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OZET

GOKTAN, H. (2019). Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Akut Miyeloid
Losemi Hastalarinda mikroRNA-210 ve BCL-2 Ekspresyon Seviyelerinin Sitogenetik
Bulgular: ile Karsilastirilmas: istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Akut Miyeloid Losemi’nin baslamasi ve ilerlemesinde mikroRNA’lar onemli rol
oynamaktadir. mikroRNA-210’un AML’nin prognozuna etkisi ve AML gelisimdeki
etki ettigi yolaklar arastirilan bir konudur. Calismamizda AML hastalarinda miRNA -
210 ve BCL-2’nin ekspresyonlarinin prognoza etkisini ve birbirleriyle korelasyonunu
incelemekle birlikte sitogenetik bulgularla bu verileri karsilastirmay1 amagladik.

Calisma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi ¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Hematoloji kliniginde AML tanisi almig ve heniiz tedavi baglanmamis 7 hastanin
kemik iligi ve saglikli 7 bireyin perifer kan1 materyalinde yapildi. Her iki grubun kan
ve kemik iligi materyallerine RNA izolasyon kiti ile RNA izolasyonu yapildi ve daha
sonra gRT-PCR ile miRNA-210 ve BCL-2 ifadesi belirlendi. Ayrica her iki gruba da
konvansiyonel sitogenetik yontem uygulanarak karyotip analizi yapildi ve mevcut
kromozom anomalileri belirlendi.

Elde ettigimiz verilere gére AML hastalarinin kemik iligi materyalinde artmis miR-
210 ekspresyonunun BCL-2 ekspresyonun artist ile korele oldugu goriilmiistiir.
Bulgularimiz AML’de miR-210’un BCL-2 ekspresyonunu hedefleyerek apoptoza etki
ettigini  disiindirmektedir. Ayrica mIiR-210’un hastaligin tan1 ve tedavisinde
biyobelirteg olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Sitogenetik bulgularimiz da
asirt miR-210 ve BCL-2 ekspresyonunun kotii prognoza etkisini destekler niteliktedir.
Bu verilerin 1518inda AML’de miR-210’un BCL-2’yi etkiledigini diisiindiigiimiiz
apoptoz mekanizmasinin aydinlatilmasina ihtiya¢ vardir. Sonuglarin uygunlugunun
belirlenebilmesi i¢in yiiksek sayida hasta grubu ve daha kapsamli testlerin yapilmasi
gerektigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: AML, miRNA-210, BCL-2, Sitogenetik, Prognoz

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 22771
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ABSTRACT

GOKTAN, H. (2019). Comparison of microRNA-210 and BCL-2 Expression
Levels with Cytogenetic Findings in Acute Myeloid Leukemia Patients. Istanbul
University, Institute of Health Science, Department Of Medical Biology. Master’s

Thesis. Istanbul.

MicroRNAs play an important role in the initiation and progression of Acute Miyeloid
Leukemia. The effect of microRNA-210 on the prognosis of AML and its pathways in
the development of AML is a research topic. In this study, we aimed to compare the
affects of miRNA-210 and BCL-2 expression on prognosis and correlate with each
other, and to compare these data with cytogenetic findings.

The study was performed in 7 patient's bone marrow materials who diagnosed AML in
the Istanbul University Cerrahpasa medical faculty department of internal Medicine
Hematology clinic and who had not started treatment yet. Peripheral blood material of 7
healthy individuals were studied as control group. RNA isolation was performed with
RNA isolation kit from both groups and the expression of miRNA-210 and BCL-2
were determined by qrt-PCR. For two groups karyotype analysis was performed by
conventional cytogenetic method and present kromosom abnormalities was determined.

Our findings shows that in AML patient's bone marrow materials, miR-210 expression
is increased and it's correlate with BCL-2 expression increase. According to our data,
miR-210 effects apoptosis by targeting to BCL-2 expression in AML. It also shows that
miR-210 can be used as a biomarker in the diagnosis and treatment of the disease. Our
cytogenetic findings also support the effect of excessive miR-210 and BCL-2
expression on poor prognosis. Based on these data, there is a need to clarify the
mechanism of apoptosis, which we think miR-210 affects BCL-2 in AML. In order to
determine the suitability of the results, it is thought that a large number of patient
groups and more comprehensive tests should be performed.

Key Words: AML, microRNA-210, BCL-2, Cytogenetics, Prognosis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 22771
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1. GIRIS VE AMAC

Akut miyeloid l6semi (AML) bir hematopoetik kok hiicre bozuklugudur.
Hematopoetik hiicrelerde meydana gelen bu malign degisim sonucu hiicrelerde
fonksiyon kaybi olur (1). Hastalik tedavi edilmediginde hizli ilerleme gosterir ve klinik
seyrine gore dliimle sonuglanir (2). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan sitogenetik
ve molekiiler 6zellikler baz alinarak yapilan siniflamaya gére AML’ler 4 gruba ayrilir
(3). AML 65 yas tizeri hastalarda daha sik goriilmekle birlikte tiim yaslarda da
olusabilmektedir (4). Insidansi yilda yaklasik olarak 3.7/100,000 dir. Son on yilda
AML’nin insidansi oldukga artmigtir (5).

AML kemik iliginde %20’nin {lizerinde miyeloid blast hiicrelerinin birikmesi ile
karakterizedir (6). Bununla birlikte t(15;17), t(8;21), inv(16) veya t(16;16) sitogenetik
anomalilerin  varliginda blast sayisi %20’nin altinda olsa bile AML tanisi
konulabilmektedir (1). AML’nin smiflandirilmasi ve prognozunun belirlenmesinde
sitogenetik bulgular 6nemli parametrelerdendir ve yeni tanili hastalarin yaklasik

%S55’inde kromozom anomalisine rastlanir (7, 8).

MikroRNA’lar hedef mRNA’nin 3> UTR boélgelerine baglanmak suretiyle gen
ekspresyonunu diizenleyen, kiiciik, protein kodlamayan, 19-25 niikleotidlik RNA
molekiilleridir (9). miRNA regiilasyonundaki bozukluklar kanser gelisimi ve
ilerlemesinde etkilidir. Bu diizensizlikler normal dokular ve kanserli dokular arasinda
farkli miRNA profilleri goriilmesine neden olur. Goriilen farkli profiller, kanser teshis
ve prognozu ile miRNA’lar arasinda bir iliski oldugunu gostermistir (10). Son yillarda
baz1 spesifik miRNA ekspresyonlarinin AML ile iliskili oldugu bulunmustur. Bu
MIiRNA’larin ekspresyonlart AML’nin prognoz, tedavi yanitt ve klinik uygulamalar
tizerinde oldukga etkilidir. mMiRNA-210 da AML prognozunu etkileyen miRNA’lardan
biridir. mMiIRNA-210’un asir1 ekspresyonu AML hastalarinda kotii prognoza isarettir
(112).

BCL-2 proteini apoptozun inhibitérii olup mitokondri dis membrani,
endoplazmik retikulum ve nukleus zarinda yer alir (12). BCL-2 onkogeni 18.
Kromozom iizerinde bulunur. Bu BCL-2 lokusu 14. kromozom {iizerinde bulunan IgH
lokusu ile transloke olur ve bu olay BCL-2’nin asir1 ifadesi ile sonuglanir (13). BCL-

2'nin asir1 ekspresyonu kemoterapi sonrasi diisiik tam remisyon orani ve daha kisa sag
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kalim ile iliskilendirilmistir (14). BCL-2’nin asir1 ekspresyonu Folikiiler Lenfoma, KLL
ve AML gibi bazi hematolojik kanserlerde diisiik tedavi yaniti ile iliskilidir (15).
MIRNA-210’un tiimor baskilayici olarak islev goren hedef genlerinden biri de BCL-2
dir (16).

Bu calismada AML hastalarindaki kromozom anomalilerinin tespit edilip, miR-
210 ve BCL-2 ekspresyon seviyeleri ile iligkilendirilmesi amaglanmistir. Elde edilen
veriler saglikli kontrol grubundaki bireylerden elde edilen verilerle karsilagtirilmistir.
Bu sayede tedavi ve prognoz bakimindan ortaya konulacak farkliliklarla, miRNA-
210’un bir biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacag1 degerlendirilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoez

Hematopoez, eritrositler, trombositler, immiin hiicreler ve lenfositler dahil
olmak ftizere organizmada bulunan tiim farklilagmis kan hiicrelerinin {retimidir.
Hematopoez, yetiskinlerde kemik iliginde bulunan bir hematopoetik kok hiicre (HSC)
popiilasyonu tarafindan gergeklestirilir (17). Bu HSC’ler baska hiicrelere doniisme
yetenegi daha kisitli olan lenfoid ve miyeloid kok hiicreleri olusturur (Sekil 2-1).
Lenfoid ve miyeloid kok hiicreler sitokinler olarak adlandirilan biiyiime faktorlerinin
etkisiyle kendini yenileyemeyen farkli hiicreler iiretirler. Olusan hiicreler sitokinlerin

cesidi ve miktarina gore faklilik gosterir. Miyeloid kok hiicreden graniilositler,

monositler, eozinofiller, eritrositler ve megakaryositler {iretilebilirken, lenfoid kok

hiicreden T ve B lenfositler tiretilir (18).

GM-CFC

Miyeloid
kok hiicre

Pluripotent
HSC

Pluripotent (\ \/
hematopoietik

kok hiicre

(HSC) /\

Pluripotent
HSC

o

Eo-CFC

BFU-E

//\\
o

1@,
O

Lenfoid
kok hiicre

#

00—

B-CFC

T-CFC

Sekil 2-1: Hematopoez (18)
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Monositler (makrofaj prekiirsorleri)
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Eozinofiller (Allerjik reaksiyonlarda ve
parazitlere kargi savasta aktif olan
bagisiklik hiicreleri)
Epo SCF Epo a “
sl S
GM CSF
-3

Eritrositler (ki U i
praappl itler (kirmizi kan hiicreleri)

SCF Tpo, IL-3, GM-CSF

CFC-mega

— &8

Megakaryositler (platelet
olusturan hicreler)

©O

Bagigiklik sisteminin T ve B hicreleri

L2, IL-7, IL-12, SDF-1,
FLT3I|gand TNF-«,
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2.2. Losemiler

Losemi anormal beyaz kan hiicrelerinin kanda veya kemik iliginde asiri
birikmesiyle olusur. Kan hiicrelerindeki bu malign degisiklik genellikle myeloid ya da
lenfoid onciillerinden sadece birinde gergeklesir fakat nadiren de olsa her iki dnciilde
de malign degisiklik gerceklesebilir. Losemilerin, akut lenfoblastik 16semiler (ALL),
akut miyeloid 16semiler (AML), kronik lenfoblastik losemiler (KLL) ve kronik
miyeloid 16semiler (KML) olmak tizere dort tipi vardir. Hastalifin baslangi¢ hizi ve
gelisimine gore degerlendirildiginde; yavas baslangi¢li ve uzun siireli olan tipi “kronik
16semiler” ve hizli baslanigh ve kisa siireli olan tipi ise “akut losemiler” olarak
adlandirilir (3).

2.3. Akut Miyeloid Losemi
Akut Miyeloid Losemi hematopoez siirecinde hematopoetik kok hiicre
farklilagsmanin durmasi ile karakterize olan heterojen klonal bir hastaliktir. Farklilagma

yetenegini yitiren hiicrelerden blastlar veya neoplastik hiicreler olusur (1).

Yaklasik olarak her 100.000 kisiden 3 ya da 4’ AML tanis1 alir. Cocuklarda
ve erigkinlerde nadir goriilmekle birlikte insidansi ilerleyen yasla artar (19). Medyan
yast yaklagik 70’tir. Erkeklerde goriilme orani kadinlardan daha fazladir (20).

2.3.1. Simiflamasi
AML ilk olarak 1976 yilinda Fransiz-Amerikan-Ingiliz siiflandirmas: (FAB)
ile morfolojik 6zelliklerine gore siniflandirilmistir ( Tablo 2-1)(21).

Tablo 2-1: FAB siniflandirmasi ve insidanslar (5)

FAB SINIFLANDIRMASI Insidans
MO :Minimal farkhlagsma gosteren I6semi %5

M1 : Olgunlasma gostermeyen myeloblastik I6semi %20
M2 :Olgunlasma gdsteren myeloblastik [6semi %30
M3 : Hipergraniiler Promiyelostik Losemi %10
M4 : Miyelomonositik Losemi %20

M4Eo :Varyant: Anormal kemik iligi eozinofil artisi

M5: Monositik Losemi %10
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M6 : Eritrolosemi (Diguglielmo Hastalg) %4

M7 — Megakaryoblastik Losemi %1

Bu siniflamaya gére MO alt tipinde goriilen blastlar graniilsiizdiir ve Auer cisimi
goriilmez. Bu tip genellikle 60 yas iizerindeki hastalarda goriilmektedir. M(0’da tam
remisyon ve sag kalim orami genellikle ¢ok diisiiktlir ve sitogenetik olarak da kotii

prognoz ile iligkilendirilebilecek anomalilere rastlanir (22).

M1 alt tipinde 2 ¢esit blast vardir. Bu blastlardan biri graniil igermezken diger
tip blastlar graniil igermektedir. Bunlar eritroid olmayan hiicrelerin %90 ‘indan fazlasini
olustururlar (3). Auer cisimleri her zaman goriilmez. AML vakalarindan %10 ila %20’si

bu gruptadir ve genelde yetiskinlerde goriiliir (22).

M2 alt tipinde ise blastlar eritroid olmayan hiicrelerin %30 ila %90 ‘i1 olusturur
ve bir sonraki evrede olgunlasma gosterecegine dair kanitlar mevcuttur. Auer cisimleri
yaygin olarak goriiliir (3). Sitogenetik anomalisi olan vakalarin %30 ila %40’ inda
t(8;21)(q22;922) goriilir ve M2 alt tipi ile iliskilidir (22).

M3 alt tipinde hiicreler ¢cok graniillii promiyeloditlerdir. Cogunlukla auer cisimi
kiimeleri ile birlikte bulunurlar. M3 {in varyant tipi olan M3v’de ise hiicreler
hipograniilerdir. Damar i¢i pihtilagma sorunu hem M3 hem de M3v’de oldukga sik
rastlanir (3). Genellikle erigkinlerde goriiliir. Vakalarin %95’inde hiicreler t(15;17) vaya

17. kromozom fiizerinde bulunan RAR-a geninin yeniden diizenlenmesini igerir (23).

M4 alt tipinin karakteristik 6zelligi miyelomonositik morfolojidir. Monositoz bu
tipte yaygin olarak goriiliir. M4Eo M4 alt tipinin bir varyantidir. %S5 ten fazla eozinofil
goriildiigiinde fark edilir (3). Bu varyanttaki 16semik hiicreler genellikle kromozom

16’nin inversiyonuna veya translokasyonuna sahiptir (23).

M5 alt tipinde 16semi hiicreleri biiyiiktiir ve sitoplazma ince graniiller barindirir
(23). M5’in M5a ve M5b olmak iizere iki varyanti varidir. Eritroid olmayan hiicrelerin
%80’inden fazlas1 monoblast ise M5b, %80’inden az1 monoblast ise M5a varyanti
olarak adlandirilmaktadir (3). M5 genellike ¢ocuk ve geng eriskinlerde olusur. 11923
yeniden diizenlenmesi ve bebeklerde t(4;11) yaygin olarak goriiliir (23).
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M6 alt tipinde malignite eritroid soyuna bagl kok hiicrelerde gerceklesir. Bu
grupta eritroid olmayan hiicrelerin %30 undan fazlasi tip I ve tip II blastlardir. Ayrica
tiim kemik iligi hiicrelerinin yarisindan fazlasin eritroblastlar olusturur (3). Pansitopeni

tan1 koymak i¢in 6nemli bir bulgudur (23).

M7 alt tipinde malign degisim megakaryosit soyundaki kok hiicrelerde
gerceklesir. Bu alt tipte biiylik polimorfik blastlar ve kemik iligi fibrozu karakteristik
olarak gorilir (3). Sitogenetik anomalilere AML’nin diger alt tiplerine gore daha sik

rastlanir. Genelde yetiskinlerde kompleks karyotip goriiliir(23).

FAB siiflamasi yapildiktan sonra yillar boyunca ¢esitli diizenlemeler ve
modifikasyonlara ugramis ve yaygin olarak kullanimi siirdiirilmistir (3). Sonraki
tarihlerde sitogenetik ve molekiiler tekniklerin gelismesiyle birlikte, AML’de tekrar
eden genetik anomaliler kesfedilmistir. Bu kesif hem hastaligin siniflanmasi hem de
hastaligin prognozu ve tedavisi agisindan onemlidir (21). Losemide malign
doniistimlerin molekiiler mekanizmalariin anlasilmasi 6nemli oldugundan daha iyi bir
siiflandirmaya ihtiyag duyulmustur. Bahsedilen prognoz, tedavi, molekiiler ve
sitogenetik ozellikler g6z dniinde bulundurularak yapilan ilk siniflandirma 2000 yilinda
yapilan Diinya Saglik Orgiitii (WHO) siniflandirmasidir ve 2008 yilinda giincellenerek
son giincel halini almistir (3). Giliniimiizde WHO tarafindan sitogenetik ve molekiiler

ozellikler baz alinara yapilan AML siiflanamasi kabul edilmektedir (Tablo 2-2)(21).

Tablo 2-2 : AML’de WHO Siniflandirmasi (5)

WHO Simiflandirmasi

1. Tekrarlayan genetik anomalilerle seyreden AML
< 1(8;21)(22;922);RUNX1/RUNX1T1
+» Anormal kemik iligi eozinofilleri ile seyreden AML
< [inv(16)(p13922) veya t(16;16)(p13;022);CBFB/MYH11]
% Akut promiyelositik 16semi[t(15;17)(922;q12) (PML/RARA) ve
varyantlari]
+ 11923 (MLL) anomalileri ile seyreden AML
2. Miyelodisplazi ile seyreden AML
3. AML ve miyelodisplastik sendromlar,
+» Tedavi ile iligkili

s Alkilleyici madde ile iliskili
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% Topoizomeraz tip II inhibitdrii ile iligkili
+ Diger ¢esitler
4. Tammlanan Gruplara Girmeyen AML
+ Minimal Farklilagmug AML
% Olgunlagsma Goriilmeyen AML
% Olgunlasma Goriilen AML
¢ Akut Miyelomonositik Losemi
+» Akut Monoblastik ve Monositik Losemi
+» Akut Eritroid Losemi
+  Akut Megakaryoblastik Losemi
«» Akut Bazofilik Losemi
«» Akut Miyelofibrozlu Panmiyeloz
+» Miyeloid Sarkom

2010 yilinda, Avrupa Losemi Ag (ELN), genetik anormalliklerin NPM1,
CEBPA ve FLT3 genlerinin hem sitogenetik hem de mutasyon analizlerini igeren klinik
sonuclarla raporlanmasi i¢in standart bir sistem Onermistir. Bu sisteme gére AML dort

gruba ayrilmistir; diisiik, orta-1, orta-11 ve yiiksek risk grubu (Tablo 2-3)(24).

Tablo 2-3: AML’de ELN Simiflandirmasi (25)

Genetik Grup Molekiiler ve Sitogenetik Anomaliler

Diisiik Risk £(8;21)(q22;¢22); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1;922) veya t(16;16)(p13.1;922); CBFB-
MYH11

FLT3-ITD olmadan NPM1 mutasyonu (normal
karyotip)

CEBPA mutasyonu (normal karyotip)

Orta-l Risk NPM1 ve FLT3 mutasyonu

Yabanil tip NPM1ve FLT3

Yabanil tip FLT3 olmadan NPM1

Orta-I1 Risk £(9;11)(p22;¢23); MLLT3-MLL
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Iyi veya kotii olarak smiflandirilamayan sitogenetik

anomaliler

Yiiksek Risk inv(3)(q21926) veya t(3;3)(921;926.2); RPN1-EVI1

1(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

t(v;11)(v;g23); MLL yeniden diizenlenmesi

-5 veya del(5q); —7; abnl(17p); kompleks karyotip

2.3.2. insidansi

Akut 16semilerin goriilme sikligi tiim kanserlerin %3’tinden daha azdir. Buna
ragmen cocuklarda ve 39 yasiin altindaki bireylerde kansere bagli 6liimlerin baslica
nedenlerinden biridir (6). AML’nin insidans1 yilda yaklasik 3.7/100.000’dir (5).
Diinyada en ¢ok ABD, Avusturalya ve Bati Avrupa’da goriiliir ve bat1 iilkelerinde
yasayan bireylerde tim l6semilerin %25’ini olusturur (6). Erkeklerde goriilme sikligt
kadmlara gore daha fazladir (26). Insidansi yas ile birlikte artis gosterir. 65 yasmin
altindaki bireylerde goriilme siklig1 1.9 iken 65 yas iistii bireylerde bu oran 18.6’ya
yiikselmektedir. AML’nin insidasinda son yillarda belirgin bir artig gériilmistiir (5).

2.3.3. Etiyolojisi
AMUL nin etiyolojisi tam anlagilamamakla birlikte, olusumunda etkili olan ¢esitli
risk faktorleri tespit edilmistir (6, 25). Yas, daha Once geg¢irilmis olan hematolojik
hastaliklar, genetik bozukluklar, radyasyon, viriislere maruziyet, daha 6nce kemoterapi
tedavisi gormiis olmak ve mesleki maruziyetler tanimlanan risk faktorlerindendir (Tablo
2-4). Fakat bu etkenler sonucu hastalik gozlenen az sayida vaka vardir. Cogu vakada
malignite de novo ortaya ¢ikar ve hicbir l16kojenik maruziyet goriilmez. AML’nin farkl

alt tiplerinde etkili olabilecek risk faktorleriyle nedensel iliski kurulabilir (6).

Tablo 2-4: AML Olusumuna Neden Olan Risk Faktorleri (6)

Down Sendromu

Klinefelter Sendromu
Genetik Hastaliklar

Patau Sendromu

Ataksi Talenjiektezi
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Schwachman Sendromu

Kostman Sendromu

Norofibromatozis

Fankoni Anemisi

Li-Fraumani Sendromu

Benzen

Piporoman Benzeri lal¢lar

Fiziksel ve Kimyasal Etkenler | Pestisitler

Sigara Kullanim

Herbisitler

Alkilleyici Ajanlar

Kemoterapi Topoizomeraz III inhibitorleri

Antrasiklinler

Radyoaktif Etkenler Terapotik ve Terapotik Olmayan Radyasyon

2.3.4. Prognozu

AML nin bir¢ok klinik ve patolojik 6zelligi prognoz ile uyumlu olsa da, sadece
birkag prognostik 6zellik evrensel kabul edilir ve pratikte etkili olur. Bu prognostik
ozellikler arasinda yas, hematolojik hastaliklar, sitotoksik terapiler ve diger klinik
faktorler gelmektedir. Buna ragmen gelecekte yeni biyolojik belirteglerin eskilerinin

yerini almas1 muhtemeldir (6).

2.3.4.1. Yas
AML i¢in en 6nemli prognostik etkenlerden biri yastir (27). AML’de 60 ve lizeri
yas, kotii prognoza sebep olan etkenlerden yasin ayirt edilmesini zorlastirir. 60 yastan
sonra gecen her on yilda prognoz daha kotiiye gitmektedir. Fakat 60 yasin altindaki
kisilerde yasin olumsuz bir faktdr olarak goriilmesi zordur. Mayer ve arkadaslar
tarafindan yapilan sitarabin doz yogunlugu deneyinde resmisyon orami 40 yas alti

hastalarda %75, 40-60 yas araligindakilerde %68 iken hastalik olmaksizin sagkalim
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oranlar sirastyla %32 ve %29.1°dir (28). Benzer sekilde, yapilan diger bir ¢alismada da
Zittoun ve arkadaglart 10-59 yas araligindaki bireylerde artan yasin hastaliksiz sag
kalim tizerinde olumsuz bir etkisi olmadigini1 gostermistir (29). Bu bulgularin aksine
hem Tibbi Arastirma Konseyi (MRC) hem de Giineybatt Onkoloji Grubu ve Dogu
Kooperatifi Onkoloji Grubu (SWOG / ECOG) yaptiklar1 g¢alismalarda 18-55 yas
araliginda AML’li bireylerde yaptiklar ¢alismalarda yas artiminin sag kalimi olumsuz
etkilendigini gosteren bulgular elde etmislerdir. 60 yas alt1 hastalarda yasin prognoz
tizerindeki etkisinin belirsiz oldugu ileri siiriilmektedir (30, 31). Diger taraftan Kkotii
prognoz ile iligkili sitogenetik anomaliler artan yagla birlikte ¢ogalmaktadir. Bir
calismada iyi prognozla iliskili sitogenetik bulgularin yilizdesi 56 yasindan kiicliklerde
%17 iken 75 yasindan biiyiiklerde %4 tiir. Kotii prognoz ile iligkili sitogenetik bulgular

ise tam tersi sekilde 75 yas lizerindeki hastalarda artis gostermistir (1).

2.3.4.2. Onceden Gegirilmis Hematolojik Hastahklar

Miyelodisplastik Sendrom (MDS) ve KML gibi bazi hematolojik hastaliklar
ilerlediginde akut 16semiye doniisiir. Fakat polistemia vera, aplastik anemi, myeloid
metaplazili myelofibroz gibi diger hematolojik hastaliklarda her zaman akut l6semiye
doniistim gerceklesmeyebilir. Fakat akut losemiye doniisebilen tiim hematolojik
hastaliklar mevcut tedavilerle esit derecede kotii prognoza sahiptirler. Bu sebeple akut
16semi tedavisi i¢in yapilan bircok klinik c¢aligmada daha oOnceden gegirilmis
hematolojik hastaligi (AHD) olan hastalar ¢alismaya dahil edilmemektedir. Remisyon,
kronik hastaliga sahip kisilerde hastalik aktivitesinin olmadigi durumlari ifade eder.
AHD’li hastalar hari¢ tutularak yapilan bir caligmada yiiksek dozda sitarabinin, diisiik
doz ile kiyaslandiginda remisyondan sonra sag kalimi arttirdigi goriilmiistiir. Yapilan
diger bir ¢aligmada ise daha Once kemoterapi gibi sitotoksik ajanlara maruz kalan
AHD’li hastalarin diger gruplarla ayirt edici bir 6zelligi bulunamamistir. Bununla
birlikte bazi klinik ¢alismalar AHD’li hastalar1 da AML c¢aligmalarina dahil
etmektedirler (32). Yapilan bir ¢alismada AHD’li 44 hasta ile oykiisinde AHD olmayan
152 hasta retrospektif olarakincelenmistir. AHD’li olanlarda remisyon orani %41 iken
olmayanlarda bu oran %73 olarak bulunmustur. Fakat yas ve sitogenetik bulgularin da
olmasi sebebiyle, sadece AHD’lerin olumsuz prognostik etkilerinin oldugu kesin olarak

sOylenememektedir (31).
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Miyelodisplastik sendromdan AML ‘ye doniisiim olan hastalar de-novo AML’ye
gore tedaviye daha ¢ok direng gosterir ve tedaviye yanit siiresi oldukga kisadir (2, 32).

Bazi hastalarda AHD olmamasima karsin, tani asamasinda kemik iliginde
displastik degisiklikler goriilmektedir. Bu hastalarda prognoz bu tarz morfolojik

degisimleri olmayan hastalarinkine gore daha kotiidiir (32).

2.3.4.3. Sitotoksik Terapiler

Malign veya malign olmayan durumlar sebebi ile radyoterapi veya sitotoksik
kemoterapi tedavisi alan hastalar sekonder AML olusumu ag¢isindan risk altindadir.
Sekonder AML’si olan hastalar bilinen tedavilerle kotli prognoz gostermektedir ve bu
hastalarda ¢ogunlukla klonal sitogenetik anomalilere rastlanmaktadir. Bununla birlikte
baz1 sekonder 16semiler digerlerine gore daha iyi prognoz gostermektedir (32). Ornegin
sekonder AML’de t(8;21) ve inv (16) iyi prognoza isaret etmektedir (2). Fakat bu
hastalarin prognozu de novo ve iyi sitogenetik bulgulara sahip AML hastalar1 ile
karsilastirildiginda daha kotiidiir, diger sekonder AML hastalar ile karsilastirildiginda
ise daha iyidir (32).

2.3.4.4. Diger Klinik Faktorler

Yapilan bazi caligmalar yiiksek beyaz kan hiicresi seviyesinin kotii prognoz ile
iligkili oldugunu diisiindiirse de, diger ¢alismalarda bu iddiay1 ciiriitecek bulgular
mevcuttur. Yapilan bir calisma, AML’li Afrikali ve Amerikali erkekler ve kadinlarin
diger hastalara kiyasla anlamli derecede kotii remisyon orani ve sagkalima sahip oldugu
bulgusu ile irkin prognostik bir faktor olabilecegini gdstermistir. Ayrica yiiksek laktat
dehidrogenaz seviyesi ve ciddi anemisi olan hastalarda sag kalim oram1 oldukca
diigiiktiir (32). Bunun yan sira l6kopeni ve/veya trombositopenisi olan hastalarda tam
remisyon oram distiktiir (5). Yine yapilan biiyiik ¢apli c¢alismalardan elde edilen
verilere gore hastaneye bagvurma ve hastaliga tan1 koymadaki gecikmeler sag kalimi

olumsuz yonde etkilemektedir (32).

2.4. AML’nin Genetigi

2.4.1. Sitogenetigi

Sitogenetik analiz  AML’nin yonetiminde oldukg¢a Onemlidir. Sitogenetik
anomalilerin varligi ya da yoklugu, hem pediatrik hem de eriskin AML hastalarinda
onemli bir prognostik belirtegtir (5). Farkli yas gruplarindaki AML hastalarinda
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sitogenetik degisiklikler de farklilik gosterebilir. Orta ve ileri yastaki hastalarda
genellikle t(1;3)(p36;92l), t(4;12)(q12:p13) ve kompleks karyotiple birlikte 5 ve 7
numarali kromozomlarinin tamaminda veya bir pargasinda kayiplar goriiliirken, geng

eriskinlerde t(3;5)(q25;q935), 1(6;9)(p22;q34) ve t (7;11)(p15;p15) bulgular tipiktir (20).

Asagidaki tabloda AML hastalarinda yapilan 3 farkli ¢alismada goriilen sitogenetik
degisiklikler ve prognoza etkileri gosterilmistir (Tablo 2-5)(32). t(15;17) olan AML

hastalari ¢ok iyi prognoz gosterirken t(8;21) ve inv(16) iyi prognoza isaret etmektedir.

Sitogenetik olarak anomalisi olmayanlarin prognozu orta derecede olumlu prognoza

sahiptir. t(6;9), inv(3) veya 7 ve kompleks karyotipli hastalar ise ¢cok zayif prognoz

gosterirler (5).

Tablo 2-5 : AML hastalarinda yapilan 3 farkh calismada goriilen sitogenetik bulgular ve
prognoza etkileri (32)

SWOG/ECOG

MRC

CALGB

Hasta Sayis1

Diisiik Risk

584

inv(16), t(16;16)
del(16q)

Eksik t(8;21)
del(9q)veya kompleks
karyotip

t(15;17)

1612

inv(16), t(16;16)
del(16q)

t(8;21)

t(15;17)

1213

inv(16), t(16;16)
t(8;21)

del(9q) (eger sadece
kok hiicre transplanti
ile tedavi edildiyse)
[t(15;17) dahil
edilmedi.]
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Orta Risk

Yiiksek Risk

Bilinmeyen risk

Normal Karyotip
+Y

-8

+6

del(12p)

Kompleks Karyotip
3g anomalileri
1(6;9)
-5,del(5q)
-7del(7q)
t(9;22)

9g anomalileri
11qg anomalileri
20q anomalileri
21qg anomalileri
17p anomalileri

Digerleri

Normal Karyotip
11923 anomalileri
+8

del(9q)

del(7q)

+21

+22

Digerleri

Kompleks Karyotip
3g anomalileri
T(6;9)

-5, del (5q)

-7

t(9;22)

Bilinmiyor

Normal Karyotip
-Y
del(5q)
7q kaybi
t(9;11)
+11
del(11q)
abn(12p)
+13
del(20q)
+21

Kompleks Karyotip
inv(3),t(3;3)

1(6;9)

t(6;11)

-7

-8
t(11;19(q23;p13.1)

Bilinmiyor

2.4.2. AML’nin Molekiiler Genetigi

Genetik AML’nin smiflandirilmasinda ve hastaligin yonetiminde 6nemli rol

oynamaktadir. AML risk degerlendirmesi ve siniflamasi1 onceleri sadece sitogenetik

caligmalara dayanmaktaydi. Molekiiler yontemler gelistikce, gen mutasyonlarinin bu

yontemlerle belirlenmesi, siiflandirma ve risk degerlendirmesi icin kullanilmaya

baslanmistir. Molekiiler testler sitogenetik analizleri tamamlayici rol oynarlar. AML alt

gruplarinda prognozu diizeltmeye yardimci olmak icin sitogenetik bulgular molekiiler

bulgular ile desteklenir (Tablo 2-6). AML’de FLT3 NPMI1, CEBPA ve KIT

mutasyonlart normal katyotip ve orta risk grubunda olan hastalari siniflandirmada

yardimet olan ilk bulgulardir (7, 33).
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Tablo 2-6: AML’de goriilen sitogenetik ve molekiiler degisimler ve prognoza etkileri (20)

% < P
‘?( g o = @) 2 S 2 e
g g e < 5 Z E S x 8
5 3 ¥ 2 < 5 =~ 8 E
t(1;3)(p360921) RPN1-PRDM16 F=M 60 M4,dismegakaryositopoe Koti
z
t(1;22)(p13;913) | RBM15-MKL1 F>M <l | M7,miyelofibroz, Down | Orta/Koti
sendromunda goriilmez
der(1;7)(q10;p10) M>F 60 | Degisken morfoloji, t- Koti
AML
t(1;11)(921;923) | MLL-MLLTI1 F>M <1 M4 veya M5 Koti?
t(2;3)(p11- EVIL1 ekspresyonu | F=M 50 M2, Kotii
23:023-28) dismegakaryositopoez
inv(3)(g21926) EVI1,GATA2 ve 50 v . Kot
RPN1/EVIL E=M Degisken morfoloji,
ekspresyonu dismegakaryositopoez
; ; 3 r oS
t(3;5)(925;935) NPM1-MLF1 F=M 30 Degisken morfoloji, M6, Koti?
Trilineage displazi
1(3:12)(q26;p13) ETV6/EVI1 ve M>5 50 Degisken morfoloji, Kot
EVI1 ekspresyonu dismegakaryositopoez
1(3;21)(426422) RUNX1-MDS1/ M>F - Siniflandirilamayan Kot
EVI1/RPL22PI morfoloji, M2 veya M4,
t-AML
Trizomi 4 KIT mutasyonlar1 F>M 55 M2 veya M4 Orta/ Koti
U12)@12p13) | cpicoetveve | M| 80 | Mo veya M1, Trilineage Kow
GSX2 displazi, Bazofili
ekspresyonlari
t(4;11)(921;923) | MLL-AFF1 F>M <1 M4 veya M5, t-AML Koti
-5/del(5q) F=M 65 Degisken morfoloji,M0 Kow
veya M6, t-AML
t(5;11)(931;923) | MLL- M>F <1l | M4 veya M5 Iyi?
ARHGAP26
t(5;11)(g35;p15) | NUP98-NSDI F=M <15 | M1, M2 veya M4 Kotii
t(5;17)(q35;g21) | NPMI-RARA F=M <15 | M3y, Auer cisimleri yok Iyi
1(6;9)(p22;q34) DEK-NUP214 F=M 30 |y 1.M2 veya Kotii
M4,displazi,
auer cisimleri var
1(6;11)(q27;023) | MLL-MLLT4 F=M 40 | M4 veya M5 Kotii
-7/del(7a) M>F 55 Degisken morfoloji, Kot

MO veya M6, t-AML
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UrIDEISPIS) | Nypgg-Hoxae | M | 40 | M2 veya ma, Kot
HOXA11/HOXA Trilineage displazi,
13 . .
Auer cisimleri var
Ur12)@36p13) | ynxieTve ve | M | <t | Degisken morfoloji, MO Ko
MNX1 veya M1
ekspresyonlari
Trizomi 8 F=M 50 .. . Orta/Kotii
Degisken morfoloji,

M1,M2,M3 veya M4
t(8;16)(p11;913) | MYST3- F>M 45 | M4  veya M5 Koti
CREBBP hemofagositoz,

DIC.EML
t(8;21)(922,022) | RUNX1- M>F 30 | M2, graniilositik Iyi
RUNXI1T1 displazi, Auer cisimleri,
EML
t(9;11)(p21;023) | MLL-MLLT3 F=M 20 | M5, EML, t-AML Iyi/Orta
Del(99) M>F 50 M1, M2 veya M4, Auer Orta
cisimleri
t(9;22)(934;911) | BCR-ABL1 M>F 45 | M1  veya M2 Kotii
bifenotipik
t(10;12)(p12;q14) | PICALM- F=M 20 | Degisken morfoloji, MO Kotii
MLLT10 veya M1, bifenotipik
10p12/11923 MLL-MLLT10 M>F 2 M5 Kotii
Trizomi 11 MLL ve FLT3 | M>F 60 | M1, M2 veya M4, Kotii
ITD trilineage displazi, Auer
cisimleri
inv(11)(p15;g22) | NUP98-DDX10 M>F 45 | Degisken morfoloji, t- Koti?
AML
t(11;20)(p15;q12) | NUP98-YOP1 F>M 25 | Degisken morfoloji, M2 Kotii
veya M5,t--AML
t(11;17)(923;25) | MLL- M>F 15 | M4 veya M5 Koti?
MMMTG6/LASP1/
ACACA
t(11,17)(q23;q21) | ZBTB1-RARA M>F 55 | Atipik M3,  Pelger | Orta/kétii
benzeri hiicreler, DIC
T(11;17)(923;925 | MLL-SEPT9 F=M 25 | M4 veya M5, t-AML Kotii?
)
t(11;19)(923;p13. | MLL-ELL F=M 50 | M4 veya M5, t-AML Kotii
1)
t(11;19)(923;p13. | MLL-MLLT1 F=M <1 M4 veya M5(ALL veya Koti
3) bifenotipik), t-AML
Trizomi 13 FLT3 M>F 65 Farklilagmamis, MO veya Koti
ekspresyonu- M1, Trilineage displazi
RUNX1
mutasyonu
t(15,17)(922;921) | PML/RARA F=M 40 M3 veya M3v, DIC, Tyi
Auer cisimleri
inv(16)(p13g22) | CBFB/MYH11 F=M 35 MA4Eo, Auer cisimleri Iyi
t(16;21)(p11;922) | FUS/ERG M>F 25 | Degisken morfoloji, Koti

eozinofili,
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hematofagositoz

i(17)(q10) M>F 65 | Degisken morfoloji, Koti

del(20q) M>F 60 | Degisken morfoloji, Orta/Koti

Trizomi 21 RUNX1 M>F 35 Degigsken morfoloji, MO, | Orta/Koti

mutasyonu M1 veya M2

Trizomi 22 M>F 30 Degigsken morfoloji, M4, | Orta/Koti
eozinofili

Y  kromozomu M 60 Degisken morfoloji, Orta
Auer cisimleri

kaybi

2.4.2.1. FLT3 Mutasyonu (Fms-like Tyrosine Kinase 3)

FLT3 geni kromozom 13ql2’de lokalize olmustur. Hematopoetik progenitor
hiicrelerin yiizeyinden eksprese edilir ve hematopoezde multipotent kok hiicrelerin
hayatta kalmasi ve farklilasmasinda gorevlidir (34). FLT3 c¢ogunlukla AML’de
mutasyona ugrayan bir reseptor tirozin kinazdir. FLT3’te yaygin olarak goriilen iki
mutasyon vardir. Bunlardan biri juxtamembran domaininde internal tandem
duplikasyonu olan ITD, digeri ise tirozin kinaz domainindeki nokta mutasyonu olan
TKD’dir. FLT3 ITD tiim AML vakalarmin yaklasik %20°sinde goriilir ve FLT3
TKD’ye gore daha kotii bir prognoz ile iligkilidir. Ayrica normal karyotip ile birlikte
FLT3 ITD mutasyonu olan AML daha kotii prognoz gosterir (7).

2.4.2.2. NPM1 Mutasyonu (Nucleophosmin 1)

NPM1 mutasyonu AML’de en ¢ok goriilen 3 mutasyondan biridir (35). NPM1
bir fosfoprotein kodlar ve bu fosfoprotein ribozom biyogenezinde, mitozda sentrozom
duplikasyonunda, hiicre proliferasyonunda ve apoptozda rol oynar (7). Bu mutasyon
eriskin AML vakalarimin %35’inde goriiliir. Tekrarlayan sitogenetik anomalileri
olanlarda ise insidansi daha disiiktir (23). NPM1 mutasyonu genellikle FLT3,
DNMT3A ve IDH mutasyonlari ile birlikte goriliir (7). FLT3 ITD mutasyonu olmayip
NPM1 mutasyonu olan AML hastalar1 genel olarak iyi prognoz gosterir (36).

2.4.2.3. CEBPA Mutasyonu (CCAAT Enhancer Binding Protein)

CEBPA bir transkripsiyon faktoriidiir ve nétrofil farklilasmasinda rol oynar.
AML vakalarinin yaklagik %10’unda goriiliir. Normal karyotipli veya 9q delesyonu
bulunanlarda daha sik gozlenir (37). AML’de monoallelik ve biallelik CEBPA
mutasyonu goriilebilir.  Yapilan c¢aligmalar biallelik CEBPA mutasyonlarinin

monoallelik olanlara gore daha 1iyi prognoz ve daha uzun sag kalim siiresiyle uyumlu
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oldugunu gostermistir (38). Iyi prognozla iliskili CEBPA mutasyonlu AML vakalarmin
yaklagik yarist kadarinda del(9q) pozitiftir. Bu nedenle del(9q)’nun bulunmasi en

azindan orta riskli grup i¢in olumlu bir bulgu olarak goriilmistiir (20).

2.4.2.4. KIT Mutasyonu

KIT hiicre proliferasyonu, farklilasmasi1 ve sagkaliminda rol alan bir reseptor
tirozin kinazdir (7). AML hastalarinin yaklasik %5’inde KIT’in aktivasyonunu saglayan
Asp816 mutasyonu bulunur (39). KIT mutasyonlari ¢gogunlukla ekzon 8 ve 17’yi etkiler
(7). KIT ekson 8 mutasyonlari inv(16) ve t(8;21) anomalileri bulunan AML hastalarinin
yaklagik %24’tinde bulunur. inv(16) bulunan hastalarda KIT mutasyonlar1 daha yiiksek
relaps (niiks) oraniyla iliskilendirilmistir (40).

2.4.2.5. DNMT3A Mutasyonu (DNA Methyltransferase 3A)

DNMT3A, bir DNA metiltransferazdir ve metilasyon yolu ile genomun
epigenetik dilizenlenmesinde rol oynar. Bu mutasyon AML de olduk¢a yaygin
goriilmektedir. Genelde FLT3 ITD ve NPM1 mutasyonlart ile birlikte goriliir (41).
Yapilan ¢alismalar DNMT3A mutasyonlarini kétii prognoz ile iliskilendirilmistir (42).

2.5. Apoptoz ile iliskili Genler

Apoptoz , ilk defa Andrew Wyllie tarafindan 1972 yilinda tanimlanmistir. Bu
tamim morfolojik ve biyokimyasal olarak diger hiicre 6liimlerinden farkli olarak
hiicrenin kendi 6liimiine katilmasini ifade eder (13). Apoptoz embriyonik gelisim ve
doku homeostazi i¢in gerekli bir yoldur (43). DNA hasar1 gibi birgok uyarana
fizyolojik bir cevap olarak gergeklesir (44). Hiicre igi proteazlardan olan kaspazlarin
aktivasyonu sonucu apoptoz meydana gelir (45). Hiicre 6liimii, baslatic1 (kaspaz-2, 8,
9, 10) ve vyiiriitiicii (kaspaz-3, 6, 7) olan kaspazlar igerir. Bu kaspazlar, hiicre i¢i
sinyaller (DNA hasari, bliylime faktorii ve sitokin yoklugu gibi) veya enfekte ya da
hasar gérmiis hiicrelere yanit olarak sitotoksik T hiicreleri tarafindan iiretilen hiicre dis1
oliim indiikleyici sinyaller tarafindan aktive edilir (46). Bu yollardan ilki farkli tipte
hiicresel strese yanit vermek i¢in kullanilan intirinsik (mitokondriyal) yoldur ve BCL-2
protein ailesi tarafindan regiile edilir. Ikinci yol ise ekstrinsik veya &liim reseptérii yolu
olarak adlandirilir ve 6lim reseptorlerinden tiimor nekroz faktdr (TNF) ailesini igerir

(22, 27). Oliim kaspazlar1 aktive edildiklerinde , poli-ADP riboz polimeraz (PARP) ve
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kazpaz ile aktive DNAz inhibitorii gibi substratlar1 pargalayarak hiicre dliimiine yol

acarlar(46).

Intrinsik yol hiicresel stresle aktive edildiginde sadece BH3 homolojisi olan
proapoptotik proteinler antiapoptotik BCL-2’yi inhibe eder ve BAK/BAX
oligomerizasyonunu, mitokondrinin permeabilizasyonunu saglar, sitokrom c ve
SMAC/DIABLO salinimim indiikler. Sitokrom ¢ kaspaz-9 ve APAF-1 ile kompleks
olusturarak kaspaz-9’un aktivasyonunu saglar. Kaspaz-9 yiiriitiicii kaspazlar1 aktive

eder ve hiicre 6limii indiiklenmis olur (Sekil 2-2) (46).

Ekstrinsik yolda 6liim ligand1 6liim resptoriinii aktive eder. Oliim reseptdrii
olimii indiikleyen sinyal kompleksi (DISC) ile kompleks olusturur ve kaspaz-8 ve
10’u aktive eder. Bu iki kaspaz ise kaspaz-3’iin aktivasyonunu saglar. Bazi hiicrelerde
ekstrinsik yol intrinsik yol ile kesisebilir. tBID BAK/BAX oligomerizasyonunu aktive
eder ve mitokondriyal yol boyunca apoptozu indiikler (Sekil 2-2)(46).

Oliim Ligandi

Oliim Reseptorii \ '

QAP 000 Q sesseese QO QORI
Ve % % % 0OV
Ekstrinsik DISC ( Hiicresel Stres

Yol

BCL 2 intrinsik

-

BAKI
cyt c
procas

Hiicre Oliimii

Sekil 2-2 : Intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklar1 (46)
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BCL-2 ailesinin proapoptotik (BAX, BAK) ve antiapoptotik (BCL-2, BCL-X,
ve MCL-1 gibi) iiyeleri mitokondrilerden apoptoza neden olan proteinlerin salinmasini
diizenler (47).

2.5.1. BCL-2 Gen Ailesi

BCL-2 protoonkogeni, apoptozu engelleyen bir proteini kodlar. Bu gen ilk defa
folikiiler B Hiicreli Lenfoma’da, 14 ve 18 numarali kromozomlar arasindaki,
translokasyon kirilma noktalarinda kesfedilmistir (48). BCL-2 geni hematopoetik
hiicrelerin sag kalimimi destekler. Yapilan calismalarda t(14,18) translokasyonu
olmasada lenfoproliferatif bozuklular ve kemik iligi gibi lenfoid olmayan dokularda
BCL-2’nin ekspresyonuna rastlanmistir (13). BCL-2 ailesinin iiyeleri korunmus BH
domainlerinde yiiksek dizi benzerliklerine sahiptir. Bunlar homodimer veya
heterodimer olusturarak birbirleri veya baska proteinlerle etkilesime girdikleri BHI,
BH2, BH3 ve BH4 bolgeleridir. BCL-2 gen ailesi pro veya antiapoptotik islevine gore
ve homoloji derecesine gore 3 gruba ayrilir. Birinci grup antiapoptotiktir. BCL-2,
BCL-X., BCL-W, MCL-1 ve BFL-1/Al bu gruptadir. Dért domaine de homoloji
gosterir. Ikinci grup proapoptotiktir. BAK, BAX ve BOK bu gruptadir ve BH1-3 te
homoloji gosterirler. Ugiincii grup da proapoptotiktir. BAD, BID, BIK, BMF, BIM,
HRK, NOXA ve PUMA bu grubun iiyesidir ve kisa BH3 bdolgesine homoloji
gosterirler. BCL-2 ailesinin antiapoptotik iiyeleri endoplazmik retikulum mitokondri
veya niikkleer membran ile iligkili proteinleridir. Proapoptotik iiyeler ise endoplazmik
retikulum, golgi ve mitokondride bulunabilir. Tablo 2-7°de BCL-2 gen ailesi iiyeleri ve

hiicre iginde bulunduklart yerler detayli olarak gosterilmistir (12, 13, 24, 49).

Tablo 2-7 : BCL-2 gen ailesi iiyeleri ve hiicre i¢ci lokasyonlari (12)
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Lokalizasyon
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MCL-1
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1
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BECLIMN-1
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TGM Trans Golzi Ag -

AML hiicrelerinde BCL-2 ve diger antiapoptotik proteinlerin asir1 ekspresyonu
goriilir (22). BAX-BAX homodimerleri hiicre 6liimiiniin aktivasyonunda etkili
olurken , BCL-2 ve BAX heterodimer olusturarak hiicre oliimiiniin baskilanmasinda
onemli rol oynarlar (13). BCL-2-BAX protein oraninin yiiksek olmast AML’de diigiik
resmisyon orani ve sag kalimin diisiikliigi ile iliskilidir (22). AML’de yiiksek BCL-2
ekspresyon seviyesinin kemoterapiye diisiik yanitla iligkili oldugu yapilan ¢aligmalarla
gosterilmistir. BCL-2 ekspresyonu analiz edildiginde BCL-2 pozitif hiicre sayisinin
AML M4 ve M5’te ve beyaz kan hiicresi sayis1 artmis hastalarda daha fazla oldugu
gorilmistir (14). Kot prognozla iliskili sitogenetik bulgular1 olan (6rnegin
monozomi 5 veya 7) AML hastalarinda, BCL-2 baskin olan elemandir ve iyi
sitogenetik bulgulara sahip olan (6rnegin inv(16), t(8;21)) hastalara kiyasla BCL-
X nin BCL-XS’ye oran1 daha yiiksektir (50).
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2.6. mikroRNA’lar

mikroRNA’lar ya da kisaca miRNA’lar 0karyotlarda bulunan yaklasik 19-24
niikleotidlik  kiigik RNA  molekiilleridir ve gen ekspresyonunun negatif
diizenlenmesinde rol alirlar (51). miRNA’larin kesfi 1990’larin basinda C. eleganst’ta
lin-4’lin bulunmasiyla ger¢eklesmistir ve 2000 yilinda insanlarda da bulundugu ortaya

cikarilmistir (52).

2.6.1. miRNA biyogenezi

mMiRNA’lar genom iginde kodlanirlar (53). miRNA’lar RNA polimeraz II
araciligr ile uzun bir primer transkript olan pri-miRNA olarak farkli genomik
bolgelerden transkribe edilir. Bunlar serbest kodlanmayan RNA’lar veya protein
kodlayan genlerin intronlarinda goémiilii halde veya polisistronik transkriplerde
kiimelenmis halde bulunurlar (54). pri-miRNA’nin olgun aktif bir miRNA olabilmesi
icin Oncelikle pre-miRNA’ya doniismesi gerekir. Bu donisim RNAaz Il ailesinin
endoniikleazi olan Drosha ve kofaktorii olan Pasha (DGCRS8) tarafindan gerceklestirilir
(55, 56). pri-miRNA Drosha yardimi ile boliiniir. Olusan pre-miRNA ortalama 70
niikleotid uzunlugundadir (55). Ardindan Eksportin 5 ile Ran-GTPaz bagimli sekilde
nukleustan sitoplazmaya ¢ikartilir (57). Sitoplazmada Dicer pre-miRNA’mn ilmek
bolgesini ayirir ve sonugta ¢ift iplikli yaklasik 21 niikleotidlik bir miRNA olusur (Sekil
2-3). RISC kompleksi argonaute proteini icerir. Olusan iki iplikten kararli olan
argonaute proteini yardimiyla RISC kompleksine katilir, digeri ise indirgenir. Degrade
olan iplik y1ldiz ipligi olarak adlandirilir ve bunu belirtmek i¢cin miRNA adinin sonuna *
isareti eklenir (MiR145* gibi). Bazi1 miRNA’larda her iki iplik de RISC kompleksine
katilabilir. miRNA’lar RISC kompleksine katildiklarimda mRNA’nin yikimina ya da
protein translasyonunun durdurulmasina neden olurlar (53). Gen ifadesinin susturulmasi
miRNA’lar mRNA ile tam uyum gosterdiginde, mRNA’y1 pargalamasiyla gergeklesir.
Eger tam uyum gergeklesemezse, mRNA indirgenmez ancak translasyon baskilanir
(58).
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mRNA hedef kesimi Translasyon baskilanmasi

Sekil 2-3: miRNA biyogenezi (59)

2.6.2. miRNA ve Hastalik Iliskisi

miRNA’lar gen ekspresyonunun diizenlenmesinde etkilidir. miRNA’larda
meydana gelecek herhangi bir degisiklik ekspresyon profilini de degistireceginden
hastaliklarla iligkilendirilebirler. miRNA’lar araciligi ile tani, hasta Orneklerinden
hastalik hakkinda klinik olarak anlamli bilgiler edinmek i¢in 6nemli bir molekiiler
yaklasimdir. Bu molekiiller hiicre tipine 6zgiil olmalari, cok miktarda ve stabil olmalari
sebebiyle biyobelirteg olarak kullanilabilirler. miRNA’lar teshis, hastaligin
simiflandirilmasi, kaynaginin  belirlenmesi, prognozunu ve tedaviye direncini

belirlemede kullanilabilir (51).

Yapilan gen ekspresyon profili calismalar1 sonucunda bir ¢ok hastalikta miRNA
ekspresyon seviyelerinde farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Cogu durumda, mMiRNA

disregiilasyonu ile hastaligin ilerlemesi arasinda nedensel iligski kurulmustur (53).

2.6.3. miRNA ve Kanser
mMiRNA’lar eger onkogenleri hedef aliyorsa, onlar1 baskilayarak timor
olusumunu engellerler. Bu miRNA’lar tiimdr baskilayici olarak isimlendirilirler. Tiimor

baskilayict genlerin inhibitérii olan miRNA’lar ise onkogenik miRNA admi alir.
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Kanserde ekspresyon artis1 gosteren onkogenik miRNA’lar onkomiR olarak adlandirilir
(60).

MiRNA’larin kanser olusumundaki rolii ilk olarak 2001 yilinda Calin ve
arkadaslar1 tarafindan KLL {izerine yapilan bir calismada gosterilmistir. KLL de yaygin
goriilen bir anomali olan 13q14 delesyon bolgesinde, mir-15-a ve mir-16-1 genlerinin
varligr kesfedilmistir. Yapilan deneylerin sonucunda bu iki miRNA’nin KLL
hastalarinin ¢gogunda ekspresyonlarinin ¢ok az seviyede ya da hi¢ olmadig1 goriilmiistiir.

Ayrica bulgularin hastaligin kliniginde de etkili oldugu bulunmustur (61).

2.6.4. miRNA ve AML

Yapilan calismalar AML’li hastalarda anormal miRNA ekspresyonu oldugunu
gostermistir. Zhu ve arkadaglarinin yaptigr bir ¢alismada AML hastalarinda mir-29a
ekspresyon seviyesinin saglikli kontrollere gore anlamli derecede diisiik oldugu ve
Klinik olarak pediyatrik AML hastalarinda kétii prognoz ile iliskili oldugu bulunmustur
(62). AML hastalarinda miR-124-1’in diisik ekspresyon seviyesinin iyi prognozla
iligkili olabilecegini Chen ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢aligmadan elde ettikleri
sonuglara gore ongormiislerdir (63). AML’de ve 6zellikle M2 alt tipinde miR-378’in
ekspresyonu asirt artis gostermektedir ve bu da prognoz {izerinde negatif bir etkiye
sahiptir (64). Dixon-Mclver ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada t(8;21) , inv(16)
t(15;17) gibi iyi sitogenetik bulgulari olan AML hastalarinda miR-let7b ve miR-9

ekspresyonlari diisiik seviyede bulunmustur (65).

AML’de goriilen sitogenetik anomaliler ile miRNA’lar arasinda bir etkilesim

vardir.Tablo 2-8’de bunlardan bazilarina yer verilmistir (66) .

Tablo 2-8: AML’de goriilen kromozom anomalileri ve miRNA iliskisi (66)

Kromozom Seviyesi artan Seviyesi azalan
Anomalileri miRNAlar MIRNAlar
t(15;17) miR-127 miR-17
miR-299 miR-126
miR-323
miR-368

miR-382
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t(8;21) mMiR-126/mir-126* miR-133

Inv(16)

t(11923)/MLL miR-326 miR-29s
miR-219 miR-34a
miR-17-92 miR-16
miR-196a

Trizomi 8 miR-124a
miR-30d

Miyeloid 16semi olusumu ile en ilgili goriilen miRNA’lar; miR-155, miR-196b,
miR-29 ve miR-223’tiir. Bunlardan miR-155 ve miR-196b’nin seviyesi artarken, mir-
223 ve miR-29b-1’nin seviyesi azalmaktadir (66).

2.6.5. miR-210
miR-210 intronik bir miRNA’dir ve transkript AK123483’in genomik
lokusunda yer alir (67).

Hipoksi tiimor mikrogevresinde ortak olarak goriiliir ve ¢ogu tiimor tipinde
olumsuz bir faktor olarak kabul edilir. Hipkoksi ile regiile edilen miRNA’lar (HRM’ler)
diisiik oksijen ortaminda hiicre sag kaliminda o6nemli rol oynarlar. miR-210’da
HRM’lerden biridir ve hipoksi ile indiiklenebilir. miR-210 ayrica hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi, proliferasyon, protein modifikasyonu ve tasinmasi, mitokondriyal
metabolizma, DNA hasar tamiri ve anjiyogenez gibi fizyolojik siire¢lerin
diizenlenmesinde de rol oynar (11, 16). miR-210 hem onkogen hem de tumoér supresor

gorevi gortir (68).

mMiR-210’un asir1 ekspresyonu akciger karsinomu, meme kanseri, bas ve boyun

kanseri, pankreas kanseri gibi bir¢ok solid tiimoérde goriiliir (Tablo 2-9)(69)
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Tablo 2-9: Kanser cesitlerine gore miR210’un rolii ve ekspresyon seviyesi (69)

Kanser

MiR-210’un Rolii

Adrenokortikal Tiimorler

Benign adenomlara gore daha yiiksek
ekspresyon seviyesi

Meme Yiiksek ekspresyon seviyesi-Kotii
prognoz

Difiiz Biiyiik B hiicreli Serumda artis

Lenfoma

Glioblastoma Artig-Kotii prognoz ile iliskili

Bag ve Boyun Artmis ekspresyon-kotii prognoz

Hepatoselliiler Karsinom

Up-regiile

Akciger Primer kiiciik hiicreli ve
adenokarsinomda normale gore artig

Melanom Artig-Prognozla iligkili degil

Yumurtalik Birgok epitelyal yumurtalik kanserinde
ekspresyonuna rastlanmadi

Pankreas Artig(serum ve plazmada)-Kotii

prognoz

Pediatrik Osteosarkoma

Artig-Kotii prognoz ile iligkili

Prostat

Asin ekspresyon

Renal

Tiimor alt tipinin siniflandirilmasi-

Artig-Koti prognoz ile iligkili

Yumusak Doku Sarkomu

Ekspresyonu tiimor baslangi¢ yasi ve
kotii prognoz ile iligkili

Cogu kanser tlirinde miR-210’un asir1 ekspresyonu kotii prognoz ile

iliskilendirilmistir. Bunun aksine miR-210’un diisiik ekspresyon seviyesi ALL’de niiks
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ve kotii prognoz ile iligskilendirilmistir (70). AML’de miR-210’un etkisi ilk olarak 2015
yilinda Tang ve arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda AML
hastalarindan alinan kemik iligi 6rneklerinde miR-210 seviyesi saglikli kontrollere gore

anlamli oranda yiiksek bulunmustur ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (11).

Noroblastoma hiicrelerinde yapilan bir calismada miR-210 un spesifik baglanma
elemanlarmin BCL-2 mRNA’simin 3’ UTR bélgesinde oldugu bulunmustur. Elde edilen
veriler  hipoksinin HIF-1-a aracili bir mekanizma ile miR-210 ekspresyonunu
indiikleyebilecegini ve miR-210’un BCL-2 ekspresyonunu hedefleyerek apoptozda
kritik rol oynadigini gostermistir (71).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Calisma Grubu

Bu tez ¢alismasinda 2016-2018 tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’'nda AML tanis1 almis ve heniiz
tedavi almamis 7 hastadan rutin analizler i¢in alinan kemik iligi materyali ve i¢lerinden
5 hastanin perifer kani ¢alisilmistir. Kontrol grubu olarak goniillii olarak calismaya
katilan saglikli 7 bireyin kan Ornegi alinip, sonuglar hasta grubun sonuglar ile
karsilastirilmistir. Calisma Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Sitognetik Laboratuvarlar1 ve
aynt anabilim dalinda konumlu Beyin ve Norodejeneratif Hastaliklar Arastirma
Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir. Hasta ve kontrol grubundan alinan orneklere
konvansiyonel sitogenetik ve ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR)
yontemleri uygulanmigtir. Konvansiyonel sitogenetik yontemi kullanilarak genel
kromozom analizi yapilmig, gRT-PZR metodu ile miR-210 ve BCL-2 ekspresyon

seviyeleri belirlenmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Konvansiyonel Sitogenetik Yontemi

Yeni tanii AML hastalarindan heparinli enjektére alinan kemik iligi
materyalleri 24 saatlik ve 48 saatlik kiiltiir islemine tabi tutuldu. Saglikli bireylerden
olugsan kontrol grubundan alinan kan ornekleri 72 saatlik kiltiir yontemi uygulandi.
Kiiltiir odasinda steril ortamda vidali kapakli tiiplere 5’er ml RPMI-1640 Medyum A
konuldu. Medyum igerisine materyalin yogunluguna gore 6-8 damla kemik iligi ekildi.
Kontrol grubunun kan ornekleri i¢in 5 ml Phytomehagglutinin bulunan RPMI-1640
Medyum B igerisine 10-12 damla perifer kan1 ekildi. Tiipler 37°C’lik etiive kaldirildi.

Kemik iligi kiiltiir tiiplerinden 24 saatlik kiiltiir yapilacak olanlara 22. , 48
saatlik kiiltlir yapilacak olanlara 46. saatte, perifer kami igeren tiiplere kiltlirtiin 70.
saatinde, boliinmeyi metafaz agamasinda durdurmak amaciyla ig ipliklerini bloke eden
Colcemid (Colchicine) maddesinden 50 pl ilave edildi. Tiipler ters yiiz edilerek tekrar
etiive kaldirildu.
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Tiipler kiiltiir sliresinin tamamlanmasindan yarim saat once etiivden alinarak
cikis islemine gecildi. Cikis asamasi i¢in etlivden alian tiipler oda sicakliginda, 1300

rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatant dikkatlice dokiildi ve tiipiin
dibinde kalan pellete tiip vorteks lizerindeyken pastor pipeti yardimiyla 6 ml 37°C 0.075
M KCI eklendi. Kemik iligi tiipleri 27 dakika, kan tiipleri 8 dakika 37°C etiivde inkiibe

edilip, hiicrelerin hipotonik sok etkisiyle sisirilmesi saglandi.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda tiipler etiivden alind1. Tiiplere pre-fiksasyon
amaciyla 1-2 damla Carnoy fiksatifi (3 metanol-1 asetik asit) damlatildi ve 1300 rpm’de
7 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda silipernatant dokiildii ve tiipte kalan pellete, tiipler vorteks
tizerindeyken fiksasyon amaciyla 6 ml Carnoy fiksatifi damla damla eklendi. Cikis

islemi bu asama ile tamamlandi ve tiipler bir gece +4°C’de bekletildi.

1 giin sonra tiipler +4°C deki buzdolabindan alinarak yikama islemine baslandi.
Tiipler ilk olarak 1300 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pelet
tizerine vorteks esliginde 6 ml Carnoy fiksatifi eklendi. Bu islem 3 kez daha tekrarlandi

ve yikama islemi tamamlandi. Tiipler +4°C deki buzdolabina kaldirildi.

Yayma islemi yapilacaginda tiipler buzdolabindan alinip 1300 rpm’de 7 dakika
santrifiij edildi ve pelet {izerine birkag damla Carnoy fiksatifinden eklenerek yogunlugu
ayarlandi. Oda sicakliginda ve %50-52 oraninda nemli ortamda temiz lamlar {izerine 4-
5 damla 6rnek yayildi. Lam fiizerine birkag¢ damla Carnoy fiksatifi damlatilip oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar hava sicakligi ve nem gz oniinde

bulundurularak uygun siire ve sicaklikta hotplate tizerinde yaslanmaya birakildi.

Yaslandirma islemi tamamlanan lamlara GTL bantlama islemi yapildi.
Preparatlar, icerisinde tripsin bulunan PBS ¢6zeltisinde 1-3 saniye bekletildikten sonra
tampon ¢ozelti ile muamele edildi. Daha sonra 30-60 saniye siiresince 1:5 oraninda
hazirlanan Leissman boyasi ile boyandi. Akan su ile fazla boyasi giderilen preparatlar

oda sicakliginda kurumaya birakildu.

Preparatlar 1s1k mikroskobunda 10X biiyiitmede uygun metafaz bulabilmek icin
tarandi. Degerlendirilebilecek kalitede olan metafazlar immersiyon yagi konularak

100X biiyiitmede, mikroskoptaki kamera yardimiyla karyotipleme programina aktarildi.
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Her hasta ve kontrole kromozom analizi yapildi. Analizler ISCN 2017’ye gore

degerlendirildi ve sonug formiilleri yazildu.

3.2.2. Molekiiler Yontemler

3.2.2.1. RNA lzolasyon Yontemleri
A. Kemik Iligi Materyalinden RNA Izolasyon Yontemi

Hastalardan EDTA’ln tiipe alinan kemik iligi materyalinden MIRCURY

dokudan RNA izolasyon Kiti (Exigon, 300110) kullanilarak RNA izolasyonu

yapilmistir. Kit protokoliine gore 7 hasta i¢in asagidaki islemler gerg¢eklestirilmistir;

VI.

VIL.

VIII.

XI.

XII.

XII1.

XIV.

XV.

Her bir 6rnek igin 300 pl lizis soliisyonu mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve

tizerine geker ocak altinda 3ul B-merkaptoetanol eklendi.

1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipii icerisine 150 pl kemik iligi materyali konuldu,

pipetleme ile karistirildi.

Uzerine 6nceden hazirlanan lizis soliisyon konuldu, pipetleme ile karistirilda.
600 ul RNAz igermeyen su eklendi, 5-10 sn vorteks ile karismasi saglandi.
20 pl Proteinaz K konuldu.

55°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sirasinda her 3-4 dakika da bir 10 saniye vorteksle karistirma islemi

yapildi.

Inkiibasyon sonrasinda 14.000 g’de 1 dk santrifiij islemi yapildi.

Ust s1v1 temiz bir 2 m1’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

Uzerine 450 pl absolii etanol eklendi ve vorteksleme islemi yapildi.

Kit igerisinden ¢ikan toplama tiipiiniin igerisine filtreli kolon tiip yerlestirildi.

650 ul’lik karisim tiiplin kenarlarina degdirilmeden filtre {izerine mikropipet

yardimiyla konuldu.

14.000 g’de 1 dakika santrifiij yapilip alttaki sivi dokiildii ve bu islem 3 kez
tekrar edildi.

Filtre iizerine 400 pl yikama tamponu eklendi.

14.000g’de 2 dakika santrifiij yapildi.



XVI.

XVIL.

XVIII.

XIX.

XX.

XXI.

XXIL.

XXIII.

XXIV.

XXV.
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Alttaki toplama tiipii atilip filtreli kolon tiip yeni bir toplama tiipline yerlestirildi.
Filtre iizerine 400 pl yikama tamponu eklendi.
14.000 g’de 1 dakika santrifiij yapildi.

Toplama tiipiine gecen s1vi dokiiliip, filtre iizerine tekrar 400 ul yikama tamponu

eklendi.
14.000 g’de 1 dakika santrifiij yapildu.

Filtreli kolon tlip temiz bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipii i¢erisine yerlestirilip

tizerine 50 ul elution tamponu eklendi ve 2 dakika bekletildi.
Once 200 g’de 2 dakika, daha sonra 14.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

RNA konsantrasyonunu arttirmak {izere alta gegen sivi tekrar filtre iizerine

konulup 2 dakika bekletildi.
Once 200 g’de 2 dakika, daha sonra 14.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen RNA’lar daha sonra RNA 6l¢limii ve ger¢ek zamanli PZR isleminde

kullanilmak tizere once -20 daha sonra -80 derecelik buzdolabina kaldirildi.

B. Kandan RNA izolasyon Yontemi

Hastalardan EDTA’lIl tiipe alinan perifer kam1 Qiagen RNA Izolasyon Kiti

(Qiagen, 52304) kullanilarak RNA izolasyonu yapilmistir. Kit protokoliine gore 5

hastanin ve 7 saglikli kontrol grubundan alinan perifer kani i¢in asagidaki islemler

gergeklestirilmistir;

VI.

1 ml K3-EDTA’l1 kan 6rnekleri 15ml’lik santrifiij tiipiine alinarak buz iizerine

yerlestirildi.

Uzerine eritrosit lizis soliisyonundan 5 ml eklendi ve 1 dakika kuvvetlice

calkalandi, 20 saniye vortekslendi.
Buz iizerinde 20 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi boyunca her 5 dakikada bir kuvvetlice c¢alkalandi ve

vortekslendi.
Inkiibasyon siiresi sonunda +4°C’de 400 g 10 dakika santrifiijlendi, iist s1iv1 atilda.

Uzerine 2 ml eritrosit lizis soliisyonu eklendi, kuvvetlice ¢alkalanip vortekslendi.
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+4°C’de 400g 10 dakika santrifiijlendi, iist s1v1 atildi.

Ayr1 bir santrifiij tiipii icerisine her bir 6rnek i¢in 600 ul RLT tamponu konulup

tizerine ¢eker ocak altinda 6 pl B-merkaptoetanol eklendi ve vortekslendi.
Pellet iizerine hazirlanan RLT tamponu eklendi ve vortekslendi.

Filtreli QIAshredder spin kolon tiipiine lizat eklendi.

18.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi, filtre atildi.

Toplama tiipiinde biriken siviya %70’lik etanolden 1 hacim eklendi ve iyice

pipetaj yapildi.

Lizat maksimum 700 pl olacak sekilde filtreli QIAamp spin kolon tiipiine kondu.
11.000 rpm’de 15 saniye santrifiij yapildi.

Alta gecen s1v1 dokiiliip, filtre lizerine geri kalan lizat konuldu.

11.000 rpm’de 15 saniye santrifiij yapildi.

Filtre yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Kit i¢inden ¢ikan RW1 yikama tamponundan 700 pl filtre tizerine eklendi.
11.000 rpm’de 15 saniye santrifiij yapildi.

Filtre yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Kit i¢inden ¢ikan RPE yikama soliisyonundan 500 pl filtre {izerine eklendi.
11.000 rpm’de 15 saniye santrifiij yapildi.

Alt s1v1 dokiildii ve RPE yikama soliisyonundan 500 pl filtre {izerine eklendi.
15.000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapildi

Alta gecen s1v1 dokiiliip 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

Filtreli tiip 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tlipline aktarildi.

Uzerine 40 ul RNAz icermeyen su eklendi ve 10 dakika inkiibe edildi.
11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

RNA konsantrasyonunu arttirmak iizere alta gegen sivi mikropipet ile alinip

tekrar filtreye konuldu ve 10 dakika inkiibe edildi.
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XXXI.  Elde edilen RNA’lar daha sonra RNA 6l¢iimii ve gergek zamanli PZR isleminde

kullanilmak tizere once -20 daha sonra -80 derecelik buzdolabina kaldirildi.

3.2.2.2. RNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Orneklerin RNA konsantrasyonlari, Qubit RNA HS Assay kiti (Invitrogen, Q32852)

kullanilarak asagidaki protokole gore belirlendi.
1. Qubit RNA reaktifi,

Qubit RNA Tamponu igerisinde 1:200 oraninda

sulandirilarak Qubit Caligma Sollisyonu hazirlandi. Her bir standart ve 6rnek

icin 200 ul Qubit Calisma Soliisyonu hazirlandi.

2. Her bir standart ve 6rnek Qubit Calisma Soliisyonu igerisinde asagida belirtilen

sekilde sulandirilarak 0.5 ml’lik Qubit Assay tiipii (Invitrogen, Q32856)

igerisine kondu.

3. Standartlar ve ornekler 2-3 saniye vortekslendikten sonra oda sicakliginda 2

dakika inkiube edildi.

4. Inkiibasyon sonrasi standartlar ve drneklere ait tiipler Qubit 2.0 Fluorometer

(Life Technologies) cihazina yerlestirilerek 6lgiildi.

Tablo 3-1: RNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi sirasinda kullanilan standart ve 6rneklerin

hazirlanmasi
Hacim Standartlar Ornekler
Qubit Calisma Soltisyonu {190 pl 199 ul
Standartlar 10 ul -
Ornekler - 1l
Final Hacim 200 pl 200 pl

Normalizasyon

RNA konsantrasyonlarinin belirlenmesinden sonra, her bir RNA 6rneginden esit

miktarda (Kan 6rnekleri igin 50 ng, kemik iligi ornekleri i¢in 150 ng) olacak sekilde

hesaplama yapilarak cDNA sentezleri gerceklestirildi.

3.2.2.3. mRNA’dan ¢cDNA Sentezi
mRNA’dan ¢cDNA sentezi, iScript cDNA synthesis kit (Biorad, 170-8891)

kullanilarak asagidaki protokole gore gergeklestirildi (Tablo 3-2).
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Tablo 3-2 : mRNA’dan cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon karisiminin hazirlanmasi:

Reaksiyon bilesenleri Hacim
5x i-Script Reaksiyon karigimi 4.0 ul
i-Script ters transkriptaz enzimi 1.0l
6l¢iim sonuglarina gore her birey igin
dH,O
hesaplanmustir
RNA (40 ng) Olctim sonuglarina gore her birey igin
hesaplanmustir
TOPLAM 20 pul

Ters transkripsiyon reaksiyonu asagidaki 1s1  dongiileri kullanilarak

gerceklestirildi.

Tablo 3-3: mRNA’dan cDNA sentezi i¢cin kullanilan 1s1 dongiileri

Siire Sicakhik
5 dakika 25°C

30 dakika 42°C

5 dakika 85°C

0 4°C

Reaksiyon sonrasi cDNA Ornekleri -20°C’de saklandi.

3.2.2.4. cDNA’larin Sulandirilmasi
cDNA’lar, mRNA ekspresyon analizi 6ncesi 2 kati kadar sulandirildi.

3.2.2.5. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)
MRNA ekspresyonu, Lightcycler 480 Probe Master Mix Kkiti (Roche,

04707494001), BCL2 genine uygun dizayn edilmis primerler ve Universal Probe
Library (UPL) prob (Prob #75, Roche, 04688988001) kullanilarak LightCycler 480
(Roche) cihazinda gergeklestirildi. BCL2 mRNA ekspresyonunun dogru bir sekilde

belirlenebilmesi icin aktin beta (ACTB) genine ait primer ve UPL probe karigimi
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(ACTB Gene Assay, Roche, 05532957001) kullanilarak 2. normalizasyon islemi

yapild.

gRT-PCR deneyleri, her bir cDNA oOrnegi ikiser kez konarak asagidaki

protokole gore gerceklestirildi.

PCR reaksiyon karigimi asagidaki tabloya gore hazirlandi (Tablo 3-4).

Tablo 3-4: mMRNA ekspresyon analizi i¢in hazirlanan qRT-PCR reaksiyon karisimi

Reaksiyon bilesenleri Hacim
LC480 Probe Master Mix (2X) 5.0l
Probe 0.1 pl
Primer 1 0.2 ul
Primer 2 0.2 ul
dH,0 2.0 ul
TOPLAM 7.5 ul

1. PCR reaksiyon karigimi mikropipet yardimiyla karistirildi.

2. 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna 7.5 ul PCR reaksiyon karisimindan kondu.

3. Her bir kuyudaki PCR reaksiyonu karisimi tizerine 2.5 pl sulandirilmis cDNA

kalib1 eklendi.

4. 96 kuyulu plakanin lizeri kaplama yapiskani ile kapatildi.

5. 96 kuyulu plaka kisaca santrifiijlendikten sonra LightCycler 480 cihazina kondu

ve asagidaki 1s1 dongiileri kullanilarak reaksiyon gergeklestirildi (Tablo 5).

Tablo 3-5: mRNA ekspresyon analizi i¢cin kullanilan qRT-PCR 1s1 dongiileri

Sicaklik (°C)

Siire (dakika:saniye)
Sicaklik egisim orani (°C/sn)
Dongii sayisi

Analiz tipi

Pre-inkiibasyon
95
10:00

4.4

Amplifikasyon
95 60 72
00:10  00:30  00:01
4.4 2.2 4.4
45

Kantitatif degerlendirme

Sogutma
40
00:10

1.5
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3.2.2.6. miRNA’dan cDNA Sentezi
miRNA’dan cDNA sentezi, miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR
kiti (Exigon, 203301) kullanilarak asagidaki protokole uygun olarak gergeklestirilmistir.

Bu protokol 2 asamadan olugsmaktadir;
1. cDNA sentezi
2. gRT-PCR analizi
cDNA sentezi asagidaki basamaklar takip edilerek yapilmistir;

e RNA oOrneklerinin her biri niikleaz igermeyen su ile 5 ng/uL’lik bir

konsantrasyona sabitlendi.
e Asagidaki tabloda belirtilen karisim hazirlandi.

Tablo 3-6: miRNA’dan cDNA sentezi i¢cin kullanilan reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Reaksiyon bilesenleri Hacim (pl)
5x Reaksiyon Tamponu 2

Niikleaz icermeyen su 4.5

Enzim karigimi 1

Sentetik RNA Spike (opsiyonel) 0.5

RNA 6rnegi (konsantrasyonu ayarlanmig) 2
TOPLAM 10

e Karisim hazirlandiktan sonra 42°C’de 60 dakika, sonrasinda 95°C’de 5
dakika inkiibe edildi.

e Hizla 4 °C’ye sogutuldu ve érnekler -20°C’de saklandh.

2. asama olan qRT-PCR analizi agsagidaki adimlar takip edilerek yapildi;
e Hazirlanan cDNA 6rnekleri 80x niikleaz igermeyen su ile seyreltildi.
e 96’lik plaka’nin her kuyucuguna asagidaki bilesenler eklendi;,

Tablo 3-7: miRNA ekspresyon analizi i¢in hazirlanan qRT-PCR reaksiyon karisimi

Reaksiyon bilesenleri Hacim (pl)

PCR Master Mix 5




52

PCR Primer Mix 1
Seyreltilmis cDNA 6rnegi 4
TOPLAM 10

e 96 kuyulu plakanin {izeri kaplama yapiskani ile kapatildi.

e Plaka 1500g’de 1 dakika santrifiij edildi ve LightCycler 480 cihazina

konuldu.
o Asagidaki 1s1 dongiileri kullanilarak reaksiyon gerceklestirildi;

Tablo 3-8: miRNA ekspresyon analizi i¢in kullanilan qRT-PCR 1s1 dongiileri

Polimeraz

Aktivasyonu/Denatiirasyon Amplifikasyon

Sicaklik (°C) 95 95 60
Siire (dakika:saniye) 10:00 00:10 1:00
Dongii sayist 45

Analiz tipi - Erime egrisi analizi

3.2.2.7. gRT-PCR Deneylerinin Analizi

Orneklerin ekspresyon seviyesini belirlemek iizere qRT-PCR deneylerinden elde
edilen Ct degerleri ACT=2(eferans CUsi = hedef gen CUS g mifliine kondu. Hesaplamalar ve
grafik ¢izimleri Microsoft Office Excel 2016 programinda yapildi. Her bir gruba ait
ham veriler GraphPad InStat DTCG 3.06 yazilimi kullanilarak Kruskal Wallis ve
sonrasinda Dunn’s coklu karsilastirma testleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.3. Kullanilan Geregler
e Buzdolab1 +4°C : Arcelik 4042 T Plus
e Derin Dondurucu -20°C: Argelik
e Derin Dondurucu -80°C : Sanyo

e Etiiv: Memmert



Goriintiileme Sistemleri:
% Karyotipleme i¢in Applied Images (Nicon)
% Ankagen Karyotyping programi (Leica)
Hassas Terazi: Precisa xB 220 A
Hotplate: Selecta
Heat Block: Wealtec Corp., HB-2
Manyetik Karistirici: Are Velp Scientifica
Mikropipetler:
%+ Medispec-Plus,
¢+ Discovery Comfort
% Jencons Sealpette
Mikroskoplar:
% Nikon Eclipse E600
% Leica DM 2500
pH Kagidi: Isolab
Santrifiij:
% Hettich Rotafix 32A masaiistii santrifiij
% Hettich mikro 22 santrifiij
% Beckman Coulter, Allegra X-20R sogutmali santrifiij
¢ Cleaver Scientific Ltd. , c1301p-230v mini santrifii]
Su banyosu:
% Kottermann Labortechnik
s Memmert
Vorteks:
% Dragon Lab MX-S
% Labnet vortex mixer
PCR Cihazi:
¢+ Techne, Tc-3000g PCR Termal Cycler
¢ Roche, Lightcycler 480 11 RT-PCR
Balon joje
Beher

Eldiven



3.3.2.

3.3.2.1. Periferik Lenfosit Kiiltiirii Icin Kullanilan Soliisyonlar

Enjektor

Eppendorf

Erlenmayer

Kronometre

Lam: Menzel-Glaser Superfrost ground edges 90
Lamel: Menzel-Glaser 100 Deckglaser

Meziir

Pastor pipeti

Pipet uglari

Termometre

Vidali kapakl tiip

Kullamilan Kimyasal Malzemeler
Asetik Asit: Merck

Colsemid: KaryoMAX

HCI: Merck

Immersiyon yag1: Biostain

KCI: Merck

KH,PO, : Merck

Ksilol: Tekkim

NaCl: Carlo Erba

Metanol: Merck

Na;HPO,.2H,0: Merck

Parafilm

RPMI 1640: Biochrome (Medyum A ve B)
triNaCitrat.2H,0: Appli Chem
%96 Ethanol: Merck

Kullanilan Soliisyonlar

Carnoy fiksatifi: Metanol:Asetik Asit (3:1)
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e Colcemid: 10 pg/ml Colcemide igeren hazir Colcemide soliisyonu (Biochrome

L-6221)
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¢ Hipotonik Sok cozeltisi: 0,075M KCL ¢ozeltisi

e Kiiltiir vasati: %20 fetal bovin serum, L-glutamin, penisilin, streptomisin ve
phytohemagglutinin iceren RPMI 1640 hazir kromozom medyumu
(Biochrome F-5023)

e Leishman Boya: 0,3 gr Leishman boyasi 200 ml metanol i¢inde ¢oziilerek
hazirlanir.

e Salin: %9’luk NaCl ¢ozeltisi

e Tampon Cozelti: 0,025 M KH2PO4 ¢ozeltisi (pH:6.8)

e Tripsin: %9’luk NaCl ¢ozeltisi iginde 0,15 mg Tripsin ¢6ziilerek hazirlanir
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4. BULGULAR

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesinde yiiriitiilen bu yiiksek lisans tez
calismasinda, 2017-2018 tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar:
Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’nda yeni Akut Miyeloid Losemi tanist almig olan
7 hasta’nin kemik iligi materyali ve 7 goniilliiden olusan kontrol grubunun perifer kani
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Sitogenetik Laboratuvarinda,
konvansiyonel sitogenetik yontemiyle karyotip analizi yapilmistir. Ayni anabilim
dalinda bulunan Beyin ve Norodejeneratif Hastaliklar Arastirma Laboratuvarlari’nda

gRT-PZR yontemiyle miRNA-210 ve BCL-2 ekspresyon analizleri yapilmistir.

4.1. Konvansiyonel Sitogenetik Bulgular:
Olgulardan FAB siniflandirmast bilinen hastalardan 1 tanesi AML M2, 2 tanesi
AML M4 ve 1 tanesi AML M5 tanilidr. Diger 3 hastanin FAB siniflandirmasina gore

tanis1 bilinmemektedir (Tablo 4-1). Hastalarin yas ortalamasi ise 49,4 £22.4 tiir.

Tablo 4-1: Olgulara ait yas, cinsiyet ve tani bilgileri

OLGU NO YAS CINSIYET TANI
OLGU 1 24 ERKEK AML M2
OLGU 2 21 ERKEK AML M4
OLGU 3 62 ERKEK AML M4
OLGU 4 52 KADIN AML M5
OLGU 5 42 KADIN AML
OLGU 6 61 ERKEK AML
OLGU 7 84 ERKEK AML

Olgu grubunu olusturan 7 AML hastasinin kemik iligi materyalinde yapilan
konvansiyonel sitogenetik yontemler sonucunda elde edilen karyotip sonuglar1 Tablo 4-

2’de gosterilmektedir.




Tablo 4-2: Olgularin konvansiyonel sitogenetik analizi sonuclar

OLGU KARYOTIP
NO
1 46,XY[4] 'NKSA[2]
2 41~44 XY ,-18[3],-21[3],-22[3][cp6]/46,XY[5]
3 40~47,XY,+4[2],-5[3],-
9[3],inv(9)(p11q13)[8],add(21)(p11)[3].-
22[3],+marl[3],+mar2[2][cp9]/46,XY,inv(9)(p11ql3)[10]
4 “DMB
5 46,XX[2] "NKSA[3]
6 25~27,X,+2[3],+5[2],+9[2],+12[2],+20[2][cp3]/35~44 XY ,-
6[4],-8[41,-9[3],-21[3][cp6]/46,XY[7]
7 27~34,X,+2[2],+6[2],+13[2],+18[2],+21[2],+22[2][cp2]/39~

45,XY ,-16[4],-21[3][cp7]/46,XY[16]

*nksa: Non klonal say1 anomalisi

**dmb: Degerlendirilecek metafaz bulunamadi
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Gontllii 7 bireyden olusan kontrol grubunun perifer kan1 da konvansiyonel

sitogenetik yontemiyle calisilarak karyotip analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar

Tablo 4-3’te gosterilmektedir.

Tablo 4-3: Kontrol grubuna ait konvansiyonel sitogenetik analiz sonuglar:

KONTROL INCELENEN METAFAZ SAYISI KARYOTIP
NO
1 20 46,XX
2 20 46,XY
3 20 46,XY
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4 20 46,XX
5 20 46,XX
6 20 46,XX
7 20 46,XX

4.2. miRNA-210 ve BCL-2 gen ekspresyon analizi sonuclari

6

(%]

Fi
>
z 4
et
2 3
o
% 2
T 1
< .
g, 0
% Saghkhbirey lékosit AMLIGkosit AMLkemik iligi
]
Gruplar

Sekil 4-1: AML’li ve saghkh bireylerdeki BCL-2 ekspresyon seviyesi

Tiim gruplar1 birarada degerlendiren Kruskal-Wallis testi sonras: elde edilen p
degeri 0.0141°dir. Dunn’s multiple comparision testi ile anlamliligin nerden
kaynaklandigr belirlendiginde AML l1okositlerinden elde edilen Bcl-2 mRNA
ekspresyon seviyesinin saglikli bireylere gore anlamli derecede yiiksek oldugu (p<0.05)
ve yine AML kemik iliginden elde edilen Bcl-2 mRNA ekspresyon seviyesinin sagliklt
bireylere gore anlamli derecede yiiksek oldugu (p<0.05) saptandi (Sekil 4-1).
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Sekil 4-2: AML’li ve saghkl bireylerdeki miR-210ekspresyon seviyesi

Tiim gruplar1 birarada degerlendiren Kruskal-Wallis testi sonrasi elde edilen p
degeri 0.0186°dir. Dunn’s multiple comparision testi ile anlamliligin nerden
kaynaklandig1 belirlendiginde AML 16kositlerinden elde edilen miR-210 ekspresyon
seviyesinin, AML kemikiliginden elde edilen verilere gore anlamli derecede yiiksek
oldugu (p<0.05) ancak ekspresyon seviyesi yiiksek olmasina ragmen saglikli bireylerle
arasinda istatistiksel derecede bir anlamlilik olmadigi saptandi (Sekil 4-2). Bunun
sebebi biiyiik olasilikla gruplarin yiiksek SD degerlerine sahip olmalaridir. Bir hastaya
ait 10kosit ve kemik iligi 6rneklerinde miR-210 ekspresyon seviyesi belirlenemeyecek
kadar diistiktii.
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Sekil 4-3: BCL-2 ve miR-210 ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi
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Bcl2 ve miR-210 ekspresyonlari arasinda korelasyon testi yapildigindan, AML
hastalarinin kemik iligindeki Bcl2 ve miR-210 ekspresyonlarinin birbirleri ile yiiksek
oranda korele oldugu (r=0.94; %95 giivenlik aralig1 0.77-0.99; r*=0.89; p<0.0001)
(Sekil 4-3), fakat diger gruplarin arasinda boyle bir korelasyon bulunmadigi saptandi.

Olgu 1: AML M2 tanist almig 24 yasindaki erkek hastanin kemik iligi
materyaline yapilmis olan G bantlama ile elde edilen metafazlar incelenmistir.
Incelenen metafazlardan 4 tanesinde 46,XY kromozom yapis1 gdzlenmistir. IKi

metafazda klonal olmayan say1 diizensizlikleri goriilmiistiir.

Olgu 2: AML M4 tanist almig 21 yasindaki erkek hastanin kemik iligi
materyaline yapilmis olan G bantlama ile elde edilen metafazlar incelenmistir.
Incelenen metafazlardan 5 tanesinde 46,XY kromozom yapisi gdzlenirken 6 metafazda
kompleks karyotip goriilmiistiir. 3 metafazda 18, 21 ve 22 numarali kromozomlarin

monozomisi tespit edilmigtir.

Olgu 3: AML M4 tanist almig 62 yasindaki erkek hastanin kemik iligi
materyaline yapilmis olan G bantlama ile 20 metafaz incelenmistir. Incelenen tiim
sahalarda inv(9)(p11ql3) sitogenetik bulgusu goriilmiistiir. Konstitiisyonel oldugu
diisiiniilen bu bulgu literatiirde polimorfizm olarak kabul edilmektedir. Incelenen 10
sahada 46,XY,inv(9)(p11g13) karyotipine rastlanmistir. Analiz edilen 2 sahada trizomi
4, 3 sahada 5, 9 ve 22 numarali kromozomlarin monozomisi goriilmiistiir. 3 sahada
add(21)(p11) kromozom yapisina rastlanmistir. Ayrica marker kromozomlar da

gozlenmistir.

Olgu 4: AML M5 tanis1 almig 52 yasindaki kadin hastanin kemik iligi
materyaline yapilmis olan G bantlama ile sitogenetik analiz inceleme yapilmis,

degerlendirilecek kalitede ve sayida metafaz bulunamamustir.

Olgu 5: AML tanist almis 42 yasindaki kadin hastanin kemik iligi materyaline
yapilmis olan G bantlama ile elde edilen metafazlar incelenmistir. Incelenen
metafazlarin 2’sinde 46,XX kromozom yapist goriilmiistiir. Klonal olmayan yapi
diizensizlikleri gozlenen ii¢ metafazda hipodiploid seviyede (40-45) kromozom sayisi

tespit edilmistir.

Olgu 6: AML tanist almis 61 yasindaki erkek hastanin kemik iligi materyaline

yapilmis olan G bantlama ile 17 metafaz incelenmistir. incelenen metafazlarin 7’sinde
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46,XY kromozom yapist goriilmiistiir. Haploid seviyede olan 3 sahadan 3’iinde 2
numarali kromozomun artig1 goriilirken, 2 sahada 5, 9, 12 ve 20 numarah
kromozomlarin artig1 goriilmiistiir. Hipodiploid seviyedeki 6 sahadan 4’linde 6 ve 8
numarali kromozomun monozomisi goriliirken, 3 sahada 9 ve 21 numaral

kromozomlarin monozomisi goriilmiistiir.

Olgu 7: AML tanist almis 84 yasindaki erkek hastanin kemik iligi materyaline
yapilmis olan G bantlama ile 28 metafaz incelenmistir. Incelenen metafazlardan 16
tanesinde 46,XY kromozom yapisi saptanmistir. Haploid seviyedeki 2 sahada 2, 6, 13,
18, 21 ve 22 numarali kromozomlarin artist goriilmiistiir. Diploid seviyedeki 7
metafazin 4’tinde 16. kromozomun monozomisi goriiliirken, 3 sahada 21. kromozomun
monozomisi goriilmiistiir. Incelenen 12 metafazda bir ya da birden fazla kromatid
kiriklar1 ve kromozom gapleri gézlenmistir. Bunlardan chsg(2)(p10), chsg(3)(q27) ve
chtb(10)(q22) noktalarindaki kirik ve gapler birden fazla metafazda tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Akut miyeloid 16semi (AML), hematopoetik kok hiicrelerin farklilasmasindaki
bozulma ile karakterize, olgunlasmamis anormal hiicrelerin asir1 birikmesi ve saglikl

olgun kan hiicrelerinin azalmasina neden olan malign bir hastaliktir (72).

Losemilerin  olusmast ve ilerlemesinde ¢esitli i¢ ve dis faktorler etkili
olmaktadir. Bu faktoérlerden biri miRNA’lardir. miRNA’lar onkogen veya timor
baskilayici rol oynamaktadir. miRNA’larin hematopoezin yonetimiyle iliskili oldugu ve
l6semilerin  patogenezinde Kkilit rol oynadiklar1 ileri siiriilmektedir. MIRNA
diizenlenmesinin bozulmasi hematopoetik sistemde bozulmaya yol acar ve losemi

olusumuna sebep olabilir (73).

Popiilasyon taramalarinda l6semilerin tespiti ve hastalik bulunan bireylerde
hastaligin simiflandirilmasi ve tedaviye karar verilebilmesi i¢in duyarli ve spesifik
biyobelirteglere ihtiyag vardir. Farkli 16semi tipleri ve onlarm alt tipleri, belli miRNA
ekspresyon profili gosterirler (74). Farkli iki arastirmaci grubu tarafindan yapilan
caligmalar miRNA'larin ifadesinin genel sagkalim ve niikssiiz sagkalim ile iliskisini,
l6seminin prognozu ve losemili hastalarda semptomlarin onceden tahmini igin

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermistir (75, 76).

Yapilan c¢alismalarda AML ile bircok miRNA’nin ekspresyonundaki
degisiklikler iliskilendirilmistir. F. Wang ve arkadaslart miR-142-3p ve miR-29a’nin
AML’de diisiik ekspresyon seviyesi ve kot prognoz ile iligkili oldugunu
gostermiglerdir (77). miR-217, miR-96 ve miR-186’nin da AML’de diisiik ekspresyon
seviyesi gosterdigi goriilmiis ve diisiik tedavi yaniti, kotli prognoz gibi sonuglar ile
iliskilendirilmistir (76, 78, 79). Bunun yani sira miR-335, miR-331 ve miR-362-5p’nin
AML’de asir1 ekspresyonun oldugu gosterilmistir (80-82). Biz de bu ¢aligmada yeni tani
almis ve heniiz tedavi baslanmamis AML hastalarinin perifer kan1 ve kemik iligi

materyalinde miRNA-210"un ekspresyon seviyesini inceledik.

miR210’un hedef genleri baslica DNA hasar tamiri, hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi, mitokondriyal metabolizma, tiimor biiylimesi, apoptoz ve anjiyogenez
gibi olaylarda rol oynar. Kanser tipine gore timdor baskilayict veya onkomir olarak

gorev yaptig1, yapilan ¢alismalar ile desteklenmistir (83). Onkojenik rolii; meme, bas ve
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boyun, pankreas, difliz biiyiik B hiicreli lenfoma, akciger kanseri ve glioblastom gibi
pek ¢ok kanserde goriiliir, ekspresyonu siklikla yiikselir (16, 84-86). Arastirmalarin
cogu kanserli dokulardaki yiiksek miR-210 seviyesinin kotii prognoz ile iliskili
oldugunu gostermistir (87-91). Bununla birlikte, tam tersi sonuglar1 gosteren ¢aligmalar
da mevcuttur (67, 84, 87, 88, 92). Bu nedenle bulgulari 6zetlemek ve miR-210’un

ekspresyonunun 6nemini anlamak i¢in meta-analizlere ihtiya¢ vardir.

Hematolojik malignitelerde miR-210’un rolii ile ilgili literatiirde sinirli sayida
caligma vardir. Bu ¢alismalardan biri MDS’de miR-210’un asir1 ekspresyonunun SHIP-
1 (fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat 5-fosfataz 1) protein ekspresyonunun kaybina yol
acacak bir yolakta etkili oldugunu ve bu proteinin kaybinin hastalik {izerindeki negatif
etkisini gostermektedir (93). Pediatrik ALL hastalarinda yapilan iki ¢galismada miR-210
ekspresyon seviyesi saglikli bireylere gére anlamli derecede diisiik bulunmustur ve kot
tedavi yaniti ile iliskilendirilmistir (70, 94). Yine pediatrik ALL hastalarinda yapilan bir
calismada diger c¢aligmalar1 destekler nitelikte bir sonug¢ elde edilmis, iyi prognoz
gosteren hastalarda yliksek miR-210 seviyesi tespit edilmistir (95). Literatiirde AML
hastalarinda miR-210’un ekspresyonunun gosterildigi tek bir ¢calisma bulunmustur. Bu
calismada AML hastalarmin perifer kan1 ve kemik iligi materyalindeki miR-210
ekspresyon seviyesi incelenmistir. Elde edilen bulgular AML hastalarinin miR-210
ekspresyon seviyelerinin sagliklt kontrol grubuna gére hem serum hem de kemik
iliginde asir1 ekspresyonu goriilmistiir. Serum miR-210 diizeyi ile yas, cinsiyet, beyaz
kan hiicresi miktar1 ve tam remisyon arasinda bir iliski bulunamamistir. Sitogenetik
bulgular ve FAB siniflamasi ile ise iliskili oldugu bulunmustur. Bunun yani sira yiiksek
miR-210 seviyesi goriilen hastalarda genel sag kalim oraninin daha kotii oldugu ve
relapssiz sag kalim oraninin da daha kotii oldugu tespit edilmistir. Bulgular miR-210’un

AML i¢in prognostik bir belirteg olabilecegini gostermistir (96).

Bizim calismamizda AML hastalarinin perifer kanindan tespit edilen miR-210
ekspresyon seviyesi, kemik iliginden elde edilen sonuglara gore anlamli derecede
yiiksek bulunmusur, fakat saglikli bireyler ile karsilastirildiginda ekspresyon seviyesi
artmis olmasina ragmen istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunamamistir. Bu sonug
literatiir ile tam uyumlu degildir. Bizim c¢alismamizdaki sonuglarda goriilen

uyumsuzlugun sebebi hasta sayisinin diisiik olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
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BCL-2 geni, BCL-2 gen ailesinin iyesidir. BCL-2 gen ailesinin proteinleri
apoptoz, farklilasma, proliferasyon gibi gesitli hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
etkilidir. Bu ailenin tyeleri proapoptotik ve antiapoptotik rol oynayanlar olmak {izere
iki ana grupta incelenirler. BCL-2 geni ise antiapoptotik islevi olan grupta yer alir (97).
BCL-2 geninde olusacak bir hasarin lenfoma basta olmak lizere bir¢ok kansere neden
oldugu yapilan calismalar ile gosterildiginden onkogen olarak smiflandirilir (98).
Devam eden caligmalar BCL-2 hasarinin hiicre 6liimiine yol a¢tigin1 gostermektedir.

Ayrica BCL-2’nin kemoterapdtik maddelere direng gelistirilmesinde rol oynadigi

bilinmektedir (99).

BCL-2 ekspresyonundaki degisimler bircok kanser tiirtinde goriilmektedir. BCL-
2’nin asir1 ekspresyonu mesane karsinogenezinin ilk asamasinda oldukga sik goriiliir
(100). Yapilan caligmalarla BCL-2 ekspresyonun daha iyi prognozla iliskili oldugu
goriilen kanserler; kolorektal kanser (101), kiiciik hiicreli akciger kanseri (102, 103),
meme kanseri (104), yumusak doku kanseri (105), yumurtalik kanseri (106) , mide
kanseridir (107). Yine yapilan diger ¢alismalarla BCL-2 ekspresyonunun kotii prognoz
ile iliskili oldugu goriilen kanserler; Non Hodgin Lenfoma (108), AML (109), meme
kanseri (110), prostat kanseridir (111). Ayrica yapilan birka¢ ¢alismada daha onceki
bulgularin tersine NHL (112), ALL (113) ve kiigiik hiicreli akciger kanserinde (114)
BCL-2 ekspresyonu ile korelasyon tespit edilememistir. Buradan yola ¢ikarak farkli
malignitelerde farkli BCL-2 ekspresyonu goriilmesinde apoptozon yani sira diger
mekanizmalarin da (ek genetik defektler, hormonlar, sitokinler gibi) etkili oldugunu

gosterir (115).

AML’de, BCL-2’nin asir1 ekspresyonu, kemotarapiye direng ve genel olarak
diisiik sag kalim oranlarmin goriilmesi ilk olarak Campos ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada incelenmistir (109). Daha sonraki yillarda yapilan baska bir ¢calismadan elde
edilen veriler BCL-2’nin espresyonu ve hastalik {izerindeki rolii ile ilgili bazi noktalara
151k tutmustur. Incelenen vakalarin ¢ogunda BCL-2 ekspresyonu anlamli derecede
yiiksek bulunmustur ve katii klinik prognoz ve yogun kematerapi sonrasi zayif yanit ile
iliskilendirilmigstir. Yiiksek BCL-2 ekspresyon seviyesi apoptotik mekanizmanin
timorogeneze katkida bulundugu hipotezini destekler niteliktedir. Ayrica BCL-2
proteinindeki anomalinin kanserli hiicrelerin daha uzun siire sag kalimina sebep oldugu,

dolayisiyla beyaz kan hiicrelerinde artis ile ila¢ direnci ve kemoterapi yanitini olumsuz
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yonde etkiledigi goriilmiistiir. Bunun yani sira deneyler sonucu elde edilen veriler BCL-
2’nin fonksiyonel roliinliin hiicre ¢ogalmasini etkilemeden apoptozu bloke etmek
oldugunu distiindiirmistiir (116). Bu verileri destekler nitelikte baska calismalar da
literatiirde mevcuttur (117, 118). Bizim yaptigimiz ¢alismada yeni tamili AML
hastalarindan alinan kemik iligi materyalindeki BCL-2 ekspresyon seviyesi kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Ayrica hastalardan alinan periferik
kandaki BCL-2 ekspresyon seviyesi de kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli
derecede yiliksek bulunmustur. Elde ettigimiz veriler literatiirdeki veriler ile uyumludur.
Kemik iligi ve periferik kandaki BCL-2 ekspresyon seviyesi karsilatirildiginda kemik
iliginde ifadesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu da BCL-2’nin yiiksek
ekspresyonunun kemik iligi gibi daha fazla apoptoz ger¢eklesen dokularda
goriilmesinden kaynaklanabilir (119). Olgularimizda kemik iliginde daha yiiksek BCL-2

ekspresyonu goriilmesi bu ac¢idan literatiirle uyumludur.

miR-210’un hedef genleri arasinda, MIRNA hedef genlerini gdsteren veri
tabanlar1 incelendiginde, BCL-2 bulunamamistir. Calismamizda miR-210 ve BCL-
2’nin AML’de korele bir artis gosterip gostermedigi incelenmistir. Literatiirde bu
konuyla ilgili yapilan ¢aligmalara bakildiginda birlikte artis teorisini destekler niteklikte
bir ¢alismaya rastlanmistir. Farelerde hiicre kiiltiirii ile PC12 hiicre hattinda noronlar
tizerinde yapilan ¢alismada elde edilen veriler miR-210un asir1 ekspresyonunun artmis
BCL-2 seviyesi ile korele bir bigimde apoptozu baskiladigini géstermistir (120).
Calisgmamizda elde ettigimiz veriler AML hastalarinin kemik iligindeki BCL-2
ekspresyonu ve miR-210 ekspresyonunun yiiksek oranda korele oldugunu gostermistir.
miR-210 ve dolayisiyla BCL-2’nin artmasi AML’de apoptozu baskilayarak 16semi
hiicrelerinin artmasia ve bu nedenle hastalikta kotiiye gidis olmasi teorisini dogrular
niteliktedir. Bu mekanizmanin daha net aydinlatilabilmesi i¢in daha kapsamli

caligmalara ihtiyag vardir.

AML’nin prognozunda sitogenetik bulgular olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir.
AML hastalarinda yapilan bir ¢alismada sadece +21’in varlig1 veya ek anomalilerle
birlikte +21’in varligi kétii prognoz ile iliskili bulunmustur. Ozellikle sadece +21’in
oldugu 60 yas iizeri AML hastalar1 i¢in daha kétii bir prognoz ongorillmiistir (121).
Bizim ¢aligmamizda bir hastada klonal +21 bulgusuna rastlanmistir. Ayrica bu hastada

bagka sayisal kromozom anomalileri de goriilmiistiir. Bulgularimiz literatiirle uyumlu
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olmakla birlikte, hastamizin yasinin 84 olmasi, 60 yas lizeri hastalarda kotli prognoz

Ongoriisiinti destekler niteliktedir.

Yapilan calismalarda AML-M2 alt tipi goriilen hastalarin %92’sinde ve bazi
AML-M4 alt tipine sahip hastalarda t(8;21)(q22;q22) translokasyonuna rastlanmistir
(122). Bizim galismamizda 1 hasta M2 ve 2 hasta M4 alt tipine sahiptir. Fakat bu
hastalarda t(8;21)(q22;q22) bulgusuna rastlanmamistir.

Calismamizda incelenen 3 hastanin kemik iligi materyalinde 21 numarali
kromozomun monozomisine klonal olarak rastlanmistir. Fakat -21 bulgusu tek basina
degil birkac sayisal kromozom anomalisi ile birlikte goriilmiistiir. Literatirde AML’de
ve diger hematolojik hastaliklarda (MM ve MDS gibi) yalniz -21’in monozomisinin
goriildiigli vakalar mevcuttur (123). Bir makalede MDS’de 21 numarali kromozomun
kayb1 ya da artisinin orta seviyede bir prognoza sebep olacagi 6ngoriilmiistiir (124).
MDS AML’ye doniisme potansiyeli olan bir hematolojik hastaliktir. Bu nedenle bizim
calismamizda incelenen vakalarda goriilen -21 anomalisi prognoz agisindan anlamli

olabilir.

Literatiirden elde edilen verilere gore monozomi ve kompleks karyotipe sahip
olan hastalar kotii prognoz ile iligkilidir. K&tii prognoz veya kompleks karyotipe sahip
olan hastalardan monozomi karyotipine sahip olan hastalar, olmayan hastalara gore
daha kotii prognoza sahip olurlar. Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalardan elde edilen
verilere gore -17, -5, -7, -21, -8, -22 numarali kromozomlar monozomisi en sik goriilen
kromozomlardir (125). Calismamizda baz1 vakalarda -5, -8, -21 ve -22
kromozomlarinin monozomisine rastlanmistir. Bu vakalarda hem monozomi karyotipi
hem de kompleks karyotip tespit edilmistir. Ozellikle bir vakada hastalik tanidan ¢ok
kisa bir siire sonra hizla ilerlemis, hastaneye yatis ve ardindan 6liimle sonuglanmistir.
Bu hastada kotii prognoz beliteci olan monozomi karyotipi (- 8 monozomisi de
mevcut) ve kompleks karyotip bulgular1 birarada goriilmektedir. Ayn1 zamanda hasta
60 yas lizerinde oldugundan 60 yas tlizeri AML hastalarinda koétii prognoz goriilmesi

savini desteklemektedir.

Sonu¢ olarak ¢aligmamizda AML’de kemik iligi materyalinde miR-210 ve
BCL-2 artmis ekspresyon seviyeleri goriilmiis ve bu artisin korele gerceklestigini
gosteren bulgular elde edilmistir. Bu artisin apoptoz mekanizmasinda bozulmaya sebep

olabilecegi ve prognoz iizerindeki olumsuz etkileri olabilecegi sonucuna varilmstir.
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Ayrica elde ettigimiz veriler sonucunda miR-210 ve BCL-2’nin ekspresyonlarinin
AML hastalig1 icin biyobelirte¢ olarak kullaniminin faydali olabilecegi kanisindayiz.
Bunun yani sira elde edilen sitogenetik bulgularin da prognoz degerlendirmesi
acisindan faydali olacagim diisinmekteyiz. Ozellikle AML’de miR-210 ve BCL-2’nin
apoptoz yolagi tizerindeki etkilerinin ve bu mekanizmanin aydinlatilmasi ve kesin
sonuglar elde edilebilmesi i¢in daha fazla Grnek sayisina ve daha genis kapsamli

testlere ihtiyag oldugu kanisindayiz.
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