61) ve ekspresyonlart kontrol grubuyla ayni
olan genler diiz siyah ¢izginin iizerinde c¢ikmaktadir. Kesikli ¢izgiler yiiksek ve
diisiik ekspresyonlar igin smir bolgeleridir. Ust kesikli ¢izginin s yiiksek
ekspresyonu, alt kesikli ¢izginin siirt diisiik ekspresyonu gostermektedir. Grafige
gore yeni tan1 grubunda (Grupl) miR-10a gen ifadesi kontrol grubuna gore yiiksek
(kat degisimi>1) bulundu ve sonug istatistiksel olarak anlamlidir (0,0039349) (Tablo
21). miR-148b gen ifadesi kontrol grubuna gore yiiksek bulundu ancak sonuglar
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,125377) (Tablo 21).
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Group 2 vs. Control Group
15

3 MIr150

Log10 (Normalized Expression Group 2)

0.5
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LoglO (Normalized Expression Control Group)
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Sekil 19: Tedaviye yamith hasta grubunun (Grup2) kontrol grubuna gore
normalize edilmis ekspresyonlari. Grafige gore tedaviye yanithh hasta grubunda
(Grup2) miR-10a ve miR-148b ifadelenmeleri kontrol grubuna gére yiiksek (Ust
kesikli ¢izginin disinda) bulundu (Tablo 22). miR-10a gen ifadesi istatistiksel olarak
anlamhidir (p=0,000292). Ancak miR-148b gen ifadesi istatistiksel olarak anlamli
degildir ( p=0,451892) (Tablo 22).
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Group 3 vs. Control Group
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0.5

Loglo (Normallzed Expresslon Group 3)
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Logld {Normalized Expression Control Group)

@ Upregulated @ Unchanged @ Downregulated

Sekil 20: Tedaviye yanitsiz hasta grubunun (Grup3) kontrol grubuna gore
normalize edilmis ekspresyonlari. Grafige gore tedaviye yanitsiz hasta grubunda
(Grup3) miR-10a gen ifadesi kontrol grubuna gore yiiksek (iist kesikli ¢izginin
disinda) bulundu ancak sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,375747)
(Tablo 23). miR-150 ve miR-148b ifadelenmeleri kontrol grubuna gore diisiik (alt
kesikli ¢izginin disinda) bulundu ve sonuclar istatistiksel olarak anlamlidir

(p=0,003212, p=0,038016) (Tablo 23).
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Sekil 21 : Tedaviye yanitsiz hasta grubunun yamith hasta grubuna gore
normalize edilmis ekspresyonlari. Grafikte; grupl diye belirtilmis olan tedaviye
yanitsiz hasta grubudur, kontrol grubu diye belirtilen ise tedaviye yanitli hasta
grubudur. Yanitsiz hasta grubunda, miR-10a, miR-150 ve miR-148b gen ifadeleri,
yanith hasta grubuna gore diisiik (alt kesikli ¢izginin disinda) bulundu ve sonuglar
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,006950, p=0,000001, p=0,003557). miR-130b gen
ifadesi hem kat degisimi hem de istaistiksel olarak anlamli bulunmadi (ortadaki diiz
siyah ¢izgiye yakin) (p=0,439569) (Tablo 24). (Sekil 21°de ortadaki siyah diiz ¢izgi
tedaviye yanith hasta grubunun ekspresyonlarini gostermektedir. Snord61 referans
gendir. Diisiik ekspresyonlar alttaki kesikli ¢izginin disina tagsmaktadir. iki kesikli
cizgi arasindaki gen ifadeleri karsilastirmaya gore yiiksek yada diisiik ¢ikmayanlari

gostermektedir.
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TARTISMA

Kanser ve genetik iliskisine ait caligmalarda kesfedilen mikroRNA’lar
(miRNA) son derece giincel molekiillerdir. Insanlardaki kesfi 2000°li yillara dayanan
miRNA’lar 1993 yilinda tanimlanmistir (13). Kiiciik endojen bir RNA kiimesi olan
ve messengerRNA (MRNA) iizerinden etkisini gosteren miRNA’lar 19-25 niikleotid
biiylikliigiindedir. miRNA’lar insan genomundaki RNA’larin = %]1-4’linii
olusturmaktadir. Hedef mRNA’larin fonksiyonlarin1 etkileyerek etkisini gdsteren
miRNA’larin sayist 2000°nin iizerine ¢ikmigtir. miRNA’lar hedef mRNA’lari
tanidiktan sonra; mRNA’larin parcalanmasi ya da translasyonun baskilanmasi
seklinde islev gormektedir (15).

miRNA’lar, kromozomlarin kanserle iligkili oldugu bilinen kirilgan
bolgelerinde yer almaktadir. Bu iliski ilk olarak Kronik Lenfositik Losemi (KLL)
hastalarinda tespit edilmis ve miR-15 ve miR-16-1 ifadelerinin bu hastalarin ¢cogunda
cok diisiik ya da hi¢ ekspre edilmedigi gosterilmisitir (20).

KML hastalarinda ise, teshis ve tedavi yanitinda biyobelirte¢ olarak miR-
150’nin, teshis igin biyobelirte¢ olarak miR-203’{in, KML ve AML’yi ayirt etmek
Icin miR-17/92 kiimesinin, teshis ve ila¢ yaniti i¢in miR-10a’nin, ila¢ direncinin
biyobelire¢ olarak miR-29a/b’nin roliiniin oldugu ileri siirlilmistiir (24). Baska bir
calismada ise KML hastalar1 igin iyl prognoz ve kotli prognoz olan miRNA’lar
gosterilmistir (25).

miRNA’larin tiimor baskilayici ve onkogen olmak tizereiki sekilde islev
gordiikleri diistiniilmektedir. Tiimor baskilayici olarak islev goriirken; onkogen ya da
hiicre farklilagmasini veya apoptozisi kontrol eden genleri diizenleyerek kanserleri
engelleyebilecekleri diigtiniilmiistiir. Onkogen olarak islev goriirken apoptozisi
kontrol eden genleri veya tiimor baskilayic1 genleri negatif etkileyerek kanser
gelismesinde rol oynarlar (21).

Kesfedildiklerinden bu yana miRNA’larin iglev ve biyosentez mekanizmalari
hakkinda oldukca fazla bilgi elde edilmistir. Diizenlenmelerindeki bozukluklar
bircok kanser tipiyle iliskilendirilmis, ekspresyon profillerinin tan1 ve tedavide

faydali kriterler saglayacagi diisiiniilmiistiir. Ayrica kanserlerde diizenlenmeleri
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bozulmus birgok miRNA’nin apoptotik siireglerde rol oynadiginin belirlenmesiyle
tiimor olusumunda miRNA'larin etkili oldugu belirlenmistir.

Normal dokularda ve timdr dokularinda farkli seviyelerde eksprese edilen
miRNA’larin tespit edilmesi, ayn1 miRNA’larin insan kanserlerinde gorevlerinin
belirlenmesi cesitli kanserlerdeki rollerinin aydinlatilabilmesi i¢in faydali olabilir.
miRNA ifade diizeyi, kanser patogenezindeki rollerini arastirmak i¢in hareket
noktast olabilir. Bir miRNA’min kanserli hiicredeki az sentezlenmesi, fazla
sentezlenmesi veya yoklugu kanserin baslangici ve gelisimindeki roliinii ¢alismaya
olanak vermektedir. miRNA’lar kanserin molekiiler patolojisi ile ilgili sorulara yanit
olmaya aday goziikmektedirler. miRNA’larin ¢esitli kanserlerde tani1 ve tedavide
kullanilabilmesi i¢in hedeflerinin dogru tanimlanmas1 ve verilerin belirli standartlara
getirilmesi gerekmektedir. Her miRNA molekiilii ¢ok sayida farkli mRNA’ya
baglanabilmektedir. Benzer sekilde her mRNA molekiilii de ¢cok sayida miRNA’ ya
baglanabilmektedir. Bundan dolayt miRNA’larin ifade etkinliklerin ve hedeflerinin
belirlenmesine yonelik yeni bulgulara ihtiyag¢ vardir.

Daha o6nceden yapilmis olan calismalarin 1s18inda biz de bu ¢alismamizda,
KML’li hastalarda Ber-Abl miktarlart ile miRNA diizeyleri arasindaki iliskiyi
arastirdik. Bunun i¢in yeni tan1 almis, tedavilerine yanit alinmis ve tedavilerine yanit
almamamis yani diren¢ gelismis hastalarda hem Bcer-Abl miktarlarini hem de
miRNA diizeylerini tespit ettik. Bu ii¢ farkli hasta grubu ve saglikli kontrol grubunda
miRNA diizeylerinin belirlenmesi ile “Acaba miRNA’lar, tan1 aninda biyomarker
olarak kullanilabilirmi? Ila¢ direncinin erken donemlerde tespit edilerek en uygun
tedavi seklinin belirlenmesine katki saglayabilir mi?” diye diislindiik. Kotagama ve
arkadaslar1 tarafindan 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada, KML teshisinde ve tedavi
yanitinda bir biyobelirte¢ olarak miR-150’ nin, teshis i¢in biyobelirte¢ olarak miR-
203’tin, KML ve AML’yi ayirt etmek i¢in miR-17/92 kiimesinin, teshis ve ilag yaniti
i¢in miR-10a’nin, ilag¢ direncinin biyobelirteci olarak miR-29a/b’nin roliiniin oldugu
ileri sirilmiistir (24). Yeh ve arkadaglari tarafindan 2016 yilinda yayinlanan
makalede genel olarak KML hastalar1 ig¢in kotii prognoz ve iyi prognoz olan
miRNA’lar gosterilmistir. Ayni ¢alismada; kronik miyeloid 16semide diizenlenmesi
en sik bozulan miRNA'larin, miR-10a, miR-17/92, miR-150, miR-203 ve miR-328

oldugu, miR-17/92’nin timdr igerigine bagl olarak hem bir tiimor baskilayict hem
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de bir onkogen olabildigi, miR-17/92'nin tiimor baskilayici fonksiyonun daha ¢ok
proliferatif proteinler BCL2, STAT5 ve JAK2 hedef alinarak agiklanabildigi
belirtilmistir. Yine ayn1 ¢alismada, CDK inhibitorii CDKNIA' nin (p21)
hedeflenmesi miR-17 / 92'nin onkojenik roliinii agiklayabildigi, miR-17/92’nin erken
kronik fazda, blastik faza gore artmis ekspresyona sahip oldugu belirtilmistir (25).

Boylece daha once yapilmigs c¢aligmalardan elde edilen bilgiler 1s18inda,
miRNA’lar KML hastalarinin teshisinde kullanilabilir mi? KML hastalarinin
tedaviye yanit alma siire¢lerinde miRNA’larin katkis1 var m1? KML hastalarinin
tedavi siireglerinde gelisen ilag direncinde miRNA’larin etkisi var m1? gibi sorulara
yanit aramaya karar verdik.

Yukaridaki sorularimiza yanit bulabilmek icin, saglikli bireylerde, yeni tani
almis KML hastalarinda, tedaviye yanit alinmis KML hastalarinda ve ila¢ direnci
gelismis KML hastalarinda en yaygin olarak goriilme ihtimali olan kotii prognoza
sahip; miR-130b, miR-148b ve iyi prognoza sahip olan; miR-10a, miR-150 gen
ekspresyonlarini arastirdik.

Incelenen miRNA’ lardan miR-10a gen ifadesi, yeni tan1 ve yamitli hasta
gruplarinda, kontrol grubuna gore yiiksek diizeylerde (kat degisimi>1) bulundu.
miR-10a gen ifadesi kontrol grubuna gore, yeni tani grubunda 11,17 Kkat
(p=0,003934) (Tablo 21), yanitli hasta grubunda 9,82 kat (p=0,000292) (Tablo 22)
yiiksek diizeyde (kat degisimi>1) bulundu. Yeni tani grubunda miR-10a gen
ifadesinin bu kadar artmast miR-10a’ min tam1 aninda biyobelirteg olarak
kullanilabilecegini (6rnek sayis1 arttirilmis baska calismalarla desteklendikten sonra)
gosterdigini diistinmekteyiz. Tedaviye yanitli hasta grubunda miR-10a gen ifadesinin
yeni tam1 grubuna yakin c¢ikmast miR-10a’nin daha onceki calismalarda da
gosterildigi gibi ayn1 zamanda iyi prognoz oldugunu (6rnek sayis1 arttirilmis baska
calismalarla desteklendikten sonra) gostermistir (25). Diger yandan mir-10a gen
ifadesi tedaviye yanitsiz ve yamth hasta gruplari arasinda karsilastirildiginda,
yanitsiz hasta grubunda, yanitl hasta grubuna gore 0,29 kat azalmis (kat degisimi<1)
bulundu ve sonuglar istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,006950) (Tablo 24).

Bu sonuglarin, tedavilerine devam edilen KML hastalarinda belirli peryotlarla
mir-10a diizeylerine bakilarak ilag yanitinin Ongoriilmesi anlaminda fikir

verebilecegini diisiinmekteyiz.
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Ayni sekilde yine KML hastalarinda iyi prognoz gostergesi oldugu daha 6nceki
caligmalarda gosterilmis olan miR-150 gen ifadesi yeni tan1 grubunda kat-degisimi
ve istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (kat degisimi=0.98, p=0,863306) (25).
Tedaviye yanitli hasta grubunda miR-150 gen ifadesi kontrol grubuna gére artmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli ¢ikmadi ( p=0,237789) (Bu sonucun hasta sayisi
arttirtlmis baska caligmalarla desteklenmesi gerektigini diistinmekteyiz). miR-150
gen ifadesi tedaviye yanitsiz hasta grubunda kontrol grubuna gore azalmis olarak
bulundu (kat degisimi<l) ve sonuglar istaistiksel olarak anlamlidir (p=0,003212)
(Tablo 23). miR-150 gen ifadesi tedaviye yanitsiz ve yanith hasta gruplarinda
karsilastirildiginda yanitsiz hasta grubunda, yanithh hasta grubuna gore 0,05 kat
azalmig olarak bulundu (p=0,000001) (Tablo 24). miR-150 gen ifadesinin yanitsiz
grupta, hem kontrol grubuna hem de yanith gruba gore diisiik diizeyde ¢ikmasi, ilag
direnciyle iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ornek sayis1 arttirilmis baska
calismalarla desteklendikten sonra daha net fikirler ileri siirtilebilir.

Calistigimiz miRNA’lardan miR-148b hem yeni tan1 hem de tedaviye yanith
grupta yiiksek (kat degisimi>1) bulundu fakat sonugclar istatistiksel olarak anlamli
degildir (kat degisimi= 3,78, p=0,125377); kat degisimi=1,97, p=0,451892). Ornek
sayist arttirllmis yeni caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir. Tedaviye yanitsiz
grupta miR-148b diizeyi kontrol grubuna diisiik diizeylerde (kat degisimi<l) bulundu
ve sonuglar istatistiksel olarak anlamhidir (p=0,038016) (Tablo 23). miR-148b gen
ifadesi yanitsiz ve yanithh hasta gruplarinda karsilastirildiginda yanitsiz hasta
grubunda, yanitl hasta grubuna gore 0,18 kat azalmis olarak bulundu ve sonuglar
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,003557) (Tablo 24). miR-148b gen ifadesinin
yanitsiz grupta, hem kontrol grubuna hem de yanith gruba gore diisiik diizeyde
ctkmasi, ilag direnciyle iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ornek sayist
arttirlmis bagka ¢alismalarla desteklendikten sonra daha net fikirler ileri siiriilebilir.

Calistigimiz diger miRNA olan miR-130b tiim hasta gruplarinda kat degisimi ve
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (yeni tani grubu kat degisimi=1,08, P=
0,617569; yanitl hasta grubu kat degisimi=1,03, p= 0,271973; yanitsiz hasta grubu
kat degisimi=0,77, p=0,105655) ( Tablo 21-24).

68



SONUC

Sonug olarak;

1. KML hastalarinda miR-10a’nin Ornek sayisi arttirilmis baska c¢alismalarla
desteklendikten sonra teshis icin biyobelirteg olarak kullanilabilecegini
diistinmekteyiz. Cilinkii miR-10a ifade diizeyi, yeni tani hasta grubunda kontrol
grubuna gore 11,17 kat daha yiliksek bulundu ve sonuglar istatistiksel olarak
anlamlidir (p=0,003934).

2. Tedaviye yanitsiz KML hastalarinda miR-150 ve miR-148b ifade diizeylerinin
azalmasi tedaviye yanit alinamamasinda anlamlidir. Ciinkii tedaviye yanitsiz hasta
grubumuzda hem miR-150 (kat degisimi=0,08 ve p=0,003212) hem de miR-148b
(kat degisimi=0,35 ve p=0,038016) gen ifadeleri hem kontrol grubuna hem de
tedaviye yanith hasta grubuna gore diisiik diizeylerde bulundu. Baska c¢aligmalarla
desteklendikten sonra miR-150 ve miR-148b gen ifadelerinin arttirilabilmesi
calismalarinin, ilag direnci gelismis hastalarda tedavi seceneklerine eklenebilecegini
diistinmekteyiz.

3. Tedaviye yanith hasta grubunda miR-10a gen ifadesi, yeni tanili hastalara yakin
diizeyde oldugu igin, ayni =zamanda tedaviye yanitsiz hasta grubuyla
karsilagtirildiginda tedaviye yanitsiz grupta disiik diizeyde (0,29 kat azalmis)
(p=0,006950) bulundugu i¢in baska caligmalarla desteklendikten sonra, tedavi
stiresince belirli peryotlarda miR-10a gen ifadesine bakilmasinin, tedaviye yanit alma

anlaminda fikir verebilecegini diistinmekteyiz.
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