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OzZET

MIYELOID MALIGNITELERDE, TET2 ve DNMT3A GENLERI iLE hsa-miR-29 iFADE DUZEYLERININ
ARASTIRILMASI

Hematolojik maligniteler, kemik iliginde bulunan miyeloid veya lenfoid hiicrelerin kontrolsiiz
ve asirl ¢ogalmasina bagh olarak gelisen hastaliktir. Son on yilda yapilan c¢alismalarla hematolojik
malignitelerin patobiyolojisi daha iyi anlasiimakla birlikte prognostik faktorleri de belirlenmeye
baslanmistir. Ozellikle genlerdeki ekzon ve onlari cevreleyen intron bélgelerinin taranmasi ile yapilan
hedeflenmis dizi analizlerinin gelistiriimesiyle hastalik hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmamiz
saglanmistir.

Bu tez galismasinda, Akut Miyeloid Losemi (AML), Miyelodisplastik Sendrom (MDS), Kronik
Miyeloid Lésemi (KML), Esansiyel Trombositoz (ET) ve Polisitemi Vera (PV) hastalarinda, DNA
metilasyonunda 6nemli rol oynayan TET2 ve DNMT3A genlerinin ve hematopoetik farkhlasmalarda
etkin rol oynayan miR29’larin ekspresyon diizeyleri, hastalardan alinan kemik iligi 6rneklerinde real-
time kantitatif PCR yontemi ile arastinldi.

Calisma grubumuza, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi i¢
Hastaliklari B6limi Hematoloji Bilim Dali’'na basvuran ve tani alan, 28 AML, 34 MDS, 19 KML, 10 ET ve
11 PV olmak tizere toplam 102 hasta ve 13 kontrol grubu dahil edildi. Hasta ve saglikh bireylerden
alinan kemik iligi orneklerinden total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirildi. Saptanan
ekspresyon dizeyleri; Toplam hasta (AML, MDS, KML, ET, PV)- kontrol, AML-kontrol, MDS-kontrol,
KML-kontrol, ET-kontrol, PV-kontrol gruplari arasinda, SPSS-11.5 Windows veya Statistica 6.1 paket
programlar kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

Arastirma sonuglarina gére DNMT3A (p<0,001), TET2 (p<0,001), miR-29a (p<0,001), miR-29b (p<0,001)
ve miR-29c'nin (p<0,001) ifade dlzeylerindeki tim gruplar kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml
bulundu. DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c¢'nin ifadelerinin korelasyonlari incelendiginde;
DNMT3A sirasiyla miR-29a,b,c ve TET2 ile korele (r=0,278, p=0,003, r=-0,072, p=0,446, r=0,176,
p=0,059, r=0,097, p=0,303) bulundu. TET2 sirasiyla miR-29a,b,c ile korele (r=0,378, p<0,001, r=-0,276,
p=0,003, r=0,307, p=0,001) bulundu. miR-29a,b,c kendi aralarinda korele (miR-29a,b (r=-0,346,
p=0,000), miR-29a,c (r=0,274, p=0,003) ve miR-29b,c (r=-0,437, p=0,000) ) bulundu. Bunun sonucunda,
elde ettigimiz verilerin gelecekte bu alanda vyapilacak c¢alismalara 6n veri sunabilecegini
disiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Miyeloid malignite, TET2, DNMT3A, miRNA, Ekspresyon
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF TET2 AND DNMT3A GENES AND hsa-miR-29 EXPRESSION LEVELS IN MYELOID
MALIGNANCIES

Hematological malignancies are a disease that develops due to uncontrolled and excessive
proliferation of myeloid and lymphoid cells in the bone marrow. Although the pathobiology of
hematological malignancies has been better understood with the studies conducted in the last decade,
prognostic factors have begun to be determined. With the development of targeted sequence analysis,
especially by scanning the exons in the genes and the intron regions surrounding them, we have
provided more information about the disease.

In this thesis study, in patients with Acute Myeloid Leukemia (AML), Myelodysplastic
Syndrome (MDS), Chronic Myeloid Leukemia (CML), Essential Thrombocytosis (ET) and Polycythemia
Vera (PV) patients, the expression levels of TET2 and DNMT3A genes, which play an important role in
DNA methylation, and miR29s, which play an active role in hematopoietic differentiation, were
investigated by real-time quantitative PCR method in bone marrow samples taken from patients.

To our working group, a total of 102 patients, 28 AML, 34 MDS, 19 CML, 10 ET and 11 PV, and
13 control groups, who applied and diagnosed to the Department of Hematology, Department of
Internal Medicine, Faculty of Medicine, Research and Application Hospital, Mersin University. Total
RNA isolation and cDNA synthesis were performed from bone marrow samples taken from patients
and healthy individuals. Detected expression levels; Total patients (AML, MDS, KML, ET, PV) - control,
AML-control, MDS-control, KML-control, ET-control, PV control groups, statistically using package
programs such as SPSS-11.5 Windows or Statistica 6.1. was evaluated.

According to the results of the study, when all groups in expression levels of DNMT3A (p<0.001
), TET2 (p<0.001), miR-29a (p<0.001), miR-29b (p<0.001) and miR-29c (p<0.001) were compared was
found to be statistically significant. When the correlations of the expressions of DNMT3A, TET2, miR-
29a, miR-29b and miR-29c were examined; DNMT3A was correlated with miR-29a,b,c and TET2,
respectively (r=0.278, p=0.003, r=-0.072, p=0.446, r=0.176, p=0.059, r=0.097, p=0.303). TET2 was
correlated with miR-29a,b,c, respectively (r=0.378, p<0.001, r=-0.276, p=0.003, r=0.307, p=0.001).
miR-29a,b,c correlated among themselves (miR-29a,b (r=-0.346, p=0.000), miR-29a,c (r=0.274,
p=0.003) and miR-29b,c (r=-0.437, p=0.000) ) were found. As a result, we think that the data we have
obtained can provide preliminary data for future studies in this field.

Keywords: Myeloid malignancy, TET2, DNMT3A, miRNA, Expression
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1.GIRiS

Hematopoez, memeli kan hiicrelerinin yasam boyu rejenerasyonunu siirdirebilmek icin hem
kendini yenileme hem de hematopoetik kék hicrelerin (HKH) iyi diizenlenmis farklilasma sirecini
gerektiren oldukga dinamik bir gelisim slrecidir [1]. Hematopoez, insan saghigi icin cok dnemlidir. Kan
ve bagisiklik sistemleri viicuda oksijen ve besin saglamaktan, yara iyilesmesini desteklemekten ve
patojenlerle savagsmaktan sorumludur. Bu islevler, hematopoetik sistemi olusturan gesitli hiicre tipleri
tarafindan gergeklestirilir. Bunlar, kirmizi kan hicreleri (alyuvar), trombositler, dogustan gelen
bagisiklik hicreleri (nétrofiller, monositler, vb. ) ve adaptif bagisiklik hiicreleridir (T hiicreleri ve B
hticreleri) [2].

Tim kan hiicresi tipleri, yetiskin hematopoezinin 6énemli bir bdlgesi olan kemik iliginde
bulunan HKH’den kaynaklanir [3]. Memeli yetiskinlerde, HKH’ler nispeten hareketsiz bir durumda
bulunurlar, hem kendini yenileme hem de ¢ok potansiyelli yeteneklerini korurken, kemik iliginde 6mur
boyu bakimlarini saglarlar. Kendi kendini yenileme ve farklilasma, yasam boyunca hematopoetik sistem
homeostazini sirdirebilmek icin 6nemlidir. Dissal ve icsel faktorlerin (nis iliskili faktorler, sinyal iletim
yollari, transkripsiyon faktorleri ve kromatin degistiriciler dahil) bir kombinasyonu sonucu, HKH’ler
kendini yenileme ve farklilasma potansiyeli arasinda dinamik denge saglanmis olur. Bu siireglerin
bozulmasi ve yanls dizenlenmesi, yasami tehdit eden hematolojik bozukluklara yol agma
potansiyeline sahiptir [1,2].

Hematolojik maligniteler (HM’ler), kan hiicresi gelisiminin herhangi bir asamasinda ortaya
cikabilir ve kan hicrelerinin Uretimini ve islevini etkileyerek enfeksiyonlarla savasamama veya
kontrolsliz kanamaya yatkinlik gibi sonuglar dogurabilir. Kemik iligindeki HKH’ler, miyeloid veya lenfoid
soylarin, olgunlasmamis progenitor hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olur. Miyeloid soyun hiicreleri;
eritrositler, trombositler, notrofiller, eozinofiller, dendritik hiicreler ve makrofajlar gibi immun yanitin
beyaz kan hiicrelerini igerirken, lenfoid soy hiicreleri ise; adaptif immiin yanitta yer alan B ve T
lenfositleri igerir. Normal hematopoetik farklilasmanin bozulmasi klinikte, [6semi, lenfoma ve miyelom
olmak Uzere Ug ana tip kan kanseri ile sonuglanabilir. Losemiye, kemik iliginde asiri miktarda anormal
beyaz kan hiicresi iretimi neden olur ve bu da kanda I6semik hiicrelerin dolagimina neden olur. Lésemi,
neoplastik hiicrelerin, soyuna ve klinik seyrine bagl olarak kategorize edilir [1].

Miyelodisplastik Sendromlar (MDS) ve Akut Miyeloid Losemi (AML), kemik iligindeki
hematopetik kok hiicrelerle yakindan iliskili olan bozukluklardir. AML, miyeloblastlarin farklilasmasi ve
hiperproliferasyonu ile karakterize edilirken, MDS, kemik iligi kdk hiicrelerinin displazisi ile birlikte
miyeloblastin bir miktar dediferansiye olmasi ve hiperproliferasyonu ile karakterize edilir. AML, de
novo veya onceden var olan MDS veya Miyeloproliferatif Neoplazmalardan (MPN) gelisebilir. Kronik
MPN’ler ise, olgun periferik kan hiicrelerinin asiri Gretimi ile karakterize edilir. MPN’lerden biri olan
Kronik Miyeloid Losemi (KML), kromozom 9 (zerindeki ABL proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine
kinase (ABL1) geninin, kromozom 22 (zerindeki BCR activator of RhoGEF and GTPase (BCR) genine
translokasyonu ile karakterize edilir. Boylece Philadelphia kromozomu ve onkojenik BCR-ABL flizyon
proteini olusturulur. Philadelphia kromozomu negatif (Ph-neg) MPN’ler, Esansiyel Trombositemi (ET),
Polisitemiya Vera (PV) ve Primer Miyelofibroz (PMF) olmak lzere li¢ temel bozuklugu olusturur [4].

Molekiiler biyolojik calismalar, hematolojik malignitelerin mekanizmasini aydinlatmak ve
patolojisine 1sik tutmak icin 6nemli bir yere sahiptir [5]. Malignitelerin siniflandiriimasinda ve
prognostik faktorlerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Akut I6semilerin patogenezini ve hiicre
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biyolojisini anlamak icin en yaygin olarak klasik karyotipleme, Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) veya
Real-time PCR (RT- PCR) gibi molekiler teknikler kullanilabilmektedir [6]. Sitogenetik testin, miyeloid
malignitelerde risk siniflandirmasinin temel tasi oldugu soylenmektedir [7]. Cesitli calismalar,
sitogenetik degisikliklerin (kromozomal translokasyonlar ve genetik materyal kaybi veya kazanci gibi)
molekiiler belirteglerle karsilastirildiginda  hastaligin  prognozunu dogru belirleyebilecegini
gostermektedir. Son on yilda dizileme ve gen ifade metodolojilerindeki gelismeler, farkh genetik
anormalliklerin karmagsik kombinasyon modellerini gdsteren hastalik heterojenligini ortaya ¢ikarmistir.
cDNA mikrodizileri gibi gen ifadesinin degerlendirilmesi icin yeni tekniklerin gelistiriimesi ile hem
hematolojik malignitelerde hem de solid timorlerde kanserin teshisi, siniflandiriimasi ve prognozunda
blylk ilerlemeler saglanmistir [6].

Son vyillarda, molekiler biyoloji teknikleri sayesinde farkli epigenetik degistiricilerdeki
mutasyonlar da tespit edilmistir. Bu epigenetik degistiricilerin degisen fonksiyonlari, gen aktivasyonu ve
gen baskilanmasi arasindaki fizyolojik dengeyi bozar ve anormal gen ifade diizenlemesine katkida
bulunur [6]. Bir dizi sekanslama c¢alismalari ile miyeloid malignitelerde DNA Metiltransferaz 3 Alfa
(DNMT3A) ve Ten-Eleven Translocation 2 (TET2) genlerinin epigenetik modifikasyonlarla siklikla
mutasyonlardan etkilendigi gozlenmistir [7,8]. DNMT3A, hedef DNA’da DNA metilasyonunu katalize
eden de novo metiltransferazlardir. TET2, 5-metil sitozinin (5- mC) 5-hidroksimetil sitozine (5-hmC)
donlisimini katalize ederek DNA demetilasyonunda merkezi bir rol oynayan bir enzimdir [8].
DNMT3A ve TET2 genlerinde meydana gelen mutasyonlarin, kemik iliginde anormal HKH birikmesine
neden oldugu ve boylece hastalik riskini arttirdigi séylenmektedir [6].

Yapilan molekiler ¢alismalar mikroRNA’larin (miRNA’lar) Akut Miyeloid Lésemi (AML),
Miyelodisplastik Sendrom (MDS) ve Miyeloproliferatif Neoplazmalar (MPN) dahil miyeloid
malignitelerde 6nemli role sahip oldugunu 6ne sirmektedir [9]. miRNA’lar, gen ifade modellerini ve
hiicresel mRNA’y1 hedefleyen, gen ifadesinin 6nemli epigenetik diizenleyicileri olarak gérev yapan, kisa
kodlanmayan RNA’lardir. Genomun protein kodlayan genlerin intronlarinda veya ekzonlar iginde
kodlanirlar ve diger epigenetik dlizenleyicileri dizenleyen posttranskripsiyonel gen susturma ve
protein kodlama genlerinin ifadesini modile ederler [6]. miRNA’lar, hiicre donglsi, timor blylmesi
ve apoptozda yer alan ¢oklu yollara miidahale eden tlimor baskilayici veya onkogen olarak hareket
edebilir. Ayrica farkh 16semik alt tiplerin farkli miRNA ifade profillerine sahip oldugu da
disinulmektedir [9].

Bu tez galismasinda, miyeloid malignitesi olan bireylere ait koleksiyon kemik iligi 6rneklerinden
TET2, DNMT3A genleri ve bu genleri hedefleyen ortak miR’lerin (miR29a-3p, 29b-3p ve 29c-3p) ifade
diizeyindeki farklilklarin arastirilmasi amaglanmistir.  Klinik anlamda bu degisimin miyeloid
malignitelerde birer biyobelirte¢ olup olamayacagina dair literatiire katki sunmak amaglanmistir. Ayni
zamanda, her iki geni de en yiiksek skorla (> 97) hedefleyerek post translasyonel kontrollerini saglayan
miR’lerin ifade dizeylerinin etkisi de arastirilmak istenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Hematopoez

insan kani, belirli islevlere sahip birkag farkli hiicre tipi icermektedir. Kirmizi kan hiicreleri
(KKH'ler) olarak da bilinen eritrositler, akcigerlerden dokulara oksijen tasir ve karbondioksiti
uzaklastirir. Beyaz kan hicreleri (BKH'ler) olarak da bilinen I6kositler, inflamatuar reaksiyon ve
bagisikhk tepkisinde rol oynar. BKH'leri granilositleri (notrofiller, bazofiller, eozinofiller ve mast
hicreleri), lenfositleri (T hicreleri, B hicreleri ve dogal oldurtci (NK) hicreleri),
monositleri/makrofajlari ve dendritik hicreleri icerir. Trombositler megakaryositlerden tiretilen
hiicrelerdir ve homeostazin siirdirtilmesinde 6nemli bir rol oynarlar [10].

Hematopoetik sistem insan saghg icin gereklidir ve eritrositler, megakaryositler, adaptif
bagisikhik hicreleri (B lenfositleri ve T lenfositleri), nétrofiller ve monositler dahil olmak lzere ¢ok
sayida 6zel hiicre tipinden olusur. Bazi hematopoetik hiicre tipleri uzun émdrli olsa da (6rnegin T
hicreleri), bazilar kisa d6murladir (notrofiller ve trombositler gibi). Bu gesitli kan soylari, hematopoez
olarak bilinen bir stireg¢ olan kan sisteminin homeostazini stirdiirmek icin strekli olarak yenilenmektedir
ve yasam boyunca hematopoez, hematopoetik kok hiicreler (HKH'ler) tarafindan korunmaktadir [11].

Hematopoetik kok hicreler (HKH'ler), kendi kendini yenileme ve coklu soylara farklilasma
yetenekleri sayesinde tim kan hicrelerinin yasam boyu tretimini stirdiirlir [10]. Hematopoezi koruyan
HKH'ler, slirekli hematopoez talebini karsilamak igin, olgun kan hiicresi tretimini HKH havuzuna karsi
dengelemelidir. Cogu HKH, hareketsiz bir durumda bulunur ve yalnizca ara sira hiicre dongtisiine girer.
Bu, HKH'leri tiikenme ve hiicre dongisuyle iliskili mutasyon hasarindan korudugunu dusiindiiren bir
ozelliktir [12].

Klasik hematopoez modelinde, HKH'ler, sonunda olgun hematopoetik hiicrelere dogru
farkhlasan bir dizi multipotent, oligopotent ve unipotent progenitérden olusur. HKH'lerin soyu olan
multipotent progenitor hiicreler (MPP'ler), tam bir soy potansiyeline sahiptir ancak kendini yenileme
yetenekleri sinirhdir. MPP'ler oligopotent progenitorlere yani; ortak miyeloid progenitérler (CMP'ler)
ve multilenfoid progenitérlere (MLP'ler) yol acarlar. CMP'ler granilosit/makrofaj progenitorleri
(GMP'ler) ve megakaryosit/eritroid progenitorleri (MEP'ler) olarak farklilasir ve bunlar daha sonra tek
soylu progenitdrlere ve olgun oncilere yol agarlar. MLP'ler hem GMP'leri hem de B, T ve NK hiicre
oncillerine farkhlasan ortak lenfoid progenitorleri Uretebilirler. Sekil 2.1, bu mevcut hematopoez
modelini 6zetlemektedir [10,13].
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Klasik model, HKH'lerin farklilasma siirecini anlamada kolaylk saglamaktadir. Fakat bu
modelin, hematopoetik kok ve progenitér hicrelerin (HKPH'ler) karmasikligini basitlestirmesi
bakimindan bazi eksiklikleri oldugu ve yalnizca ylzey belirteglerine ve toplu hiicreler kullanilarak
transplantasyona dayandigi belirtiimektedir. Sekil 2.2, hematopoetik kok hiicre farklilasmasindaki yeni
modellere ornektir. Sieburg ve Eaves grubundaki arastirmacilar, miyeloid-lenfoid hiicreler oranina
dayali olarak miyeloid-6nyargili (My-Bi), dengeli (Ba) ve lenfoid-6nyargili (Ly-Bi) HKH'leri
tanimlamislardir. Trombosit yanh HKH'ler, hematopoetik hiyerarsinin Ustiinde bulunan bir My-Bi alt
kiimesi olarak da rapor edilmistir (Sekil 2A). Arastirmacilar, uzun siiredir uzun vadeli (LT)-HKH'ler (LT-
HKH'ler) ve kisa vadeli (ST)-HKH'ler (ST-HKH'ler) kavramini benimsemislerdir. Ayrica Lu ve grubu HKH
popilasyonundaki heterojenligi de ortaya cikarmiglardir ve HKH'lerin soylara esit sekilde katkida
bulunmadigini gostermislerdir. Bir farklilasma modeli, GMP'ler, MEP'ler ve CLP'ler dahil olmak Uzere
progenitor hiicre popilasyonlarindan olusmaktadir; diger grup olgun lenfoid kan hicrelerinden
olusmaktadir. Benzer sekilde, tek hicre nakli ile Yamamoto ve grubu, megakaryosit c¢ogaltan
progenitorleri (MKRP'ler), megakaryosit-eritrosit cogaltan progenitorleri (MERP'ler) ve ortak miyeloid
cogaltan progenitorleri (CMRP'ler) iceren fenotipik olarak tanimlanmis HKH'de kendi kendini yenileyen
soy kisitli progenitorlerin bulundugunu gézlemlemistir (Sekil 2B) [14].
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Sekil 2.2: Hematopoetik kok hiicre farklilasmasi igin revize edilmis modellere 6rnek. (A) vVWF+ trombosit
yanli HKH'ler hiyerarsinin zirvesinde yer alir ve tiim progenitorlere ve olgun hiicrelere farklilasabilir. (B)
Miyeloid baypas modeli [14].

Ekstraselltiler vezikiller (EV'ler), hiicreler arasi iletisimde 6nemli rollere sahiptir ve kanser
baglaminda, EV'ler, hedef hiicrelerde gen ifadesini etkileyerek stroma 6zelliklerini ve timor
anjiyogenezini degistirir, dolayisiyla kanser ilerlemesini ve metastazini arttirmaktadir. EV'ler, kemik iligi
mikro ortamini modile ederek HKH'lerin ve progenitor hiicrelerin kaderinin belirlenmesinde de rol
oynamaktadir. Ayrica, biyomolekiillerin EV'ler yoluyla iletimi, hematolojik malignitelerin gelisimi ve
ilerlemesi sirasinda patojenik siireclere katkida bulunmaktadir. Normal hematopoez, EV'lerde bulunan
biyomolekiillerden etkilenir. Ornegin, arastirmacilar, mezenkimal stromal hiicrelerden kaynaklanan
EV'lerin, miyeloid ©6nyargili hematopoetik progenitér hicrelerin  genislemesini  arttirdigini
gostermislerdir. Bu spekiilasyonu, bu hiicrelerden tiretilen EV'lerin hematopoetik kdk ve progenitor
hiicrelerde (HKPH'ler) miyeloid progenitorlerin genislemesini arttirdigi murin stromal hicrelerinde
yapilan bir deneyle gostermislerdir. Megakaryositik mikropartikillerin, HKPH'lerin  olgun
megakaryositlere farklilagsmasini uyardigi da arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Eksozomlardan
farkh olarak bu mikropartikiller, mezenkimal kok hicreler (MKH'ler) gibi diger hiicreler lzerinde
dnemli etkiler olmaksizin spesifik olarak HKPH'leri hedeflemektedir. Ozellikle megakaryositik hiicreleri
genisletirler. Bu mikropartikdller, iceriklerini endositoz yoluyla ve ayrica HKPH membrani ile dogrudan
flizyon yoluyla iletmektedir. HKPH'ler bu mikro partikiilleri makropinositoz ve lipid sal aracil yollarla
almaktadir. Bu iki hiicre tiru arasindaki bu tir etkilesimlere, mikropartikillerin HKPH'lerin ylizeyinde
CD54 (ICAM-1), CD11b, CD18 ve CD43 gibi farkli molekiillerle baglanmasi aracilik etmektedir. Ek olarak,
EV'ler, kemik iligi MKH'lerinin HKH (izerindeki etkisine de aracilik etmektedirler [15].

Yasam boyunca hematopoetik homeostazi saglamak icin, farklilasma ve kendini yenileme
arasindaki dengenin siki bir sekilde diizenlenmesi gerekmektedir. Asiri farklilasma veya yetersiz kendini
yenileme HKH havuzunu tiketirken, yetersiz farkllasma veya kontrolsiiz kendini yenileme
miyeloproliferatif hastaliklara veya I6semiye yol acabilmektedir. HKH aktivitesi, transkripsiyonel ve
epigenetik diizenleyiciler, metabolik yollar ve néral sinyaller veya 'kdk hiicre nisi" olarak adlandirilan
kemik iligi mikro ortami gibi hiicreye 6zgi faktorlerin karmasik etkilesimi tarafindan diizenlenmektedir.
Yetiskinlerde, HKH'ler 6ncelikle kemik iliginde bulunmaktadir ve kendilerini yenileme ve olgun kan
hlcrelerine c¢ogalan ve farklilasan ¢esitli progenitorler Gretme vyetenekleriyle karakterize
edilmektedirler [16].
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2.2. Hematopoetik Kok Hiicre Nisi ve Yaslanmasi

HKH'lerin ve nis diizenleyicilerin nasil etkilesime girdigini anlamak, yetiskin kemik iliginin
mikroanatomik organizasyonu ve 0Ozellikleri hakkinda bilgi gerektirir. Kemik iligi, uzun kemiklerin ve
eksenel kemiklerin bosluklari icinde vaskiiler ve innerve edilmis bir ag ile birbirine baglanan cesitli
hematopoetik ve hematopoetik olmayan hiicre tiplerini kapsayan karmasik bir organdir. Cesitli kemik
iligi stromal hicreleri ve diger hiicre tipleri, MKH'ler, adipositler ve glial hiicreler dahil olmak (izere HKH
aktivitesinin diizenlenmesinde yer almaktadir.

Bir "kok hiicre nisi", kdk hicrelerin farklilasmamis ve kendi kendini yenileyebilen bir durumda
tutuldugu ve kaderlerini belirleyen uyaranlari aldig1 bir doku igindeki yerel mikro ortami ifade eder.
Hematopoetik sistemde nis, HKH sayilari, cogalma, lokalizasyon, in vivo ¢ogalma kapasitesi lizerindeki
etkileri belirlenerek degerlendirilir. Kok hticre nigleri, farklh metodolojiler kullanarak in  vivo
tanimlamalarint mimkdin kilan, nis ve kok hiicreler arasindaki fiziksel iliski veya kok hicre bakimi icin
gerekli faktorlerin segimi gibi birkag temel 6zelligi paylasir.

Memeli yaslanmasi, dejeneratif hastaliklar ve bir¢cok kanser tirinin artan insidansi ile iligkili
ilerleyici doku yipranmasi ile karakterize edilir. Hematopoetik sistemde, HKH islevindeki dustse
atfedilen bagisiklik tepkilerinde yasa bagh degisiklikler, enfeksiyonlara, otoimmiiniteye, anemiye ve
miyeloproliferatif hastaliklara duyarlihgin artmasina katkida bulunmaktadir. Farelerde yasla birlikte
fenotipik olarak tanimlanmis HKH'lerin mutlak sayisi artmasina ragmen, yash HKH'lerin rejeneratif
potansiyeli azalir. Hiicre polaritesindeki kusurlar, degismis transkripsiyonel ve epigenetik faktorler,
degismis metabolizma ve DNA hasari dahil olmak lzere, HKH yaslanmasinda rol oynayan bircok
hiicreye 6zgli mekanizma bulunmaktadir [16].

Yash HKH'ler, rejeneratif kapasitede azalma ve miyeloid soyuna yonelik farkhlasma egilimi
dahil olmak lizere birkag farkh fenotip sergilemektedir. Otofajide azalma ve proteazomal bozunmada
azalma ile birlikte DNA hasarinin birikmesi gibi metabolik degisiklikler HKH yaslanmasini hizlandirabilir.
Yash HKH'ler genellikle gelismis mitokondri oksidatif fosforilasyon ve muhtemelen HKH islevini
tehlikeye atan artan ROS uretimi sergiler. Ancak, yiksek ROS dizeylerinin HKH disfonksiyonunun bir
nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu dikkatle degerlendiriimelidir. Kemik iligi mikro ortamindaki
degisiklikler kok hicre yaslanmasini etkilemektedir ve gercekten de HKH nislerinin anatomik ve
fonksiyonel yeniden sekillenmesi, yaslanma sirasinda miyeloid-soy hiicre genislemesini
hizlandirmaktadir [17].

2.3. Kanserde Hematopoetik Kok Hiicre Nisi

Kok hiicre nisinde hematopoezin diizenlenmesine katki saglayan bir cok hiicre mevcuttur. Sekil
2.3'te gorildigu gibi, periarteriolar nestin (Nes)-GFPhigh hiicreler, néral—glial antijen 2 (NG2)-pozitif
hiicreler, miyozin agir zincir 11 (MYH11)- pozitif hiicreler, perisiniizoidal Nes—GFPlow hiicreler, CXC-
kemokin ligandi 12 (CXCL12), retikiler (CAR) hiicreler ve leptin reseptori (LEPR) pozitif hiicreler gibi
bircok vaskilatlr ve bununla iliskili stromal hiicreler bulunmaktadir. Sempatik sinir sistemi sinirleri,
HKH mobilizasyonunu dizenlerken miyelinsiz Schwann hiicreleri ise HKH sessizligine katki da
bulunabilmektedir. HKH diizenlemesinde gorev alan hiicrelerden biri olan osteoblastlarin molekdler
sinyal mekanizmasi ise net olarak agiklanamamistir fakat; bununla birlikte, lenfoid progenitorlerin
diizenlenmesinde rolleri olabilmektedir. Adipositler HKH bakimini olumsuz etkileyebilen hiicrelerdir.
Makrofajlar, notrofiller, diizenleyici T hiicreleri ve megakaryositler gibi hematopoetik hiicreler ise HKH
bakimina veya mobilizasyonuna katkida bulunabilen HKH'den tiiretilmis soy hiicrelerine 6rnektir.
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Sekil 2.3: Homeostazda yetiskin kemik iligi HKH nisi. HKH aktivitesini dogrudan veya dolayli olarak
diizenleyen cesitli hiicre tiplerini ve nis faktorlerini gosteren, homeostazdaki yetiskin kemik iligi HKH
nisinin sematik gésterimi [16].

Trombosit tarafli veya miyeloid tarafli von Willebrand (Vwf)-GFP+ HKH'lerin ve Vwf—GFP-
HKH'leri sirasiyla megakaryositler ve arteriyoller iceren ayri kemik iligi nislerinde yer alabilmektedir.
HKH alt kiimelerinin bu bolgesel lokalizasyonu nis bilesenlerinde neoplazinin tetiklenebilecegini veya
malign hiicreleri desteklemek icin yeniden sekillendirilebilecegini disindirmektedir. Sekil 2.4b ve Sekil
2.4c’de bu durum 6zetlenmektedir. Sekil 2.4a’da gorildigi gibi, HKH yaslanmasini etkileyen kemik iligi
nisinin yaslanmaya bagh degisiklikleri arasinda vaskiilatirdeki ve MKPH'lerdeki degisiklikler, artan
adipogenez ve azalan osteogenez, nis faktorlerinin sekresyonunun degismesi ve adrenerjik sinirlerin
sayisinin azalmasi yer almaktadir. Yaslanan bu HKH'ler artan miyeloid-6nyargili farklilasma ve dsik
rejeneratif kapasite sergilemektedir. Stromal nis dizenleyicilerde meydana gelen epigenetik veya
genetik lezyonlar, malignite Oncesi klonlarin blylmesini kontrol ederek, miyeloid maligniteleri
destekleyen inhibitor sinyallerin kaybina yol acabilmektedir. Miyeloid malignitelerin ¢oguna,
HKPH'lerindeki epigenetik ve/veya genetik mutasyonlar neden olmaktadir. Bu durum, normal
hematopoeze ragmen, kanser hiicresi blylimesini destekleyen bir kemik iligi nisinin olusmasina yol
agmaktadir. Bozulmus MKPH farklilasmasi, fibroz, vaskiler yeniden sekillenme, néropati ve stromal
hicreler tarafindan HKH nis faktorlerinin azaltilmis Gretimi ile karakterize proinflamatuar bir ortama
yol acabilmektedir [16].
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Sekil 2.4: Yaslanma ve malignitede yetiskin kemik iligi HKH nisi. b) Kanseri destekleyen HKH nis
degisiklikleri. c) Kanserin, nis yeniden yapilanmasini tesvik etmesi [16].

Degismis bir kemik iligi nisinin malign transformasyona katkida bulunabileceginin ilk
gostergelerinden biri, retinoik asit reseptori-y (RARy) eksikliginin miyeloproliferatif neoplazma (MPN)
benzeri bir fenotipi tetikledigini bulan iki ¢alismadan gelmektedir. Hem stromal bdlmede hem de
miyeloid hiicrelerde RB ile iliskili proteini (RB1- RB Transcriptional Corepressor 1) kodlayan genin
delesyonu, MPN benzeri hastalikla sonuglanmaktadir. Benzer sekilde, hematopoetik olmayan
hiicrelerde Notch ligand endositozu igin temel bir bilesen olan MIB E3 ubiquitin protein ligase 1 (MIB1)
genin silinmesi, mikro ortamda Notch'in etkinlestirilmesiyle geri dondiirlilebilen MPN benzeri hastaliga
neden olmaktadir. Bu bulgular, mikro ortamdan gelen sinyallerin malign déntsimi etkileyebilecegini
gostermektedir. Mezenkimal tirevli stromal hiicreler de maligniteleri ydnlendirmekle
iliskilendirilmistir. Osx-Cre kullanilarak MKPH'lerde RNA isleme enzimi Dicer 1'i kodlayan genin
delesyonu, sporadik olarak AML'ye dénlisebilen MDS’ye neden olmaktadir [16].

Saglikli HKPH'lerin nisi modile edebilmesi gibi, I[6semik kok hiicreler (LKH'ler) de kemik iligi nisi
icin rekabet etmek ve kanseri destekleyici bir ortam yaratmak icin yeniden modiile olabilmektedir.
Losemik hiicreler, CXCR4, VLA4 (a4B1 integrin olarak da bilinir) ve glikoprotein CD44 dahil olmak lzere
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bircok molekiliin ifadesini ylikseltmektedir. Bu molekiller, kemorezistans saglayan l6semi hiicresi
yapismasina ve hayatta kalmasina aracillk eder ve bu nedenle terapotik hedefler olarak
arastirilmaktadir. BCR-ABL KML hiicreleri, dogrudan hicre-hiicre temasi ve THPO ve CCL3'lUn
salgilanmasi  yoluyla  MKH'lerin degismis  osteolineage progenitorlerine farklilasmasini
indukleyebilmektedir, bu da saghkli HKH'leri destekleme kapasitelerini bozabilmektedir ve bunun
yerine 16semi hicrelerinin blylmesini tesvik edebilmektedir [16].

2.4. Hematopoetik Kok Hiicrelerde Hiicre Dongiisii Ozelliklerine Genel Bakis

Cogu HKH donglisii homeostatik kosullar altinda hipoksik kemik iligi nisindeki GO fazinda
bulunmaktadir. Bununla birlikte, hiicre dongtsiine girdikten sonra, HKH'ler, giinliik olarak veya strese
yanit olarak kan hiicresi Gretiminin ihtiyaglarini karsilamak icin bliylk proliferatif genisleme gegiren
progenitor popllasyonlara yol agmaktadir.

HKH'lerin hiicre donglisi diizenlemesi, hematopoezin ilerlemesi sirasinda hayati derecede
onemlidir ve HKH'lerin hiicre dongisi, kék hilicre havuzunun genislemesini saglamak icin
embriyogenez sirasinda aktiftir. Hematopoez, embriyogenez sirasinda farkli anatomik bolgelerden
gelisir ve yetiskinlige kadar devam etmektedir. Ozellikle, HKH'ler yetiskinlerde soy kisitl progenitore
bagh olduklarindan hiicre dongisi genellikle daha sik diizenlenmektedir. Ayrica, hiicre doéngisi
dizenleyicilerinin (CDK’ler (CDK4, CDK6, CDK2 ve CDK1), Siklinler (Siklin D, Siklin A, Siklin E, Siklin B) ve
CKI'ler) kok hicre kendini yenilemesinin énemli belirleyicileri oldugu bilinmektedir. Memeli hicre
donguslnl yoneten c¢ekirdek molekiler mekanizma, siklin bagimli kinazlar (CDK'ler) adi verilen bir
serin/treonin protein kinaz ailesinden olusmaktadir. CDK'lerin aktivasyonu, siklin duzenleyici alt
birimlerle baglanmayi gerektirmektedir. Sekil 2.5’te 6zetlendigi gibi, CDK/siklin komplekslerinin
aktivitesi, INK4 veya CIP/KIP ailelerine ait olan CDK inhibitorleri (CKl'ler) tarafindan ayrica
diizenlenmektedir. Ayni zamanda HKH dongisi bir ¢cok transkripsiyon faktorleri (c-Myb, GATA-2, Gli-1
ve Hox ailesi gibi) ve bazi klasik olmayan dizenleyiciler (mikroRNA’lar, hiicre disi matriks (ECM))
tarafindan da dizenlenmektedir [18].

Cdk4/cycD cyc Cdk2/cycA PP2A/
Cdk2/cycE —_ cycA  Cdk1/cycB B55a
Cdk1
TK
Rb & Cdct cycB
P P Orci Cengl

p P "pcapl—b

Sekil 2.5: Hiicre dongiisti diizenlenmesindeki molekiiler mekanizma [19].
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2.5. Klonal Hematopoez

HKH'lerde somatik mutasyonlarin edinilmesi, klonal hematopoez olarak adlandirilan
premalign bir durumu tanimlamaktadir. Klonal hematopoez gelisimi igin ileri yasin etkisi, kanser
kohortlarinda daha vyaygin olan cesitli genotoksitite baglaminda diisinildiginde daha az
olabilmektedir. Kanser ortaminda, klonal hematopoezin gelisimi ve evrimi, genotoksik stres tarafindan
yonlendiriliyor gibi goriinmektedir.  Arastirmacilarin yapmis oldugu son calismalar, klonal
hematopoezin, kemoterapi ve radyasyon dahil olmak Uzere mutajenik stres faktorlerine énceden
maruz kalma nedeniyle kanser kohortlarinda daha yaygin oldugunu géstermektedir.

Klonal hematopoezin kendisi klonal genislemeyi indiiklemek ve hematolojik hastaliga neden
olmak icin yeterli gériinmemektedir. Klonal hematopoezi olan bireylerin ¢ogunlugunun hematolojik
malignite gelistirmedigi bilinmektedir. Kemoterapi, spesifik direng mutasyonlarini barindiran hiicrelere
glcli bir rekabet avantaji saglayarak hayatta kalan HKH'lerin poliklonalitesini azaltan hiicre disi bir
faktordir. Hayatta kalan bu HKH'ler, potansiyel olarak islevsiz hematopoez ve nihayetinde 16semik
donlisime yol acan anormal farklilasma ve genomik kararsizlik sergilemektedir. Bu ortamda klonal
hematopoez, dogal olarak tedaviye direngli olan ve TP53'teki somatik mutasyonlar ve DNA hasar
yanitinda yer alan diger genler igin zenginlestirilmis klonlar tarafindan tanimlanmaktadir ve ardindan
miyeloid neoplazm gelistirme riskini arttirmaktadir [20].

2.6. Hematolojik Maligniteler

Hematolojik maligniteler (HM'ler), genellikle anormal kan hicreleri Uretimi (hematopoez) ile
karakterize edilen heterojen bir kan neoplazileri grubunu temsil etmektedir [21]. Bu neoplazmalar,
Sekil 2.6’da goruldugi gibi; Miyeloid, lenfoid, karisik miyelo-lenfoid ve histiositik/dendritik
neoplazmalar olmak Uzere dort farkli alt gruba ayrilmaktadir [22].
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— Chronic eosinophilic leukemia

— Mastocytosis

Sekil 2.6: Hematolojik neoplazmlarin kavramsal siniflandirmasi [22].

Lenfoid neoplazmalar, Non Hodgkin Lenfoma (NHL), Hodgkin Lenfoma (HL), I6semi ve Multiple
Miyelom (MM) iceren cesitli bir hastalik grubunu olusturmaktadir [23]. Miyeloid neoplazmalar
olgunlagmamis blastlar tarafindan kemik iligi infiltrasyonunun yiizdesine bagh olarak AML ve kronik
miyeloid bozukluklar olarak gruplandiriimaktadir. KML gibi kronik miyeloid bozukluklar, AML'ye
donlisme riskini tasimaktadir [22].

Akut 16seminin siniflandiriimasi, 16semik hicrelerin miyeloid veya lenfoid soydan olup
olmadigina dayanmaktadir. Belson ve arkadaslari, I6seminin patolojik ve klinik 6zelliklere gore; Akut
Lenfoblastik Losemi (ALL), Akut Miyeloid Losemi (AML), Kronik Lenfositik Losemi (KLL) ve Kronik
Miyeloid Losemi (KML) olmak Uzere dort ana tipe ayrilabilecegini belirtmektedir. Bu arastirmacilar
ayrica akut lI6semide anormal kan hiicrelerinin olgunlasmamis oldugunu ve normal islevleri yerine
getiremeyeceklerini belirtmislerdir. Akut l6semide anormal beyaz kan hicrelerinin sayisi kronik
|6semiden daha hizli artmaktadir ve bu nedenle akut |6semi daha hizli ilerlemektedir. AML, kan
hicrelerinin miyeloid hattini etkileyen bir |6semi tlrlyken ALL, kan hicrelerinin lenfoid hattini
hedeflemektedir [23].

HM’ler onemli tanisal ve terapotik ikilemlere neden olan ekstramediiller yumusak doku
kitleleri olarak ortaya cikabilirler [24]. Bazi durumlarda, bir hematolojik malignitenin siirdirilmesi,
kemoterapiye direncli (kemorezistans) olabilen ve bu nedenle hastaligin ilerlemesi ve niiksetmesinin
ana nedenini temsil eden donistirilmis HKH'lere bagh olabilmektedir [21].
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insan l6semisinin genetik temeline iliskin anlayisimizda son birka¢ yilda énemli adimlar
atilmistir. Loésemilerin ¢cogu sporadiktir, ancak hastalik alellerinin pozisyonel klonlanmasi, l6semik
hiicrelerde edinilmis tekrarlayan kromozomal translokasyonlarla kolaylastirilmistir. insan l6semileriyle
iliskili kromozomal translokasyon sinir noktalarinin  klonlanmasi, ¢ogu durumda, hastalik
patogenezinde nedensel olarak yer alan flizyon genlerini tanimlamistir. 100'den fazlasi klonlanmis olan
300'den fazla tekrarlayan kromozomal translokasyon bulunmaktadir. Kromozomal translokasyonlarin
klonlanmasi l6seminin patofizyolojisine iliskin  6nemli bilgiler  saglamasina ragmen, nokta
mutasyonunun bir sonucu olarak islevi degisen veya bozulan bir gen spektrumu bulunmaktadir. Ek
olarak, hematolojik malignitelerin, haploinsufficiency gen dozajinin 16semi fenotipine katkida
bulunabilecegi genis insan hastaliklari yelpazesine dahil edilebilecegine dair artan kanitlar
bulunmaktadir [25].

2.6.1. Miyeloid Maligniteler

Miyeloid 16semi (ML), genetik anormallikler ve mutasyonlar nedeniyle miyeloid hiicrelerin
anormal biylmesiyle siniflandirilan heterojen bir kanserdir. Ayrica hematopoetik kdk hicrelerin klonal
bozukluklari ve farkhlasmasi ile kategorize edilmektedir. Genel olarak, Miyelodisplastik Sendrom
(MDS), Miyeloproliferatif Neoplazm (MPN) ve Kronik ML (KML) ve Akut ML (AML) gibi dort tip ML tlrd
bulunmaktadir. Miyeloid malignitelerin arkasindaki molekiiler mekanizma heniiz bilinmemekle birlikte,
sekans analizleri mutasyona ugramis genleri ortaya koymaktadir. Bu calismalar sayesinde
arastirmacilar, hematopoetik transkripsiyon faktorleri, spliceosomal bilesenler ve epigenetik
dizenleyiciler dahil olmak lzere gen ekspresyonu diizenlemesinde yer alan faktorlerdeki genetik
degisiklikleri tanimlamislardir. Su anda, kemoterapi ve radyasyon tedavisi gibi agrili sirecler ML
tedavisi igin etkili degildir, bu nedenle farkli ML tirleri igin invaziv olmayan bir biyobelirteg gelistirmeye
ihtiyag vardir [26].

Miyeloid I6semide tedavinin amaci, kalici bir tam remisyon saglamaktir. Kronik faz KML igin
bu, cogunlukla Tirozin Kinaz inhibitdri (TKI) tedavisi ile nispeten kolay bir sekilde elde edilmektedir;
bununla birlikte, bu terapi yalnizca 16semi hicrelerinin biylk kismini ortadan kaldirirken, LKH'ler
korunmaktadir.

Klinik ve deneysel gozlemler, ML’lerin kismen bagisiklik sistemi tarafindan kontrol edildigini
gostermektedir. Losemi hiicreleri, ana doku uyumluluk sinifi (MHC)-I ve -l molekllerini ve CD80 ve
CD86 gibi yardimci uyarici ligandlari ifade ederler ve bu nedenle T hiicreleri tarafindan taninabilirler ve
glclt T hicresi tepkilerini indiikleyebilmektedirler. Ek olarak ML’ler, IFN-alfa ve interlékin (IL)-2 gibi
spesifik olmayan immdin aracili tedavilere yanit vermektedir [22].

2.6.1.1. Akut Miyeloid Losemi (AML)

AML, kotli prognoza sahip olan kemik iligi ve periferik kandaki blastlarin (miyeloid
progenitorlerin) klonal genislemesi ve farklilasmasi ile karakterize olan heterojen bir malignitedir [27].
Bu degisiklikler, hiicrelerin farklilasmasini engeller ve ¢ogalmaya veya blastlarin birikmesine neden
olmaktadir. Blastlar normal hematopoetik dokunun vyerini alarak sitopenilerin ortaya c¢ikmasini
tetiklemektedir. Olgunlasmamis hiicrelerin birikmesi kemik iliginde baslar, ancak ¢ogu durumda kanda
hizla birikir ve bazen lenf diiglimleri, dalak, karaciger, testisler ve merkezi sinir sistemi gibi viicudun
diger bolgelerine yayilmaktadir [28]. AML heterojen bir hastalik oldugundan sitogenetik alt tiplerin
ozellikleri ile morfolojik ve klinik 6zellikleri kisiden kisiye cok farkli olabilmektedir. Bu da AML tedavisini
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zorlastirmaktadir [29]. AML hastalari i¢in prognoz kismen hastalarin yasina bagl olmakla birlikte daha
genc hastalarin genel olarak sagkalim oranlarinin yash hastalara gére daha iyi oldugu bilinmektedir.
AML agirhkh olarak yash eriskinlerde gorilmektedir ve vakalarin yarisindan fazlasi 65 yasindan biyuk
hastalarda rapor edilmektedir. Nadir olsa da, cocuklarda da seyrek AML vakalari bulunmaktadir [30].
Terapotik yaklasimlardaki (enfeksiyon kontrolll ve transflizyon destegi dahil) gelismeler g6z 6niine
alindiginda, AML su anda 60 yasin altindaki hastalarin yaklasik % 35-40'inda tedavi edilebilmektedir
[27]. Fakat kemoterapiye ilk yanittan sonra niiks bir sorun olmaya devam ettiginden kemik iliginde
kalan kemo-direncli [6semik hiicrelerin ortadan kaldiriimasina odaklanan ve bdylece relapslari 6nleyen
yeni terapotik stratejilere ihtiyag vardir [31].

Genetik taramalar, prognostik siniflandirmada ve AML'deki tedavi stratejilerinin sonraki
adimlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Timoér hicresindeki genetik degisiklikler, baslangigta
hastalarin yaklasik % 50'sinde sitogenetik analizle saptanabilen karyotipik anormallikler (6rn.,
delesyonlar, translokasyonlar) l6seminin nedeni olarak kabul edilmektedir [27]. Sitogenetik ve
molekiler analize dayal olarak ve risk siniflandirmasina gére AML’nin genetik anormallikleri Ug
kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar;

1) Dengeli translokasyonlar, inversiyonlar, delesyonlar, monozomiler ve trizomiler dahil olmak
Uzere rastgele olmayan kromozomal anomaliler,

2) Gen mutasyonlari,

3) Epigenetik degisikliklerdir [32].

Yeni tani konmus AML hastalarinin yaklasik % 50-60'iInda sitogenetik anormallikler
saptanmaktadir (Dengeli translokasyonlari / inversiyonlari olan AML (Tablo 2.1), cesitli sitogenetik
anormallikleri olan AML (6rn., delesyonlar, monozomiler ve trizomiler) ve kompleks karyotipli AML (en
az 3 edinilmis kromozomal anomaliyi temsil eder) (Tablo 2.2).). Tablo 2.1 ve 2.2 bu sitogenetik
anomalilerini Ozetlemektedir. Bu sitogenetik anomaliler rastgele olmayan kromozomal yeniden
diizenlemeler olarak kategorize edilmektedir [32].

Tablo 2.1. AML'li yetiskinlerin %55'inin |6semik blastlarinda bulunan sitogenetik anormallikler
(Rastgele Olmayan Kromozomal Yeniden Diizenlemeler) [32].

Kromozom Gen Uriinii ikincil Klinik anlami Kemoterapi
anormallikleri Genetik Onerilen
Degisiklik

1. Dengeli kromozomal yeniden diizenlemeler arti gen mutasyonlari (yani, dengeli
translokasyonlar, inversiyonlar).

(a) Cekirdek baglayic faktor akut miyeloid I6semi (AML'nin %10-15'i, tedaviye iyi bir yanit).

inv(16)(p13.1922)/t CBFB-MYH11 | - Olumlu sonug, HDAC'nin
(16;16) (p13.1;922) indiksiyonda sitarabin- yogun
antrasiklin yanit verenler, remisyon
CR elde ediyor. sonrasi CC'si.
Trizomi22 | ? ?
KIT(exon Disuk ve tekrarlayan Yogun CC +
17), RAS, sonuglar (6rnegin geng ikili TKi
FLT3 yetiskinler), niiks riskini (Midostaurin),
artirir, remisyon siiresini ikili SRC/
ABLKi
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kisaltir, OS icin olumsuz

(Dasatinib),

olumlu yanit (ATRA +
arsentrioksid), %100 CR
ve %97 2 yillik EFS.

prognostik faktor. HDAC sonrasi
remisyon.
t(8;21)(922;922) AML1- - Olumlu sonug. Olumlu HDAC'nin
ETO/RUNX1- sonug, indiksiyonda yogun
RUNX1T1 sitarabin-antrasiklin yanit remisyon
verenler, CR alma. sonrasi CC'si.
Delesyon ? ?
9q
KIT (exon Daha disuk ve tekrarlayan | Yogun CC +
17), RAS, sonuglar (6rnegin, geng ikili TKi
FLT3 yetiskinler), niksetme (Midostaurin),
riskini olumsuz yonde ikili SRC/
artirir, remisyon siiresinin ABLKi
azalmasi, OS icin olumsuz (Dasatinib),
prognostik faktor. HDAC sonrasi
remisyon.
(b) Dengeli translokasyonlar/inversiyonlar ile AML'deki diger molekiiler degisiklikler.
1(6;9)(p23;934) DEK- - Kot tedavi sonucu. ?
NUP214
FLT3 Daha diistik CR, daha ?
dusuk DFS ve OS.
inv(3)(g21926.2)/t(3;3) | MDS1/EVI1- | - Asiri ifade edilen EVI1, ?
(921;926.2) RPN1 Kotd sag kalimin bagimsiz
habercisi.
Monozomi ? ?
7, 59
delesyonlari
NRAS ?
t/inv (11923) MLL, LEK1, - Kotl prognoz, yiksek
HXR, riskli protokollere gore
HTRX1 tedavi edilir.
t(11;19)(q23;p13.3) MLL-ENL - AML, M4 veya M5 alt ?
tiplerinde elverissizdir.
1(6;11)(927;923) MLL-AF6 - AML, M4 veya M5 alt ?
tiplerinde elverissizdir.
1(9;11)(p22;923) MLL-AF9 - AML'de olumsuz, ancak ?
ek anormallikleri veya M5
FAB'si olmayan AML
hastalarinda olumlu.
t(10;11)(p12;923) MLL-AF10 - AML, M4 veya M5 alt ?
veya tiplerinde elverissizdir.
MLLT10
t(15;17)(q24;921) PML-RARA - Distik riskli APL Bir remisyon
hastalarinda tedaviye indliksiyonu

olarak ATRA +
arsentrioxid
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Tablo 2.2. AML'li yetiskinlerin %55'inin 16semik blastlarinda bulunan diger sitogenetik anormallikler
(Rastgele Olmayan Kromozomal Yeniden Diizenlemeler) [32].

Kromozom Gen Uriinii ikincil Genetik Klinik Kemoterapi
anormallikleri Degisiklik anlami Onerilen
AML'de cesitli sitogenetik anormallikler ile molekiiler degisiklikler ?
Delesyon 9q Sinif | - Orta risk ?
mutasyon grubu/olumsuz
sonug.
CEBPA/NPM1 Sinif I mutasyonlar, ?
birbirini diglayan.
Trizomi 8 Sinif | - Orta risk grubu. ?
mutasyon
NPM1 ?
Trizomi 11 Sinif | - Orta risk
mutasyon grubu/olumsuz
sonug.
MLL Orta risk grubu.
Trizomi 13,21, | Sinif | - ?
monozomi 7 mutasyon
RUNX1 Onkogen, ?
olumsuz/olumsuz
sonug.

Dengeli translokasyonlar ve inversiyonlar; inv (16) (p13.1922) / t (16; 16) (p13.1; g22), t (8; 21)
(022; g22), inv (3) (g21926.2) /t(3;3)(921;926.2), t (6; 9) (p23; q34), t / inv (11923) ve t (15; 17) (924;
g21) icermektedir [26,30]. Bu anomaliler tek baslarina [6semiye neden olmak icin yeterli degildir ve
dengeli translokasyon / inversiyona eslik etmesi icin ek ikincil genetik anomalilere ihtiyag vardir.
Dengesiz translokasyonlarla rastgele olmayan kromozomal yeniden dizenlemeler, monozomilere
(monozomi 7), kromozom 5 veya 7'nin (-5 / =7 AML) bir kisminin veya timinin delesyonuna ve
trizomilere (6rn. 8, 11, 13 ve 21 trizomi) neden olabilmektedir. De nova AML'deki en yaygin trizomiler,
azalan frekans sirasiyla +8, +22, +13, +21 ve +11'dir [32].

Son yillarda, gen diizeyinde birgok mutasyon, genlerin ve mikroRNA’larin dlizensiz ifadeleri
tanimlanmistir. Bu da l6semogenez mekanizmalari hakkinda bilgi saglamistir ve AML'nin farkh
sitogenetik olarak tanimlanmis alt kimeleri, 6zellikle sitogenetik olarak normal (CN) AML grubu
icindeki molekiler genetik heterojenligi ortaya cikarmistir [33]. Sekil 2.7 yetiskin ve cocukluk cagi
AML'sinde sik gorilen sitogenetik anormallikleri gostermektedir. Goruldigi gibi, AML'nin biyik bir alt
kiimesi (yetiskinlerin ~%40-50'si ve pediatrik AML'nin %25'i) sitogenetik olarak normal (CN AML) iken,
bu AML hastalarinda bir dizi gen diizeyinde mutasyonlar tespit edilmistir ve bu mutasyonlar hastaligin
patogenezi, teshisi ve prognozu ile iliskilendirilmistir. [30,32,34]. AML'de prognozu etkileyen gen
mutasyonlarindan en 6nemlileri: Fms Related Receptor Tyrosine Kinase 3 (FLT3), Niikleofosmin 1
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(NPM1), DNA metiltransferaz 3A (DNMT3A), Tumor Protein 53 (TP53), Ten- Eleven Translocation 2
(TET2) ve Isocitrate Dehydrogenase (IDH1/2) dir [31].

Frequencies of the more commeon cytogenetic abnormalities
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Sekil 2.7: Yetiskin ve cocukluk ¢cagi AML'sinde daha sik goriilen sitogenetik anormalliklerin sikligi [32].

Mutasyonlar, esas olarak enzim aktivitesinin islev kaybi ile iliskili olan enzimin katalitik alanini
bozmaktadir. DNMT3A fonksiyon kaybi mutasyonlari, AML'de yaygin olarak asiri ifade edilen HKH’ye
0zgli genlerin (6rn. Runx1, Erg, Myc, Smad3) hipometilasyonu ile sonuglanir ve bu da sonug olarak HKH
farklilasmasini bozar ve l6semogeneze katkida bulunur. HKH'nin kendini yenilemesi ve miyeloid
farkhlagsmasi icin DNMT3A islevi gerekmektedir. Bu ylzden DNMT3A mutasyonlari, uzun sireli
remisyon ile AML'de kalici olduklar gosterildiginden, |6semogenezde erken bir olay olarak kabul
edilmektedir [32,35]. Normal karyotipli AML hastalarinin yaklasik %35'inde DNMT3A alellerinden
birinde en az tek nokta mutasyonu meydana gelmektedir [30,33]. Bu baglamda, CN-AML grubu,
prognoz 6nemi olan DNMT3A mutasyonlari olan veya olmayan olmak (izere iki alt tipte kategorize
edilmektedir. Klinik olarak, DNMT3A mutasyonlari siklikla orta riskli AML'ye eslik etmektedir ve burada
daha diisiik sonuglarla korele olabilmektedir. Ozellikle, DNMT3A mutasyon etkileri, remisyondan sonra
HKH'lerde ve olgun hiicrelerde devam etmektedir (Tablo 3) [32].

AML hastalarinin yaklasik %10-25'inde TET2 mutasyonlari meydana gelmektedir. HKH'lerde
bulunan erken bir olay olarak, TET2 inaktivasyonu, l6semi 6ncesi HKH'leri, klonal genislemeyi ve
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l6semogenezi indiklemektedir. TET2 mutasyonlari, IDH1/IDH?2 ile birlikte g6rilebilmektedir (Tablo 3).
Spesifik olarak, TET2 mutasyonlari, 5hmC seviyelerinde bir azalmaya ve esas olarak yakindaki timor
baskilayicilarin giiclendirici bolgelerinde DNA metilasyonunda bir indiiksiyona neden olmaktadir. TET2
inaktivasyonu, AML'de timor baskilayicilarin hipermetilasyonu ile iliskilidir. TET2 mutasyonlarinin
sagkalim Gzerindeki prognostik etkisi tartismalidir [32,35].

Tablo 2.3. AML'de meydana gelen en yaygin epigenetik mutasyonlarin 6zeti [32].

Mutasyon Biyobelirtegleri Klinik/Biyolojik Ozellikler Prognoz ve Tedavi

DNMT3A Pre-l6semik HKH'lerde, enzim DNMTi tedavilerinde olumsuz
fonksiyon kaybi ve Runx1, Erg, sonug ve kot prognoz veya
Myc, Smad3'lin olumlu yanit.

hipometilasyonu ile iliskili
miyeloid farklilagsmasini
sinirlayan ve HKH
genislemesini destekleyen en
erken ve tekrarlayan degisiklik,
mutasyon remisyondan sonra
HKH'lerde devam eder, bu
nedenle HKH farkhlagmasini
bozmaktadir .

TP53 Hematolojik malignitelerde Kotl prognoz: (daha diisiik CR,
nadir, kompleks karyotiplerde IEF, RFS, RFR, OS)

cok yaygin, AML'de en 6nemli
prognostik faktor.

IDH % DNA hipermetilasyon fenotipi, | Genel sagkalim igin olumsuz
bloke histon demetilasyonu, prognostik faktér, DNMTi
neomorfik fonksiyon, olumsuz | tedavilerinde olumlu yanit.
klinik sonug ve NMP1 ve FLT3
mutasyonlarina eslik ettiginde
kotl prognoz.

aKGDD TET DNA hipermetilasyon fenotipi, | DNMTi tedavilerinde daha
bloke histon demetilasyonu, yuksek klinik remisyon orani ve
TET1 mutasyonu (onkojenik olumlu yanit.

rol, DNA metilasyonunu
azaltir); TET2 mutasyonu (IDH1
/ 2 mutasyonlari ile birbirini
dislayan) timor baskilayici
roll, esas olarak TS genlerinin
glclendirici bolgelerinde
yuksek DNA metilasyonunu
indukler.

Bir proteine cevrilmeyen, fonksiyonel kicik RNA molekilleri olan, hicre farklilasmasi,
ontogenez, inflamasyon ve anjiyogenez gibi fizyolojik ve patolojik siireclerde 6nemli rol oynayan non-
coding RNA’lar (ncRNA’lar) AML teshisi, prognozu ve tedavisi icin yeni bir umut kaynagi olmustur [36].
Bir ncRNA olan miRNA'larin ve bunlarin hedef genlerinin deregiilasyonunun, hiicre gelisimi, farklilasma,
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cogalma ve apoptoz sireglerinin kritik adimlarina midahale ederek bazi malign timoérlerde ve AML
dahil olmak Uzere major hematolojik malignitelerin patogenezine aktif olarak katildigina dair
calismalar mevcuttur [33,36]. miRNA'lar, ‘kopya sayisi degisiklikleri, kromozomal translokasyona bagli
olarak onkojenik genomik bolgeye yakinliktaki degisiklikler, epigenetik degisiklikler, miRNA promoter
bélgelerinin degistirilmis transkripsiyon faktorleri veya onkoproteinlerle anormal hedeflenmesi ve
diizensiz miRNA'larin islenmesi’ olmak (zere bes mekanizma vyoluyla AML'nin patogenezine
katilmaktadir. Her AML alt tipi, kendisini digerlerinden ayiran benzersiz bir miRNA imzasi
sergilemektedir. Ornegin Chen ve ark. bildirilen bir onkojenik miRNA olan miR-9’un AML hastalarinda
asiri ifade edildigini gostermislerdir. miR-9 ifadesinin inhibisyonu, hiicre blyimesini / canhligini 6nemli
Olclde azaltabilmektedir ve apoptozu tesvik edebilmektedir. Emmrich ve arkd. pediatrik AML'de t (8;
21) ile 6nemli 6lgide asagi regile edilen miR-9'un timor baskilayici 6zelligi ile karakterize edildigini
bulmuslardir. Baska bir calisma ile arastirmacilar, miR-10a’nin asiri ifadesinin Fransiz-Amerikan-ingiliz
(FAB) M3 / t (15; 17) alt tipleri ve NPM1 mutasyonu ile 6nemli élgtide iliskili oldugunu ve miRNA'nin
asiri ifadesi sirasinda kemik iligi blastlarinin daha disik yizdesine yol acgtigini gostermislerdir. miRNA
ifade seviyelerindeki degisiklikler, asagl yonde genlerin ifadesini degistirerek AML l6kemogenezini
tesvik etmektedir [36].

2.6.1.2. Kronik Miyeloid Losemi (KML)

KML, kemik iliginde miyeloid hiicrelerin (nétrofiller, bazofiller, eozinofiller ve bu hiicrelerin
oncdleri) duzensiz proliferasyonu ve ardindan kan dolasimina yayilmasi ile karakterize bir kan hicresi
kanseridir [37]. KML tim yetiskin I6semilerin %15-20'sini olusturur ve %95’i, Philadelphia kromozomu
olarak bilinen ve kromozom 22 (izerindeki Breakpoint Cluster Region (BCR) geninin, kromozom 9
Gzerindeki Abelson-1 (ABL-1) geninin blyilk bir kismiyla birlestigi, bir kromozomal translokasyona
sahiptir [38,39]. Bu olay sirasinda, kromozom 9 (zerinde bulunan ABL-1 ve kromozom 22 (izerinde
bulunan BCR adli iki gen, Philadelphia kromozomu ile birlikte BCR-ABL1 adi verilen bir fizyon geni
Uretmektedir. Bu durum KML'nin ana tanisal belirteci olarak bilinmektedir [40]. BCR-ABL1 fiizyonu,
coklu proliferatif sinyal yollarini aktive eder ve yapisal tirozin-kinaz (TK) aktivitesi olan bir BCR-ABL1
protein izoformlarini (p210, p190 ve p230 izoformlari) kodlamaktadir. Bu anormal sekilde aktive olan
kinazlar, miyeloid hiicrelerin klonal genislemesine neden olmaktadir [38,39,41]. BCR-ABL1 kinazi, CRKL
ve sinyal donistiirlich gibi hicresel sinyal yollarini ve hiicrenin hayatta kalmasindan, hicre
¢ogalmasindan ve apoptozun 6nlenmesinden sorumlu olan transkripsiyonun (STAT) aktivasyonunu
etkinlestirebilmektedir [42,43].

KML'nin teshisi ve ilerlemesi, tam kan sayimi testlerinde blast hiicrelerinin fazlalgi ile
tanimlanmaktadir. Kan ve kemik iliginde blast hiicrelerinin prevalansi, hastaligin ilerlemesi ile orantil
olarak artmaktadir. KML ilerlemesi, toplam hiicre sayisindaki blast hiicrelerinin ylizdesine dayali olarak
Uic ana asamaya ayrilir:

1- %10'dan az olan Kronik Faz (KF),
2- %10-19 Hizlandirilmis Faz (HF), ve
3- %20'den fazla olan Blast Hicreli Blast Fazi (BF) [38].

BCR-ABL1'in ilk ortaya ¢iktig1 ve kronik faz KML'ye neden olan hiicre, KML I6semi kdk hiicresi
(LKH) olarak adlandirilmaktadir. Bu hiicrenin bazi soylari, KML nin tekrarlanmasina neden olan biyolojik
Ozellige sahip olmasinin yani sira kok hicre ozelliklerine de sahip olabilmektedir veya bu 6zellikleri
sonradan kazanabilmektedir. Bu nedenle, KML'li bir kiside sonunda 1'den fazla KML LKH
olabilmektedir. Kronik faz KML'de proliferasyon dizenlenir, [6semi hiicreleri normal olarak olgunlasir
ve granllosit-koloni uyarici ve makrofaj-koloni-uyarici faktorler (G-CSF ve G/M-CSF) gibi normal
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dizenleyicilere ve enfeksiyona uygun sekilde yanit verir. Bazi veriler, KML'ye 6zgli artan grandlosit
kltlesinin, granilopoez hiyerarsisi igindeki birkag ekstra hiicre bolinmesinden kaynaklandigini ileri
sirmektedir. Tedavi edilmeyen veya etkin tedavinin olmadigi kronik faz KML, kontrolsiiz proliferasyon,
farkhlagsma ve normal kontrol mekanizmalarina yanit kaybi ile sonuglanmaktadir. KML'nin bu asamasi,
blast fazi veya blast krizi olarak adlandirilir ve tipik olarak AML'ye veya daha az siklikla ALL'ye
benzemektedir [41].

KML'nin kesin evrelemesi, tedavi yaniti ve prognoz ile korelasyonu nedeniyle klinik bir Sneme
sahiptir. Blast krizi hastalarinda Ph'in 6tesinde ek kromozomal anormallikler siklikla gozlenmektedir,
bu da ek mutasyonlarin hastaligin ilerlemesine katkida bulunabilecegini diistindliirmektedir. Hastalarin
%10-15'inde trizomi 8, izokromozom 17, 22q, ¢ift Ph veya ek materyal kaybi iceren ek kromozomal
degisiklikler oldugu tahmin edilmektedir [42]. Arastirmacilar, hastalik evresine bagli olarak hastalarin

%30 ila %70 arasinda degisen bir bolimilnin, BCR-ABL1 kinaz alaninda mutasyonlar tasidigini
bulmuslardir. 39 blast fazi vakasinda RUNX1, ASXL1, IKZF1, WT1, TET2, NPM1, IDH1, IDH2, NRAS, KRAS,
CBL ve TP53 dahil olmak tzere 12 aday genin mutasyon durumunu analiz etmislerdir. Bu genlerin 2'si
(IDH2 ve NPM1) disinda hepsinin, %33 (en stk mutasyona ugramis RUNX1) ile %2,6 (CBL ve TP53, en az
mutasyona ugramis) arasinda degisen frekanslarla mutasyonlar bulundurdugunu bildirmislerdir. Bazi
hastalarda 1'den fazla gen mutasyonu oldugunu gozlemlemislerdir. Benzer sekilde, 26 blast fazi
hastasinda Janus kinaz (JAK)-2, CBL, CBLB, TET2, ASXL1 ve IDH1/2 kodlama dizilerini taramislar ve 1
CBL,1CBLB, 4 TET2,2 ASXL1 ve 2 IDH1 mutasyonu tanimlamislardir. Taramaya 14 kronik faz hastasini
dahil etmisler, ancak herhangi bir mutasyon bulamamislardir. Bu nedenle kronik faz KML genetik olarak
homojen bir hastalik olarak kabul edilmistir. Ayni ¢calisma ile, gen mutasyonlarinin ¢ogunun Ph+
klonunun parcasi oldugunu gostermislerdir. Bununla birlikte, TKI tedavisi sirasinda sonraki 6rneklerin
hedef dizilimi, teshis sirasinda bir hastanin Ph+ hiicrelerinde bulunan DNMT3A mutasyonunun Ph-
klonunda da mevcut oldugunu ortaya koymuslardir ve bunun BCR-ABL1 ediniminden énce meydana
gelen bir olay oldugunu 6ne siirmislerdir. DNMT3A gen mutasyonlari, 16semi 6ncesi ata klonlarinin
olusumuyla baglantili olan tek mutasyona ugrayan gen degildir. Arastirmacilar, 2012 yilinda klonal
hematopoezi olan ancak hematopoetik maligniteleri olmayan normal bireylerin hematopoetik
hiicrelerinde somatik TET2 mutasyonlarini rapor etmislerdir. Kanser Genom Atlasi (TCGA) cergevesinde
incelenen malign timorleri olan 2278 normal kontrol bireyin kanindan elde edilen tim ekzom
verilerinin daha yakin tarihli bir analizinde; 54'linde (%2) 19 |6semi ve/veya lenfoma ile iliskili genlerde
(DNMT3A, TET2, JAK2, ASXL1, TP53, GNAS, PPM1D, BCORL1 ve SF3B1) mutasyon kesfetmislerdir [44].

insan genomunda yiizlerce protein kinaz bilinmektedir ve protein kinazin tek bir adenozin
trifosfat (ATP) baglanma bdlgesini hedefleyen bir ilag gerekmektedir. Bu ylizden KML igin 6nerilen
tedavide, BCR-ABL onkoproteininin kinaz aktivitesini inhibe eden imatinib gibi TKI'ler uygulanmaktadir
[38,45]. TKI tedavisi, BCR-ABL1 pozitif hiicreleri hedeflemektedir ve KML hastalarinin %80-90'inda
hematolojik ve molekiler remisyonu indiklemektedir ve ayni yastaki saglikli bireylerle karsilastirilabilir
bir sagkalim orani saglamaktadir. TKl tedavisine yanit, takip sirasinda belirli zaman araliklarinda
gerceklestirilen hematolojik, sitogenetik ve molekdler testlerle degerlendirilmektedir [46]. Bir TKI olan
imatinib, tasarlanmis ilk antikanser ilacidir ve hastaligin ilerlemesini yavaslatmada ve semptomlari
modile etmede son derece etkilidir. Fakat BCR-ABL'deki duplikasyonlar veya mutasyonlar nedeniyle
zamanla imatinib direnci gelisebilmektedir, bu da kinaz aktivitesinin yiikselmesine veya imatinib'in
hedefine baglanamamasina neden olmaktadir. Bu yiizden imatinib direnciyle miicadele etmek igin
ikinci ve Gclincl nesil TKI'ler (bosutinib, dasatinib, nilotinib, radotinib ve ponatinib) gelistirmislerdir.
Tum bu bilesikler, BCR-ABL onkoproteininin kinaz alanindaki ATP’nin baglanmasini bloke ederek
fosforilasyonu onlerler, ancak kimyasal yapilarindaki farkhliklar nedeniyle kinaz alanindaki belirli
mutasyonlarin varliginda farkli bir afiniteye sahiptirler. BCR-ABL1 transkriptinin ekspresyonu, BCR-ABL1
aracih genetik instabilite, transkripsiyonu degistiren proteinler, telomer uzunlugu ve diferansiyel gen
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ekspresyonu dahil olmak lzere cesitli mekanizmalar, dogrudan TKI ile baglantili olmamasina ragmen,
KML'de hastalik ilerlemesinin nedeni olarak gosterilmektedir [38,43,47].

WNT, JAK-STAT, otofaji ve Hedgehog sinyali dahil olmak Uzere hiicreleri BCR-ABL'nin
inaktivasyonundan kurtarmak icin alternatif sinyal yollarinin aktive edilmesi, genom kararsizligina yol
acan kusurlu DNA hasari onarim sistemleri, inflamatuar mikrogevre ve ilaglardaki degisiklikler TKI
direncine aracilik eden mekanizmalar olarak tanimlanmaktadir [38]. Otofaji, BCR-ABLI-pozitif
|6semide, 6zellikle TKI'ye direngli tiplerde potansiyel bir hedef sunmaktadir. Otofajinin bozulmasi,
imatinib direncli KML hastalarini tedavi etmek icin yeni bir stratejidir. Hedgehog yolunun farmakolojik
veya genetik inhibisyonu, BCR-ABLI-pozitif KML hicrelerinde belirgin sekilde otofajiyi
indUkleyebilmektedir. Hem Hedgehog yolunun hem de otofajinin inhibisyonu, KML'de ilag¢ direncinin
tstesinden gelmek icin giigli bir yeni strateji olabilecegi séylenmektedir. Onemli olarak, BCR-ABL1
apoptozu ve otofajiyi baskilayarak BCR-ABL1 ile donustiirilmis hicrelerde disik bazal otofaji
seviyelerine neden olmaktadir [39]. Sekil 2.8 ve 2.9’da KML sinyal yollari ve otofaji 6zetlenmistir. P210
BCRBL1 tarafindan B-katenin'in nikleusa stabilizasyonu, transdiiksiyonu ve TKI tedavisinden sonra
CD70-CD27'nin uyariimasi, KML LKH'lerine 6zgl olabilmektedir. Bunun yani sira, WNT/B-katenin
aktivasyonu, normal sinyal mekanizmasi olarak kabul edilmektedir ve WNT, LRP'ye yardimci reseptor
olarak baglanmaktadir. WNT/Ca2+/NFAT aktivasyonu, imatinib'e karsi KML LKH direncini
desteklemektedir. Ayni zamanda, Hedgehog sinyal ligandlarinin Ptch reseptoriine eklenmesi, Gli ailesi
transkripsiyon faktorlerini aktive etmektedir. PI3K aktivitesinin P210 BCRBL1 tarafindan indiiklenmesi,
PIP2'yi fosforile eder ve bu da AKT'yi aktive eden mTORC1'i fosforile eden ve FOXO transkripsiyon
faktorlerini sekestre eden PDK1'in alinmasina neden olmaktadir. TKI tedavisi ile FOXO'larin ¢ekirdek
lokalizasyonunun artmasi ve P210 BCRBL1 tarafindan JAK/STAT sinyalinin aktivasyonu KML LKH'lerin
hayatta kalmasini arttirmaktadir [41]. Bu yollarin TKI'lerle kombinasyon halinde ele alinmasi, hastalik
sonucunu iyilestirebilir fakat, TKI direncinin c¢esitli alt tipleri, kombinasyon tedavisinde uygun
inhibitorlerin siniflandirilmasi ve secilmesi icin biyobelirtecler gerekebilmektedir [38].
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Sekil 2.8: KML LKH'lerinde olasi sinyal yollari [41].
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Sekil 2.9: KML'de otofaji. P210 BCRBL1'in PI3K-AKT ile etkilesimi otofajiyi inhibe eder. Tersine, TKl'ler,
otofajiyi artiran P210 BCRBL1'in kinaz aktivitesini inhibe eder. Bu otofaji etkileri, KML progenitor
hicrelerini 6ldarebilir ancak KML LKH'lerini koruyabilir [41].
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Bazi veriler, mikroRNA'larin KML LKH'nin kendini yenilemesinde, bakiminda ve TKI direncinde
dnemli olabilecegini belirtmektedir. Ornegin; arastirmacilar miR-126'nin normal kék hiicrelerin ve KML
LKH'lerin uyku halini diizenledigini bildirmislerdir. miR-126 inhibisyonunun, TKI tedavisi ile artan miR-
126 seviyeleriyle sonuglandigini goézlemlemislerdir ve azalan miR-126 seviyelerinin, KML LKH'lerini
TKI'ye duyarli hale getirdigini soylemektedirler. Ayrica, ADAR1, bir miR ©6ncisli olan mir-let7'nin
biyogenezini bozmaktadir ve KML LKH'lerin kendi kendini yenilemesini tesvik edebilecegi one
strilmektedir [41].

Flamant ve arkd. KML hastalarinda imatinib tedavisinin ilk 2 haftasi icinde ve dncesinde kan
orneklerindeki miRNA dizeylerinin 6nemli 6lglide degistigini belirtmislerdir. Bu sonug, miRNA
imzalarinin KML arastirmalarinda yeni biyobelirtegleri temsil edebilecegini, KML'nin evrelenmesine
olanak tanidigini ve hastanin TKI tedavisine yanitini 6ngérdigiini gostermektedir [38].

Malign hematopoezde tanimlanan ilk olasi terapotik miRNA ajanlarindan biri olan ve (g
Uyeden olusan (miR-29a, miR-29b ve miR-29c), miR-29 ailesi KML'de olduk¢a énemlidir [42]. Bcl-2 ve
Miyeloid Hiicre Lésemi Dizisi-1 (Mcl-1), miR-29 ailesinin potansiyel hedef genleri olarak tahmin
edilmektedir. AML ve KML hastalarinin periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PKMH'ler) yapilan bir
calisma ile, kontrol bireylerine kiyasla, miR-29a/29b'nin anlamli distik dizeydeki ifadesinin, hasta
bireylerde hem Bcl-2 hem de Mcl-1'in ylksek diizeyde ifadelenmesi ile iliskili oldugu bulunmustur. Bu
da iki miRNA'nin miyeloid hiicrelerde glicli bir dizenleyici rol oynadigini distindlirmektedir [38,45].
Arastimacilar miR-29b’nin, hiicre proliferasyonunu baskiladigini ve hiicre apoptozunu indikledigini
belirtmislerdir. KML hasta orneklerinden elde edilen verilerle bu bulguyu desteklemislerdir. KML'de
tiimor baskilayici olarak hareket edebilen baska bir miRNA grubu, miR-30 ailesidir (miR-30a ve miR-
30e) ve dogrudan BCR-ABL1'i hedef almaktadir. Bu flizyon genin mRNA'si, asiri ifade edildiginde hem
ABL1 hem de BCR-ABL1 ifadesini ve I6semi hiicrelerinin hiper proliferasyonunu baskilayabilen miR-30a
icin bir hedef olmaktadir. KML hastalariyla yapilan bir galisma ile arastirmacilar, hasta bireylerde
kontrol bireylere kiyasla, miR-30a’nin daha az ifade edildigini gozlemlemislerdir. KML'de 6nemli bir rol
oynayan ve BCR-ABL1 ile baglantili olan diger miRNA miR-199b'dir. Dogrudan ABL1 genini hedeflemez,
ancak KML hastalarinda siklikla kaybedilen 9q34'te kromozomal bdlge icinde ona sentromerik
eslenmektedir [42]. miR-21 ve miR-320a’da KML'de rol oynayan miRNA grubuna 6&rnek
verilebilmektedir. miR-21'in asir ifadesi, BCL-2 gibi apoptotik birka¢ proteinin ifadesinin dogrudan
modiile edilmesinde rol oynarken [45], miR-320a'nin KML patofizyolojisindeki rolii hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir [42].

2.6.1.3. Miyelodisplastik Sendrom (MDS)

MDS, yetersiz hematopoez, morfolojik displazi ve periferik kan sitopenileri dahil olmak Uzere
kemik iligi yetmezligine sebep olma gibi 6zelliklerle ortaya ¢ikan klonal hematopoetik bozukluklardir.
Oldukga karmasik bir patogenez sergileyen MDS, yasla birlikte artan bir insidans gostermektedir, bu da
genellikle uygun taniya varmayi zorlastirmaktadir. Hastalarin yasinin ileri olmasi nedeniyle ¢ogu
yaklasimlar tolere edilememektedir, bu nedenle tedavi hasta merkezli ve riske gére uyarlanmaktadir
[48,49]. MDS hastalarinda zamanla AML’ye déniisiim (Orn: Sekonder AML) s6z konusu olabilmektedir.
Ayrica MDS benzeri 6zelliklere sahip bir hastada hipoplazi veya MPN kaniti olabilecegi ilk durumda
ortaya cikabilir [48]. Sekonder AML (sAML), toplam AML vakalarinin %25-35'ini olusturmaktadir ve
cogu (%60-80) MDS'den kaynaklanmaktadir. 2016’da DSO hematolojik malignite siniflandirmasinda,
MDS'den gelisen AML'yi, miyelodisplazi ile iliskili degisikliklerle AML olarak adlandirilan ayri bir
klinikopatolojik antite olarak siniflandirmistir. sAML'ye ilerleyen MDS hastalari, de novo AML'ye kiyasla
tipik olarak daha diisiik tam remisyon, niikssiiz sagkalim ve genel sagkalim oranlarina sahiptir [50]. Bu

22



Besime Deniz Babacan, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

hastalarin lg¢te birinde bulunan AML progresyonu kot sonuglarin  glgli bir gostergesi olmasina
ragmen, kalan hastalarin ¢ogu olimcil kanama ve enfeksiyona yol acan kemik iligi yetmezliginden
dolayi 6lmektedir. Son zamanlarda, lenalidomid ve hipometile edici ajanlar gibi birka¢ yeni ilag¢ klinik
olarak kullaniimakta olup ve MDS hastalarinin bir alt kiimesi igin iyilestirilmis sonuclara katkida
bulunmustur. Bununla birlikte, hastalarin bliylik ¢ogunlugunun yasl olmasina ve transplantasyona
uygun olmamasina ragmen ne yazik ki sadece daha geng¢ hastalara uygulanabilen allojenik
hematopoetik kok hiicre transplantasyonu disinda MDS hastalari icin kiratif bir tedavi mevcut degildir.
Bu nedenle, etkili ancak daha az toksik tedaviler gelistirmek icin MDS'nin molekiler patogenezini
anlamaya ihtiyag vardir [51].

MDS hastalari genellikle 5 yillik bir medyan genel sagkalim ile kot bir prognoza sahiptir. Bu
kotl prognoz, yalnizca sAML'ye ilerlemeye bagli degildir, bu da ilerleme olmadan da MDS'nin mortalite
ile iliskili oldugunu géstermektedir. MDS ve sAML'de hematopoetik hiicre farklilasmasi ve olgunlasmasi
anormaldir. AML, hematopoetik hiicre olgunlasmasinda, kanda veya kemik iliginde miyeloblast
birikimine yol agan (¢ekirdekli hiicrelerin 2%20'si) bir durum ile karakterize edilmektedir. Buna karsilk,
MDS hastalari olgun kan hiicreleri Gretmektedir, ancak olgunlasma ve hiicre morfolojisi anormaldir ve
olgun hicreler sayica azalmaktadir. Kan hiicrelerinin olgunlagsmasindaki durum, MDS ve sAML arasinda
bir sireklilik ifade ederken, daha yliksek blast yizdesi genellikle MDS'de daha koéti bir prognoz
saglamaktadir. MDS'yi sAML'den ayirt etmek icin blast sayimi kullanmanin énemli bir sinirlamasi
bulunmaktadir. Bu da, blast sayiminin, gozlemciler arasi degiskenlige duyarli bir morfolojik
degerlendirmeye dayanan 6znel bir 6lciim olmasidir. Ek olarak, MDS blastlarinin mikroskobi ile normal
blastlardan ayirt edilmesi zor olabilmektedir, bu da normal blast sayisi (6rn. %5'ten az) olan hastalarda
kemik iliginde klonal hastaligin izlenmesini veya saptanmasini zorlagtirmaktadir. Bu durumlarda,
MDS'yi teshis etmek icin displazi (ayni zamanda subjektif) ve/veya genetik anormalliklerin varlig
gereklidir. Hiicre 6limi ve cogalmasi da MDS ve sAML arasinda farklilik gostermektedir. Distk dereceli
MDS siklikla, etkisiz miyelopoezise katkida bulunan inflamatuar olmayan bir hiicre 6limi olan artmis
apoptoz ile karakterize edilmektedir. Son arastirmalar MDS'yi piroptoz ve nekroptoz gibi artan
inflamatuar hiicre 6limu strecleriyle iliskilendirmistir. Apoptozdan farkh olarak, bunlar inflamatuar
sinyalleri serbest birakir ve hiicre 6limi ile MDS hastalarinda gozlenen proinflamatuar kemik iligi
ortami arasinda bir baglanti saglamaktadir. Buna karsilik, sAML, artan hiicre sagkalimi ve
proliferasyonu ile iliskilidir. Toplu olarak, veriler, disiik dereceli MDS'de gézlenen artmis hiicre 6limi
fenotipinin, daha yiksek dereceli MDS ve sAML'ye ilerleme sirasinda hayatta kalma yanlisi bir fenotipe
yol agtigini gostermektedir [50].

Son zamanlarda vyapilan calismalar, hematopoetik hicre farkhlasmasi, sinyal yollarn,
proliferasyon ve DNA hasar onarimi ile iliskili genler dahil olmak tizere MDS ve sAML’de transkriptom,
ekleme ve DNA metilasyon degisikliklerini tanimlamistir. Bu degisikliklerin bazilari, SAML'ye ilerleme ile
iliskilendirilmistir [50]. Bu 6zellikler, 6rtiisen 6zelliklere sahip vakalarda dogru tani koymaya yardimci
olabilmektedir. MDS/MPN 6rtiisme bozukluklari, DSO siniflandirma semasina gére MDS ve MPN'den
farkh olarak kabul edilmektedir. Cok farkli klinik belirtilere sahip tanilari ve genel prognozu
icermektedir. Ortak 6zellikleri, bir veya daha fazla kan hiicresi sayiminda bir yikselmeye ek olarak
hiicresel displazi veya sitopenileri icermektedir [48].

Yapilan genetik c¢alismalar, ¢ogunlukla MDS vakalarinin yaklasik %50'sinde bulunan
karyotipleme ile tespit edilen sitogenetik anormalliklere odaklanmistir. t(8;21)(q22;q22),
t(15;17)(922;921), inv(16)(p13922)/t(16; 16)(p13;922) ve 11923 iceren translokasyonlarin baskin
oldugu gorilmistiir ve MDS'deki anormalliklerin ¢ogu dengesiz translokasyonlardir, bu da kopya sayisi
anormallikleri, yani kromozomal materyal kazanimlari veya kayiplar ile sonuglanmaktadir. 7/del(7q)
ve -5/del(5q), ardindan +8, dup(1q), del(20q), del(11q), del(12p)/t(12p) ), del(17p)/iso(17q), del(18q),
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+21q kazanclar ve del(13q), ve +der(1;7)(g10;p10) bunlar arasinda en yaygin olanlaridir. Bu lezyonlarin
cogu sikhkla kompleks karyotipler olarak adlandirilan karmasik anormalliklerin bir parcasi olarak
birlikte ortaya ¢ikmaktadir. Birden fazla (23) kromozom veya kromozomal kol/segment igeren
kompleks karyotiplere siklikla TP53 mutasyonu (yaklasik %40-50) eslik etmektedir ve bu ozellikle -
5/del(5q) ve del(17p) s6z konusu oldugunda genellikle kotu klinik durumla sonuglanmaktadir. Nadir
olarak, miyelodisplazinin net morfolojik kaniti olmasa bile benzersiz klinikopatolojik 6zelliklerle iligkili
ve MDS icin yliksek tanisal degerlere sahip olan (< ~%2-3) t(3;21) (926;922), inv(3) (q21g26), t(3;3)
(g21;926), t(1;3 (936;921), ve t(6;9)(q22;q34) dahil olmak lizere tekrarlayan karsilikh translokasyonlar
gosterir [52]. MDS ile iliskili sitogenetik anormallikler, de novo AML'de daha yaygin olan dengeli
yeniden dizenlemelerin (6rnegin, t(15;17), t(8;21), inv(16) ) aksine, siklikla kopya sayisi anormallikleri
(CNA'larla) ile sonuglanmaktadir. Ek olarak, MDS ve sAML'de daha kii¢clik CNA'lar (<20 kb) ve kopya
sayisi notr heterozigotluk kaybi (LOH veya uniparental dizomi [UPD]) meydana gelir ve bunlar tek
niikleotid polimorfizm dizileri kullanilarak tespit edilebilmektedir [50].

2000'lerin basina kadar, NRAS, TP53, RUNX1 ve ATRX gibi yalnizca bir ka¢ genin MDS'de
mutasyona ugradig biliniyordu. O zamandan beri, molekiler teknikler ile desteklenen, NPM1, TET2,
CBL, EZH2, FLT3, KRAS, MPL, ASXL1, PTPN11, KRAS ve KIT dahil olmak Uzere bir dizi ek mutasyonel
hedef, arastirmacilar tarafindan 2010 yilina kadar MDS'de tanimlanmistir. Hem driver hem de non-
mutasyonu veya tiim genom boyunca yaklasik 1.500 gen mutasyonu tasimaktadir ve mutasyon sayilari
hastalik alt tipine gore degisim gostermektedir. Simdiye kadar MDS patogenezinde rol oynayan 30'dan
fazla driver gen tanimlanmistir (Sekil 2.10). Tipik bir MDS hastasi 2-3 driver gen mutasyonu
barindirirken, yiiksek riskli MDS (MDS-EB and MDS-MLD) ve KMML, artan sideroblastlar (RS) olan veya
olmayan MDS-SLD ve izole del(5q) ile MDS dahil olmak tizere disik riskli MDS ile karsilastirildiginda
daha ylksek sayida driver gen mutasyonu gosterme egilimindedir [52].

Tablo 2.4’de hedef driver genler, RNA splicing, DNA metilasyonu, transkripsiyon, kromatin
modifikasyonu, sinyal iletimi, DNA onarimi ve diger yollar ve molekdller dahil olmak uzere birkag ayri
fonksiyonel yolak olarak kategorize edilmistir [52]. TET2, EZH2, TP53, CBL ve RUNX1 MDS'de siklkla
mutasyona ugramaktadir. En sik mutasyona ugrayan yolaklara odaklanildiginda, MDS hastalarinin
%65'inde RNA splicing (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2) mutasyonlar, ardindan %47'sinde DNA metilasyon
genlerinde (DNMT3A, IDH1/2, TET2) ve %28'inde histon modifikasyon genlerinde (ASXL1, BCOR, EZH2)
mutasyonlar oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, bu mutasyonlarin sikliklari, MDS ve birincil AML
arasinda onemli olgide farklidir; MDS'de ekleme faktorlerinde ve epigenetik dizenleyicilerde
mutasyonlarin asiri temsili varken, reseptor tirozin kinazlardaki (6rn., FLT3), RAS yolu genlerindeki ve
CEBPA ve IDH1/2 mutasyonlarindaki mutasyonlar AML'de daha yaygindir [53].
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Tablo 2.4: Major driver genler [52].

Yol/Fonksiyonlar Driver Genler

DNA metilasyonu DNMT3A, TET2, IDH1*, IDH2* WT1

Kromatin modifikasyonu EZH2, SUZ12, EED, JARID2, ASXL1, KMT2,
KDMBG6A, ARID2, PHF6, ATRX

RNA splicing SF3B1, SRSF2, U2AF1, U2AF2, ZRSR2, SF1,
PRPF8, LUC7L2

Kohezin kompleksi STAG2, RAD21, SM(C3, SMCI1A, (PDS5B, CTCF,
NIPBL, ESCO2)

Transkripsiyon RUNX1t, ETV6T, GATA2*, IRF1, CEBPA, BCOR,
BCORL1, NCOR2, CUX1

Sitokin reseptori/Tirozin Kinaz FLT3, KIT, JAK2, MPL, CALR, CSF3R

RAS sinyalit PTPN11, NF1, NRAS, KRAS, CBL, (RIT1, BRAF)

Diger sinyalizasyon GNAS, GNB1, FBWX7, PTEN

Kontrol noktasi/hiicre déongisi TP53, CDKN2A

DNA onarimi ATM, BRCC3, FANCL

Digerleri NPM1, SETBP1, DDX41t

* DNA metilasyonunu etkileyen mutant IDH1 ve IDH2'dir, ancak mutasyona ugramamis formlar
degildir.

t Germline varyantlari, AML/MDS'ye yatkinlikla iligkilidir.

Sekil 2.10 ve Sekil 2.11 bu mutasyolarin frekanslarinin sikligini daha ayrintih bir sekilde
gostermektedir [50,52]. MDS'den sAML'ye ilerleme sirasinda sirali mutasyon birikimi icin bir model
gosterilmektedir. Sekil 2.11’de gorildigi gibi, MDS'de siyah hiicreler normaldir. Mavideki mutasyonlar
erken kazanilmistir, kurucu klonu tanimlar ve MDS teshisinde kemik iliginde en ¢ok bulunan klon olmak
icin genislemektedir. Bu hiicreler daha sonra turuncu mutasyonlar kazanir ve bir alt klon olusturur daha
sonra sAML'ye ilerleme aninda genisler. Spesifik fonksiyonel kategorilerdeki mutasyonlar, ¢cogu TP53,
epigenetik degistiriciler ve spliceosome gen mutasyonlarinin MDS'de mevcut olmasiyla (6rnegin,
DNMT3A mutasyonlarinin %100'U mavidir), transkripsiyon faktorlerindeki mutasyonlar (6rnegin,
RUNX1, CEBPA) ve aktive edici sinyal genleri (RAS ailesi, PTPN11, FLT3) tipik olarak genisler ve ortaya
¢ikar (6rnegin, FLT3 mutasyonlarinin %100'U turuncudur). Bu, mavi mutasyonlarin erken kazanildigi ve
MDS teshisi sirasinda kemik iligi hiicrelerinin ¢ogunda mevcut oldugu, ardindan ya genisleyen ya da
edinilen ve ilerlemede genisleyen turuncu mutasyonlarin izledigi tipik bir mutasyon edinim sirasini
gostermektedir [50].
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2.6.1.4. Miyeloproliferatif Neoplazmalar (MPN)

MPN'ler, Polisitemiya Vera (PV), Esansiyel Trombositopeni (ET) ve Primer Miyelofibroz (PMF)
ceren klonal kok hicre kaynakl hastaliklardir [54]. MPN’ler ilk olarak 1892'de Vasquez tarafindan
tanimlanmistir. ET ve PMF olarak bilinen MPN'ler, ayri klinik hastaliklar olarak ifade edilmistir. 1951'de
Dameshek, goriniste ayri olan bu bozukluklar birbiriyle iliskili olarak tanimlamistir ve
Miyeloproliferatif Sendromlar kavramini ortaya koymustur. Sonraki ¢alismalar, hemoproliferasyona
etki eden faktorlerin anlasilmasinda biyik ilerlemelere yol agmistir. Bu, 2005 yilinda yapilan bir
¢alismayla ortak JAK-2 alelinde bir tirozin kinaz mutasyonunun tanimlanmasiyla doruga ulagsmistir [55].
Bu klasik MPN'lerde, ET'den PV'ye, MF'ye ve AML’'ye doénlsiime kadar bir biyolojik siirekliligin farkl
fenotipik etkilerinin olabilecegini 6ne siirmislerdir [56]. DSO 2008’de MPN'lerin siniflandirilmasinda;
klinik parametreler, kemik iligi morfolojisi ve genetik veriler olmak Gzere li¢ d6nim noktasi bildirmistir.
MPN'lerin altinda yatan genetik lezyonlarin genisletilmis panoramasi ve hastalik seyrine iliskin klinik
calismalardan elde edilen veriler, 2016’da yeni bir DSO siniflandirmasina yol agcmistir. 2008 ile 2016
arasinda gegen silirede toplanan yeni kanitlar sunlari igerir:

- ET ve PMF'de JAK2 ekson 14 ve MPL mutasyonlari disindaki CALR mutasyonlarinin kesfi,

- PMF'de sagkalim lizerinde etkisi olan ek klonal belirteclerin tanimlanmasi,

- ETile fibrozsuz prefibrotik/erken PMF (PMF 6ncesi) arasindaki ayrim,

- PV hastalarinin takibi sirasinda olaylarin 6ngoériilmesinde hematokritin rold,

- PV kemik iligi morfolojisi olan ancak hemoglobin (Hb) diizeyi erkeklerde 18,5 g/dL'den veya
kadinlarda 16,5 g/dL'den distik olan hastalarin tanimlanmasi ve

- Minoér kriterlerin tanimlanmasindaki belirsizlik ve bunlardan bazilarinin givenilirligi (endojen
eritroid kolonileri) [57].

MPN'ler arasindaki ortak Ozellikler arasinda miyeloproliferasyon, splenomegali, 16semiye
ilerleme potansiyeli veya miyelofibrozis ve trombohemorajik olaylara yonelik egilimler yer almaktadir.
MPN hastalarinin genel populasyonla karsilastirildiginda 6énemli 6lclide yiksek arteriyel ve venoz
tromboz oranlarina sahip oldugu iyi bilinmektedir. Trombotik komplikasyonlar, yasam kalitesini
etkileyen mikrovaskiiler olaylari ve morbidite ve prognoza katkida bulunan makrovaskiler olaylari
icermektedir. Pro trombotik ve kronik inflamatuar durumlar, bu hastalarda artmis kardiyovaskiiler
mortaliteye katkida bulunmaktadir. MPN tanisi sirasinda veya 6ncesinde major trombozun genel
prevalansinin PV'de %34-38.6, ET'de %9.7 29.4 ve PMF'de %13 oldugu tahmin edilmektedir. MPN
tanisindan sonra kiimilatif tromboz oraninin, PV ve ET'de hasta-yil basina yaklasik %3 ve PMF'de hasta-
yil basina yaklasik %2 oldugu séylenmektedir [54]. Fakat tromboz, yetiskinlere kiyasla daha dusiik
oranlarda olan, pediatrik hastalarin %15’inde meydana gelmektedir. Akut [6semiye donlisiim, pediatrik
MPN’lerde oldukg¢a nadir goriilmektedir [58].

MPN hastalarinin  yonetimi, spesifik hastalik tipini, bireysellestirilmis prognozu,
komorbiditeleri, yasi ve mevcut tedavilerin risk ve faydalarini géz 6niinde bulundurarak karar vermeyi
icermektedir. PV ve ET'li hastalarda tedavinin ana hedefi trombotik riskin azaltiimasidir. MPN'li
hastalar daha iyiye gotirmek/iyilestirmek icin hiicresel metabolik ve apoptotik yolaklar ve hiicre
donguslnin farkl asamalarini hedefleyen cesitli terapotik siniflardan ajanlari belirlemek igin cok sayida
¢alisma halen devam etmektedir [59].

MPN'li hastalarda proinflamatuar ortam da, trombotik egilimlerine katkida bulunmaktadir.
MPN'li hastalarda, interlokin (IL)-2 ve IL-6 ve timor nekroz faktor alfa (TNF-alfa) gibi dolasimdaki
sitokinlerin artan seviyeleri vardir. PV ve ET'li hastalarda oldukga hassas bir akut faz reaktani olan C-
reaktif proteindeki ylikselmeler, major bir tromboz olusumu ile 6nemli 6lgtde iliskilidir. Bu nedenle,
MPN'li hastalarda artan trombotik potansiyelin etiyolojisi, artan kan sayimlari, kronik inflamasyon,
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JAK2 mutasyonlu endotelyum ve anormal trombositnotrofil etkilesimlerini iceren faktorlerle ¢ok
yonliddr [60].

MPN'lerin patolojisinin merkezinde, ¢ogunlukla birbirini dislayan driver mutasyonlarinin
neden oldugu, yapisal olarak aktive edilmis bir Janus kinaz ve Sinyal DonUstiricl ve Transkripsiyon
proteinlerinin Aktivatort (JAK-STAT) sinyal yolu bulunmaktadir (JAK2 V617F, MPL W515L/K, CALR
ekson 9 indelleri veya JAK/STAT sinyal yolu icindeki diger daha az bilinen mutasyonlar gibi) [59].
JAK2V617F edinimi her yasta ortaya cikabilir, ancak miyeloproliferatif neoplazmalar 50 yasindan dnce
nadirdir ve (g tipten ikisi (polisitemi vera ve esansiyel trombositoz) esas olarak kadinlarda
gorulmektedir [61]. JAK-STAT yolunu aktive eden driver mutasyonlari (en yaygin olarak JAK2V617F,
ardindan CALR ve MPL mutasyonlari) ve ek somatik mutasyonlar (TET2, ASXL1, IDH1, IDH2, CBL, IKZF1,
LNK ve EZH2 dahil ancak bunlarla sinirli degildir) dahil olmak lzere MPN ile iliskili bircok mutasyon
tanimlanmistir. Bu mutasyonlar tani koymaya yardimci olur ve hastalik patogenezinin anlasilmasina
katkida bulunur. Ayrica prognoz hakkinda bilgi vermektedir [54]. 60 yasindan sonra, miyeloid ve
miyeloproliferatif neoplazmalarin insidansi, artan DNMT3A, TET2, ASXL1, JAK2 V617F ve TP53
mutasyonlari insidansi ile baglantil olarak katlanarak artar. Bu yas grubunda miyeloproliferatif
neoplazmalar erkeklerde kadinlara gére daha sik goriliir ve primer miyelofibroz ve akut I6semi ile
iliskilidir [61].

2.6.1.4.1. Polisitemiya Vera (PV)

PV, ET ve HKH’den kaynaklanan PMF ile ortak noktalari paylasan, morfolojik olarak normal kan
hiicrelerinin asiri Gretimi ile hematopoezin yapici aktivasyonu, ekstramediiller hematopoez egilimi ve
miyelofibroz veya akut I6semi ile kemik iligi yetmezligine donlisimi mimkin olan kronik bir
miyeloproliferatif neoplazmdir [62]. ilk olarak 1892'de tanimlanan PV en yaygin MPN tiriidiir. Yasa
bagli olarak 2.5-10/100.000 kisi insidansi ile PV nadir gorilen bir hastalik degildir ve buna ragmen PV
patofizyolojisinin anlasilmasi da dahil olmak lzere su anda PV'nin nasil teshis edilecegi ve hatta nasil
tedavi edilecegi konusunda net bir sey yoktur. PV, ET ve PMF, HKH bozukluklaridir ve HKH fizyolojisine
iliskin son calismalar, bunlarin gériiniir fenotipik degistirilebilirliklerini kismen agiklamistir. Bu, PV ve
ET'nin ayri bozukluklar olmadigini, aksine bir siurekliligi temsil ettigini ve tek basina klinik fenotipe
dayandigini savunan hatal iddiay! ciritmektedir [62]. PV’li hastalarda c¢ogunlukla tromboembolik
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasi ve miyelofibrozise veya AML'ye dénlisim s6z konusudur. Bu nedenle
dogru ve erken teshis cok dnemlidir. PV daha ileri yastaki bir hastalik olmasina ragmen (ortanca tani
yasl 60'tir) daha geng yasta da ortaya ¢ikabilir ve PV'li hastalarin medyan genel sagkalimi oldukga
disuktar [63].

Cogu hasta, rutin kan testlerinde tesadfi bir bulgu olarak yiksek hemoglobin veya hematokrit
seviyeleri ile tani aninda asemptomatiktir. Bas agrisi, bas donmesi, gorme bozukluklari, kasinti ve erken
doyma gibi hastalikla ilgili semptomlar spesifik degildir. Hastalar ayrica tromboz veya kanama gibi PV
komplikasyonlariyla da basvurabilirler. Bliylk bir uluslararasi ¢alisma, PV'li hastalarin sirasiyla %16, %7
ve %4'lUnde tani aninda arteriyel trombotik komplikasyonlar, venéz tromboz ve majér kanama
bildirmistir. Gastrointestinal belirtiler, genel popilasyona kiyasla PV'li hastalarda daha yaygindir [63].

PV’nin nedeni belirsizdir ve belirli mutajenlere (6rnegin iyonlastirici radyasyon ve benzen)
maruz kalma risk faktorleri olarak gosterilmistir. Buna ragmen, PV'li hastalarin ¢ogu bu tir risk
faktorlerine maruz kalmamaktadir. PV hastalarinin bilyik ¢ogunlugunda (%95’inden fazlasinda), ekzon
14’'te JAK2 geninde JAK2V617F olarak adlandirilan ve yapisal olarak aktif bir tirozin kinaza yol agan
somatik bir mutasyon vardir. Hastalarin yaklasik %3'U ise, JAK2 geninin 12. ekzonunda nokta
mutasyonlarini ve kigik insersiyon veya delesyonlari icermektedir [63,64]. JAK2V617F mutasyonu, 3
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ana sitokin reseptori olan EPOR, MPL ve G-CSFR'nin aktivasyonu ile iliskilidir. Bu reseptorlerin
aktivasyonu, artan kirmizi kan hicresi (KKH), trombosit ve granilosit Gretimi ile sonuglanmaktadir.
JAK2V617F ifadesinin kapsami, hastaligin fenotipini belirliyor gibi gorlinmektedir. JAK2V617F'nin diisik
ifadesi, ET benzeri bir fenotip ile iliskilendirilirken, daha yiksek ifadesi, PV benzeri bir fenotip ile
iliskilidir. JAK2'nin PV icin bir driver mutasyonu oldugu distiniilmektedir ve 2008'den beri DSO tani
kriterlerinde yer almaktadir [63].

Ekzon 14 JAK2V617F mutasyonu, JAK2 proteininin oto-inhibitér JH2 psédokinaz alanini etkiler
ve JAK2 ve JAK/STAT sinyallemesinin yapici aktivasyonuna yol agmaktadir, ekzon 12 JAK2 mutasyonlari,
JAK2 aracihigiyla daha giiclii liganddan bagimsiz sinyallesmeyi indikler ve daha yiiksek seviyelerde JAK2,
ERK1 ve ERK2 lretir. JAK2V617F mutasyonlu vakalarda ekzon 12 mutasyonlu vakalara kiyasla bazi
hematolojik ve klinik farkhhklar var gibi gériinmektedir. JAK2V617F allel yikinin miktari, PV'de 6nemli
Olciide degismektedir. Bazi calismalar, JAK2V617F allel yikinin, ozellikle PV'deki homozigotluk
durumunun, bazi hematolojik ve klinik parametreler lzerinde etkisi oldugunu ileri sirmektedir. PV
vakalarinin %30'a kadari, kazanilmis tek ebeveynli kromozom 9p dizomisini ve bunun sonucunda
PMF'de de meydana gelen ancak ET hastalarinda nadiren goriilen JAK2 mutasyon homozigotlugunu
gostermektedir [64].

PV, JAK2V617F ifadesinin bir eritrositoz, trombositoz ve graniilositoz fenotipi ile nihai sonucu
olmasina ragmen, bazi PV hastalarinda fenotip eritrositoz ve trombositoz ile sinirhdir. PMF hastalari
PV'ye ve ET hastalari PV'ye doniisebilir. Bunlar gibi donlstimler genellikle tanidan sonraki 12 yil iginde
ortaya cikar ancak ¢ok daha uzunda sirebilmektedir. PMF'den PV'ye dénlisim nadir olmakla birlikte,
Ozellikle kadinlarda ET'den PV'ye donlsim, JAK2V617F pozitif ET hastalarinin yaklasik %20-30'unda
meydana gelmektedir [62].

JAK2 disindaki mutasyonlarin PV'nin olusumu ve prognozu lizerindeki etkisi, yeni nesil dizileme
ve diger biitiin genom analiz teknikleri kullanilarak yakin zamanda agiklanmistir. ilgili genler arasinda
en stk mutasyona ugrayanlarin TET2 ve ASXL1 genleri oldugu bilinmektedir. ASXL1, SRSF2 ve IDH2'deki
mutasyonlar, daha koti bir prognozla iliskili oldugundan sag kalim oldukca azdir [63].

2.6.1.4.2. Esansiyel Trombositemi (ET)

ET, belirgin trombositoz, trombotik ve hemorajik risk ve yapisal semptomlarla karakterize bir
kronik Philadelphia negatif MPN’dir [65]. Hastaligin kadinlarda erkeklerden daha yaygin oldugu
gorilmektedir. Her yasta ortaya gikabilmesine ragmen, ET insidansi yasla birlikte artmakta ve 50 ile 70
yaslari arasinda pik yapmaktadir [66]. ET hastalari, diger MPN'lere ve Akut Losemiye hastalik evrimi
acisindan dusikte olsa bir risk tasimaktadir [65]. Tani konmamis ET ile basvuran hastalarin ¢ogu,
basvuru sirasinda asemptomatiktir. Semptomatik hastalarda en sik gorilen semptomlar bas agrisi,
gorme bozuklugu ve bas donmesidir. Vaskiler komplikasyonlar da nispeten yaygin semptomlardir.
Bunlar kolay kanama ve morarmadan eritromelaljiye, okiler migrenlere ve gegici iskemik ataklara
kadar degisebilmektedir. Daha 6nemli vaskiler komplikasyonlardan tromboz (%20) kanamadan (%10)
daha yaygindir. Arteriyel tromboz, vendz trombozdan daha yaygindir [66]. ET, diger MPN'lerle
karsilastinldiginda genel olarak olumlu prognoz ile karakterize edilmektedir [65]. Genel sagkalim, geng
hastalarda daha iyidir; yakin tarihli bir calismada, 41-60 yaslari icin 22 yil ve 60 yasindan buydkler icin
11 yil ile karsilastirildiginda, 40 yasin altindakiler igin 35 yillik bir genel sagkalim tahmin edilmektedir.
60 yasin Uzerindekiler ise daha disik bir 16semik donlsiim ve miyelofibroz orani ile iliskilendirilmistir,
ancak daha geng hastalarin uzun sagkalimi géz 6niine alindiginda, yasam boyu risk altinda olduklari
disinilebilmektedir [67].
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Miyeloproliferatif bozukluklarin patogenezinde molekiiler genetigin rolii, MPN'li hastalarin
onemli bir bolimiinde tirozin kinaz JAK2'yi kodlayan gende edinilmis nokta mutasyonunun (Val617Phe)
bulunmasiyla 6n plana ¢ikmaktadir [67]. JAK2 (Janus Aktive Kinaz 2) kromozom 9, lokus p24 lzerinde
bulunan bir gendir. JAK2'nin V617F mutasyonu ilk olarak 2005'te rapor edilmistir ve tahminen %50 ila
%60'lik bir siklik ile ET'de en sik gérilen mutasyonu temsil etmektedir [65]. Bu mutasyon, artan, yapici
JAK2 tirozin kinaz aktivitesi ve hematopoetik blylime faktorli yolaklari yoluyla artan asag akis
sinyallesmesi ile iliskilidir. Sonraki ¢alismalar, trombopoetin reseptor geninin (MPL) 10. ekzonundaki
mutasyonlar ve daha yakin zamanda, Calreticulin geninin (CALR) 9. ekzonundaki mutasyonlar olmak
Gzere ET ve PMF'de iki ek anahtar fenotipik driver mutasyonunun tanimlanmasina yol agmaktadir [67].
MPL geni, kromozom 1p34 {izerinde bulunmaktadir. CALR geni 19p13.2 kromozomunda bulunmaktadir
ve bazi arastirmacilara gére trombosit tretimi ile yakindan iliskilidir [65]. CALR mutasyonlari hastalarin
dortte biri ile Ggte biri arasinda bulunurken MPL mutasyonlari en az yaygin olanidir (~%5). Nadir
durumlar disinda U¢ mutasyonun timu birbirini dislayan mutasyonlar olarak kabul edilir. Hastalarin
yaklasik %10-15'i ¢ mutasyonun tUmi icin negatiftir (“licli negatif” ET). Geng hastalarda, JAK2
mutasyonlari daha az siklikta gorilirken, CALR mutasyonlari yash populasyona kiyasla biraz daha
yaygindir. “Uglii negatif” ET de geng hastalarda daha sik gériilmektedir (6rnegin, 40 yasin altindaki
hastalarda %16, 60 yasindan biyik hastalarda %8).

CALR mutasyonlari olan ve ayni zamanda "U¢li negatif" vakalari olan hastalar, JAK2-V617F
mutasyonlari olan hastalarla karsilastirildiginda sirekli olarak daha diisiik tromboz oranlari gosterirler,
bu da riski etkileyen temel faktoriin CALR'den ziyade bir JAK2 mutasyonunun varliginin veya
yoklugunun oldugunu distindirmektedir. JAK2-V617F'nin protrombotik etkileri, splanknik ven
trombozu ve goriiniste normal kan sayimi olan bireylerde mutasyonun tanimlanmasi ve JAK2-V617F
baglaminda trombosit, |6kosit ve endotel hiicre biyolojisinin klinik 6ncesi ¢alismalari ile de
desteklenmektedir [67].

Arastirmacilar sonraki calismalarda, diger tekrarlayan mutasyonlarin prognostik énemini
arastirmiglardir. PMF'li hastalarda bulunan 13 mutasyonla karsilastirildiginda, ET'li hastalarda medyan
mutasyonun altini ¢izmislerdir. En sik gorilen alt klonal mutasyonlarin DNMT3A, TET2 ve ASXL1
genlerinde oldugunu bulmuslardir. Ayrica, 181 ET hastasindan olusan bir kohortta, %46'sinin TET2
(%13), ASXL1 (%11), DNMT3A (%6), SF3B1 (%5), CEBPA (%4) dahil olmak Uzere TP53, SH2B3, EZH2 ve
CSF3R'deki mutasyonlarla (her biri %2) somatik mutasyonlara sahip oldugunu bulmuslardir. SH2B3,
SF3B1, U2AF1, TP53, IDH2 ve EZH2'deki mutasyonlarin ET'de daha az olumlu sonuglarla iligkili oldugunu
gostermiglerdir. Arastirmacilar yakin zamanda, spesifik mutasyonlarinda bulundugu ET igin bir
prognostik model 6nerdiler. Bu mutasyonlardan birinin veya daha fazlasininin bulundugu hastalarda,
akut l6semi ve miyelofibrozise ilerleme oraninin arttigini ve genel sagkalimin daha kot oldugunu
gozlemlemislerdir [65,67].
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2.7. Epigenetik ve Lésemi

Epigenetik olaylar, DNA dizisinde bir degisiklik olmaksizin gen ifadesindeki kalitsal degisiklikler
olarak tanimlanmaktadir. Epigenetik degisiklikler, histon uclarinin  post transkripsiyonel
modifikasyonlari (PTM'ler) ve nilkleozom komplekslerinin yeniden sekillenmesi yoluyla kromatini
etkilemektedir. DNA, sitozin guanin (CpG) dinlkleotitlerinin metilasyonuyla degistirilebilir. Hem kisa
hem de uzun kodlanmayan RNA'lar, epigenetik susturma komplekslerinde yer alir ve ekspresyonlari da
genlerinin epigenetik modifikasyonu yoluyla dogrudan dizenlenebilir. Genel olarak, epigenetik
mekanizmalar; transkripsiyon, DNA onarimi ve replikasyon gibi dnemli olaylara katkida bulunarak 'DNA
sablonlu' stirecleri dizenlemektedir [68].

Yeni nesil dizileme analizini kullanan son g¢alismalar, saglikh bireylerde hematolojik malignite
kaniti olmayan premalign genetik degisiklikleri ortaya c¢ikarmistir. Bu degisiklikler, hematolojik
malignite gelistirme riskinin artmasi ve genel sagkalimin azalmasi ile iliskili belirsiz potansiyelin klonal
hematopoezi (CHIP) olarak adlandirilmistir. CHIP'li bireylerde bulunan en sik mutasyona ugramis
genler, DNMT3A, TET2 ve ASXL1 olarak belirlenen epigenetik degistiricilerdir. Ozellikle, bu epigenetik
degistiriciler cesitli miyeloid malignitelerde tekrar tekrar mutasyona ugrar ve bu mutasyonlarin 16semi
gelisiminin erken evresinde 6nemli bir roli oldugunu dislindirmektedir. Epigenetik degistiriciler ile
normal/malign hematopoez arasindaki fonksiyonel korelasyon, neredeyse on yildir yogun bir
calismanin odak noktasi olmustur. Bu calismalar, epigenetik degistiricilerdeki mutasyonlarin;
hematopoetik kok hicre kendini yenileme/farklilasma, onkogenlerin/timér baskilayicilarin
transkripsiyonel regiilasyonu ve DNA hasar yaniti dahil olmak lzere |I6semogenezde pleiotropik etki
uyguladigini géstermistir [69].

2.8. DNA Metiltransferazlar

Epigenetik modifikasyonlar, DNA metilasyonu, histon deasetilasyonu ve miRNA diizenlemesini
iceren DNA'daki kalitsal degisikliklerdir. Uzerinde en ¢ok calisilan epigenetik degisiklik DNA
metilasyonudur [70]. DNA metilasyonu, 5-metilsitozinin (5-mC) 5-hidroksimetilsitozine (5-hmC)
dontsturilmesi yoluyla DNA’daki kimyasal degisimi diizenlemek icin hiicreler tarafindan benimsenen
bir mekanizmayi temsil etmektedir. Birkag¢ hedef genin promotdrini acar/kapatir, béylece ekspresyon
seviyelerini diizenlemektedir ve hastalik fenotipine katkida bulunmaktadir. DNA metiltransferazlar
(DNMT3A, DNMT3B, DNMT1 ve DNMT3L), DNA metilasyonunda yer alan anahtar enzimlerdir [71].
Sekil 2.12’de gorilduga gibi metilasyon, CpG dintikleotitlerinin spesifik bolgelerindeki sitozin bazlarinin
besinci karbon atomunda meydana gelmektedir ve DNMT ler tarafindan olusturulup korunmaktadir
[70]. DNMT3A ve DNMT3B proteinleri, metillenmemis CpG bolgelerinin de novo metilasyonu yoluyla
embriyogenezin erken donemlerinde DNA metilasyon kaliplarinin olusturulmasindan sorumludur,
DNMT1 ise, hemimetillenmis DNA'yi hedefleyerek ve metil isaretini yeni olusan DNA zincirine
kopyalayarak hiicre béliinmesi boyunca bu tiir kaliplari korumaktadir. Her (¢ protein de memeli
gelisimi icin gereklidir [72]. De novo metiltransferazlarin (DNMT3A / DNMT3B) asiri ifadesi kanserlerde
genis Olclide rapor edilmistir bu da onkojenik bir rol tstlendikerinin gostergesidir. DNMT3A genindeki
mutasyonlar siklikla [6semogenez sirasinda erken olaylar olarak ortaya ¢ikan cesitli yetiskin hematolojik
malignitelerde tespit edilmistir [72].
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Sekil 2.12: DNMT'ler, bir metil grubunun metil dondrlii S-adenozilmetiyoninden (SAM) gen
promotoérinin CpG adalarindaki sitozin bazinin besinci karbonuna transferini katalize eder. SAM,
katalitik reaksiyonda S-adenozilhomosisteine (SAH) dondiistirallr. Sitozinlerin hipermetilasyonu, genin
transkripsiyonunu baskilar [70].

2.8.1. DNA Metiltransferaz-3A (DNMT3A) ve Yapisi

DNMT3A, insanlar ve fareler arasinda %98 homoloji ile omurgalilarda ylksek oranda korunan
130 kDa'lik bir proteindir. insan kromozomu 2p23 (izerindeki 23 ekzon tarafindan kodlanmaktadir ve
DNMT3AL1 (fare embriyonik kok (mES) hiicrelerinde baskin ekspresyonu nedeniyle ¢ogu calismanin
konusu olan uzun bir izoform ) ve DNMT3A2 (kisa bir izoform) olmak lizere iki ana formda ifade
edilmektedir (sekil 2.13a). Uzun izoform ayrica, amino ucunda proteinin DNA baglanma afinitesini ve
metilasyon aktivitesini in vitro olarak arttirdigi gosterilen 219 amino asit icermektedir. DNTM3A2'nin,
ifadesi germ hiicreleri ve erken embriyogenez ile sinirli olan metiltransferaz ailesinin katalitik olarak
aktif olmayan bir Gyesi olan DNMT3L ile etkilesime girdigi belirtiimektedir. Bu etkilesimin herhangi bir
proteinin kaybi yoluyla bozulmasi, imprinting ve spermatogenezde kusurlara yol agmaktadir [72,73].

DNMT3A, Pro-Trp-Trp-Pro (PWWP) alani, ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD) alani ve S-adenozil
metiyonin (SAM)-bagimh metiltransferaz C5 tipi alani olmak Uzere (g etki alani icermektedir. PWWP
alani, gen govdelerinde DNA ve spesifik histon isaretlerini sinerjistik olarak baglamaktadir. ADD alani,
H3 kuyruk peptitlerini baglamaktadir. SAM-bagimli metiltransferaz C5 tipi alani ise, ylksek oranda
korunmus metiltransferaz (MTase) alanini kodlayarak (Sekil 2.13a [73]) sonrasinda, DNA'yI taniyan ve
baglayan ve kofaktor SAM' bagladiktan sonra sitozinin C5 pozisyonuna bir metil grubunu
baglamaktadir.
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Sekil 2.13: DNA metiltransferaz proteinlerinin yapisi ve baglayici ortaklari [73].

Sekil 2.13b’de gorildigu gibi DNMT3A, uzun izoforma 6zgl olan ve DNA baglama yetenegi sergileyen
bir amino terminal alani icermektedir. Ayrica embriyonik kok hiicrelerde OCT3 (OCT4 ve POU5F1 olarak
da bilinir) gibi transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girebilmektedir. N-terminal alanini lizin 44 (K44),
G9A tarafindan dimetillenir ve G9A ve/veya EHMT1 (GLP olarak da bilinir) ile etkilesimler icin 6nemlidir;
bu etkilesim, embriyonik kok hiicre pluripotensi ile ilgili olan OCT3 promotori gibi bazi lokuslarin DNA
metilasyonu icin gereklidir. PIWWP, DNA ve heterokromatin baglanmasinin yani sira histon H3 lizin 36
trimetilasyonu (H3K36me3) ve H3K9me3 isaretleri ile etkilesimler dahil olmak Uzere cesitli yeteneklere
sahiptir. ADD alani, histon deasetilaz 1 (HDAC1) ve modifiye edilmemis H3K4 icin glgli bir afiniteye
sahiptir ve DNA metiltransferaz aktivitesini olumlu yonde etkiledigi distintilmektedir. Bu alan, modifiye
edilmemis histon H3 baglanmasinin varliginda bir inhibisyon déngusii olarak hareket etmek igin

metiltransferaz alanina baglanmaktadir. Ayni zamanda histon-lizin N- metiltransferaz SUV39H1 gibi gen
baskilanmasinda yer alan histon degistiricilerle de etkilesime girmektedir. Ayrica, ADD alani, zeste

homologu 2'nin (EZH2) histon-lizin N- metiltransferaz gliclendiricisine baglanmaktadir. EZH2, H3K27
metilasyonundan sorumlu olan Polycomb baskilayici kompleks 2'nin (PRC) bir pargasidir [73].

DNMT3A'daki ti¢ ana alanin her birinin belirli epigenetik isaretlerle iliskili oldugu gosterilmistir.
Son zamanlarda DNMT3A icin bir mekanizmasi gosterilmektedir, bu mekanizmada ADD alaninin,
MTase alanini fiziksel olarak bloke ettigi sdylenmektedir. Benzer sekilde, PWWP alani, DNA'yl ve
trimetillenmis histon H3 lizin 36'y1 (H3K36me3) baglamaktadir. H3K36me3, aktif kromatini isaretler ve
perisentromerik DNA dahil olmak lzere gen govdeleri ve tekrarlayan elementler agisindan oldukga
zengindir. Gergekten de, DNMT3A perisentromik heterokromatik odaklarla ayni yerde bulunur ve EK
hlcrelerinde PWWP alaninin bozulmasi, DNMT3A'nin yaygin bir nikleer modellenmesine ve
perisentrik heterokromatinde ana uydu tekrarlarinda metilasyon aktivitesinin kaybina yol agmaktadir.
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Gametogenez ve erken embriyogenez sirasinda, tekrarlayan elementlerin baskilanmasi yoluyla germ
hattinin korunmasi cok 6nemlidir; bu bastirma, embriyonik gelisim sirasinda PWWP alaninin 6nemli bir
islevini temsil edebilmektedir [72].

Son olarak, DNMT3A'nin MTase alaninin, tercihen metillenmemis DNA'yl bagladig
gosterilmistir. in vitro deneyler, bazi CpG yan bazlarinin, 6zellikle AT acisindan zengin dizilerin,
metillenmis CpG'lerde zenginlestirilmis dizi motifleri hakkinda genom c¢apinda verilerle tutarl olarak,
metilasyon aktivitesini birka¢ buylklik sirasi ile artirabildigini gostermistir. DNMT3A'daki somatik
mutasyonlarin ¢ogu heterozigottur ve U¢ ana alanin her birinde de novo germ hatti mutasyonlari
meydana gelebilmektedir [72].

Cekirdekte, DNMT3A, MTase alanindaki iki farkli baglanma araylzi yoluyla dimerler,
tetramerler ve daha biylik yapilar olarak oligomerik bigimde bulunabilmektedir. Oligomerler,
homodimerik DNMT3A molekillerinden veya heterodimerik DNMT3A-DNMT3L molekillerinden
olusmaktadir, bununla birlikte, DNMT3L'de tek bir baglanma araylizinin varligi, bir 3L-3A-3A-3L
tetramer durumundan sonra daha fazla oligomerizasyonu 6nlemektedir. Tetramerin yapisi, ortalama
yaklasik 9 bp'lik bir mesafede iki bagimsiz CpG bdlgesinin koordineli metilasyonuna izin vermektedir.
Onemli olarak, DNMT3A'nin hem DNA hem de SAM baglanma afinitesinin yani sira enzimin
islenebilirligi, DNMT3A'nin oligomerik durumuna baghdir. Arastirmacilar, DNMT3L ifadesi ve
diferansiyel DNMT3A/3B izoformu kullanimindaki gelisimsel degisikliklere ek olarak, DNMT3A
baglanma arayizlerindeki mutasyonlari iceren bir dizi patolojik degisikligin, oligomerizasyonu etkiledigi
ve hiicre davranisini degistirdigini gbstermislerdir [72].

Cesitli miyeloid ve lenfoid neoplazmalarda DNMT3A gen mutasyonlari tanimlanmistir. ilging
bir sekilde, DNMT3A gen mutasyonlari, pediatrik kan kanserlerinde ¢ok nadir gérinmektedir ve
ergenlerde tespit edilen birka¢ mutasyon bulunmaktadir. Hematopoetik bozukluklarda bulunan
DNMT3A gen mutasyonlarinin ¢cogu, kodon R882'deki mutasyonlar icin 6nemli bir metiltransferaz alani
(MTD) icinde meydana gelmektedir (Sekil 2.14). Bununla birlikte, ana alanlarin her birinde R882
olmayan missense ve truncating mutasyonlar bulunmaktadir [73]. AML ve diger miyeloid
neoplazmlarda, R882 mutasyonlari genellikle heterozigottur. Bununla birlikte, T hicreli akut
lenfoblastik I6semide (T-ALL), miyeloid ve lenfoid bozukluklarda DNMT3A mutasyonlari tizerinde farkh
secici baskilar oldugunu distindiren yiiksek bir R882 disi biallelik mutasyon sikhigi rapor edilmistir. Bu
veriler ek mutasyonlarla birlikte ele alindiginda, DNMT3A'nin miyeloid I6semilerde haplo yetersiz bir
tiimor baskilayici gen oldugunu gostermektedir [72].
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Sekil 2.14: Miyeloid ve lenfoid [6semide DNMT3A mutasyon sikliginin dagihmi [73].

DNMT ifadesinin dizenlenmesindeki en 6nemli bulgulardan biri miR-29b aracili baskilamadir.
Arastirmacilar, miR-29b'nin 3’ UTR'lerinde DNMT3A ve DNMT3B'yi dogrudan hedefledigini, DNMT1
ifadesinin bir transaktivatori SP1'i hedefleyerek dolayli olarak DNMTI1'i asag regile ettigini
gostermistir [70].

2.8.2. Ten-Eleven Translokasyon (TET) Ailesi

5mC'nin kalici olarak kalitilan bir epigenetik modifikasyon oldugu uzun zamandir kabul
edilmektedir. Bununla birlikte, genomdaki bir 5mC alt kimesi, epigenetik olarak kararsizdir ve
enzimatik olarak daha fazla degistirilebilmektedir. TET enzim fonksiyonunun analizleri, DNA'daki
sitozinin, daha 6nce inanildig gibi ikili bir modifikasyon durumunda (C'ye karsi 5mC) mevcut olmadigini,
ancak farkli durumlarinda s6z konusu olabilecegini ortaya koymaktadir [74].

Sekil 2.15’te goriuldiglu gibi bir TET dioksijenaz, 5-mC'den 5-hmC'ye donlsimi katalize
ettiginde, bunu ¢ok asamali biyokimyasal reaksiyonlar takip etmektedir ve pozisyon en sonunda
degistirilmemis sitozin (uC) ile degistiriimektedir [75]. ilk TET ailesi liyesi, TET1/LCX, baslangicta bebek
AML'sinde bulunan kromozomal translokasyonun t(10;11)(g22;923) kirilma noktasindan MLL geninin
bir fizyon ortagi olarak klonlanmistir [76]. Arastirmacilar, Ten-Eleven Translokasyon-1 (TET1) geninin,
bir oksijen atomunu 5-mC'lik metil grubuna transfer ederek 5-mC'yi 5hmC’ye donustiren bir
dioksijenazi kodladigini gostermistir. Bu kesif, demetilasyon sireglerinin altinda yatan mekanizmalari
anlamada hizli ilerleme saglamistir [75]. TET1'in homoloji arastirmalari daha sonra iki ek aile Gyesinin,
TET2 ve TET3'lin kesfedilmesine yol agmistir ve yapilan analizlerle TET ailesi Uyeleri arasinda ortak
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ozelliklerin oldugunu, TET2 ve TET3 genlerinin TET1 geni ile benzer dioksijenaz fonksiyonlari
sergiledigini bulmus oldular [75,76].

Enzyme converting 5mC to ShmC, and further oxydization
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Sekil 2.15: TET enzimi 5mC’ni 5hmC’ne dénistiirmektedir. 5ShmC ayrica timin DNA glikosilaz (TDG) ve
baz eksizyon onarimi (BER) ile demetilasyon yoluna giren 5-formil sitozin (5-fC) ve 5-karboksil sitozin
(5caC)'ye oksitlenmektedir. 5hmC ayrica bir epigenetik isaret olarak da islev gormektedir [75].

Arastirmacilar sonraki calismalarla, G¢ TET proteininin tamaminin bir dioksijenaz enzimi
ailesine ait oldugunu gostermistir. TET ailesi 5mC'lik metil grubunu art arda oksitlemek icin ayni
katalitik aktiviteyi paylasmaktadir. 5-hidroksimetilsitozin (5hmC), 5-formilsitozin (5fC) ve 5-
karboksilsitozin (5caC) olmak Uzere g farkh oksitlenmis metilsitozin formu oldugunu gostermislerdir
[74].

2.8.2.1. TET2 Geni

TET enzim ailesinin bir Uyesi olan TET2 geni, kromozom 4q24 (zerinde bulunmaktadir ve
protein Uriini olan TET2, DNA demetilasyonunu desteklemek icin 5-mC’yi 5-hmC’ye donustirerek DNA
hidroksimetilasyonunu modile etmektedir [77]. TET2 gen mutasyonlarinin; hematopoetik
malignitelerde, o6zellikle miyeloid maligniteler igin, potansiyel bir prognostik biyobelirte¢ olarak
Onerilen 5ShmC'deki bir azalma ile iliskili oldugu belirtilmektedir [77].

TET proteinleri, korunmus bir sistein agisindan zengin alan ve bir ¢ift sarmalli B-sarmal alani
(DSBH) iceren bir karboksil-terminal ¢ekirdek katalitik alani igermektedir (Sekil 2.16). DSBH alani iginde
Fe(ll) ve 2-oksoglutarat (20G) ile etkilesime giren anahtar katalitik kalintilar bulunmaktadir. Kofaktor
baglanmasi (izerine molekiler oksijen, katalitik alanda Fe(ll)'yi oksitlemektedir, boylece 20G'nin
oksidatif dekarboksilasyonunu ve substrat oksidasyonunu indiiklemektedir. DSBH katalitik alaninin dis
ylzeyinde blyik bir ek alan bulunmaktadir. Bu yerlestirmenin kesin islevi henliz belirlenmemis olsa
da, glikozilasyon ve fosforilasyon gibi translasyon sonrasi modifikasyonlar yoluyla diizenleyici rollere
sahip olabilecegi dustintlmektedir. Bir ¢alisma, bu ekin silinmesinin, TET2 katalitik alani tarafindan
5hmC dretimini belirgin sekilde arttirdigini gostermektedir. TET proteinleri ayrica kromatin
hedeflemelerini potansiyel olarak diizenleyen ek bir alana sahiptir. Amino terminal bolgesinde, TET1
ve TET3, iki Cys4 tipi ¢inko parmak motifinden olusan CXXC alani adi verilen bir DNA baglama alanina
sahiptir [74]. ilging bir sekilde, TET2'nin CXXC tipi bir etki alani yoktur. TET2'nin CXXC tipi domaininin
evrim sirasinda bir kromozomal inversiyona ugradigi séylenmektedir. Sonug olarak, CXXC alanini
kodlayan segmentin, katalitik alani kodlayan bélgeden ayrildigi, bu nedenle, ters yonde TET2 geninin
5’-ucunda yer alan IDAX adi verilen bagimsiz, CXXC iceren bir gen haline geldigi varsayillmaktadir.
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IDAX'In, dogrudan baglanma yoluyla bozulmasini kolaylastirarak TET2 aktivitesini negatif olarak
diizenledigi 6ne surtlmektedir. (sekil 2.16) [74,76].
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Sekil 2.16: TET proteinlerinin etki alani yapisi [74].

TET proteinlerinin  CXXC alani (TET2 durumunda /DAX CXXC alani) yiiksek oranda
korunmaktadir ve tercihen metillenmemis CpG iceren dizilerle birlesmektedir. CXXC alaninin varlig
veya yoklugu, TET proteinlerinin genomik dagilimini etkileyebilmektedir. TET1 tercihen fare
EKH'lerindeki promotor CpG adalarinda (CGl'ler) veya gelistiricilerde, 6zellikle CpG adalarinda
saptanirken, TET2 ¢cogunlukla gen gévdelerinde veya gliglendirici bolgelerde zengindir [74].

Arastirmacilar, TET2 ile etkilesime giren proteinleri, TET2 ifade edilerek ve ardindan kiitle
spektrometrisi ile birlestirilmis afinite saflastirmasi yaparak tanimlayip analiz etmislerdir. Bilinen TET2
ile etkilesime girenlerin, kiicik molekiller, mikro-RNA'lar ve bazi transkripsiyon faktorleri oldugunu
gozlemlemislerdir. TET2, enzimatik aktivitesinden bagimsiz bir etki olan O-bagh beta-D-N-
asetilglukozamin (O-GIcNAc) transferazi (OGT) kromatine alabilmektedir. TET2 ve OGT, kromatin
Gzerinde birlikte yerlesir. Gen transkripsiyonunu diizenleyerek H3K4me3 seviyesini arttirir. Ek olarak,
¢ok sayida galisma, mikroRNA'larin (miR-7, miR-22, miR-26, miR-29, miR-101, miR-125) mRNA oncesi
seviyede TET2 gen ifadesini negatif olarak diizenledigini dogrulamistir [77].

TET2, kok hicrelerin kendi kendini yenilemesini ve soy baglhgini ve monositlerin terminal
farkhlagsmasini tesvik etmek de dahil olmak (izere, hematopoezde énemli roller oynamaktadir. TET2,
hematopoetik kok/progenitor hiicrelerde yiiksek oranda ifade edilir ve birincil kemik iligi hiicrelerinde
TET2'nin delesyonu, olgunlasmamis c-Kit+Lin— hiicrelerinin ylizdesinin artmasina yol agmaktadir, bu da
TET2 kaybinin kék/progenitér hiicre farkhilasmasini etkileyebilecegini distindirmektedir. CD34+ CD38+
hicrelerinde TET2 delesyonu, monosit klonalitesi destekleyebilir, bu da TET2'nin dizenleyici bir roli
oldugunu gostermektedir [77].

38



Besime Deniz Babacan, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

TET proteinlerinin yapisal analizleri, TET enzimlerinin substratlarini nasil tanidigina ve
oksidasyon reaksiyonlarini nasil katalize ettigine dair 6nemli bilgiler saglamaktadir. TET2 katalitik
cekirdek alaninin kristal yapisi, Cys agisindan zengin alanin, DNA'nin bulundugu DSBH alani etrafina
sarildigini ortaya c¢ikarmistir. Cys agisindan zengin ve DSBH alanlarindan birkag kalinti tarafindan
koordine edilen Ug¢ ginko parmaktan ikisi, kompakt bir kiresel yapinin olusumunu kolaylastirmak igin
iki alani birbirine yaklastirarak DNA substrat tanima igin benzersiz bir yapi olusturmaktadir. TET2,
5hmC'nin genom boyunca neredeyse sadece CpG baglaminda yer almasiyla tutarl olarak, yan diziler
icin herhangi bir tercih olmaksizin 5mCpG igeren DNA'lari spesifik olarak tanimaktadir. Bu etkilesim,
DNA omurgasindaki TET2 ve 5mCpGs-yan fosfatlarin anahtar kalintilari arasindaki genis molekller
arasl hidrojen baglari ile stabilize edilmektedir. Bazlarin (st (iste gelerek etkilesimlerinden kaynaklanan
hidrofobik etkilesimler de yapinin genel stabilitesine katkida bulunmaktadir. ilging bir sekilde, CpG
tanima 5mC'nin metil grubuna bagh degildir. Buna gore, TET proteinleri, aktif bolgede yliksek oranda
oksitlenmis 5mC tiirevlerinin formil ve karboksil gruplarini barindirabilmektedir [74].

Oksi-mC'lerin cogu 5mC'nin aksine, belirli bir CpG alaninda asimetrik olarak birikmektedir. Bu
iplik asimetrisinin molekiiler temeli nedir? DNMT enzimlerinin SRA alaninin 5mC'yi tanidig
gozlemlenmistir. TET2 ise bir baz cevirme mekanizmasi kullanarak oksi-mC'leri tanimaktadir. TET2'nin
simetrik olarak metillenmis palindromik CpG DNA'sina baglanmasi Uzerine, bir iplikte sadece tek bir
oksitlenmis baz, DNA dupleksinden disari cevrilerek aktif bolgeye dahil edilmektedir [74].

TET2, yaygin olarak bir tiimor baskilayici gen olarak kabul edilmistir. TET2 delesyonu, farelerde
miyeloid ve lenfoid malignitelere neden olmak igin yeterlidir. TET2 genindeki homozigot ve heterozigot
mutasyonlar, insan hematopoetik malignitelerinde tekrarlayan olaylardir [77]. Somatik TET2 gen
mutasyonlari, ¢cok cesitli hematolojik malignitelerde siklikla tanimlanmaktadir. Bu mutasyonlar, TET2
dioksijenazin enzimatik aktivitesinin bozulmasina neden olarak 5-mC'den 5-hmC'ye doénisimindn
yani, demetilasyonun basarisiz olmasina neden olmaktadir. TET2 mutasyonu tasiyan hiicrelerdeki
anormal 5-mC/5-hmC/uC paterninin, hedef genlerin ekspresyonunda degisikliklere neden oldugu ve
sonunda hicreleri hematolojik malignite gelistirmeye yonlendirdigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte,
TET2 mutasyonlarinin genom boyunca CpG boélgelerinde sitozinin metil grubu modifikasyon semasini
nasil degistirdigi ve bu tur yapisal degisikliklerin gen ekspresyon profillerini nasil etkiledigi belirsizligini
korumaktadir [75].

Hematolojik malignitelerde TET2'nin tekrarlayan mutasyonu ilk olarak kromozom 4q24
anormallikleri olan MDS hastalarinda rapor edilmistir. TET2, MDS hastalarinin kromozom 4g24'linde
tek ebeveynli dizomiden veya yaygin olarak silinen bir bélgeden tanimlanmistir ve MDS hastalarinin
yaklasik %26'sinin TET2'nin kodlama bélgesinde mutasyonlar (silmeler veya yanlis anlamli / anlamsiz
mutasyonlar) barindirdig1 gésterilmistir. Baska bir arastirma grubu, AML, MDS veya miyeloproliferatif
neoplazmali hastalarda TET2 geninin mutasyonlarini veya delesyonlarini da bildirerek, hastaligin
baslamasi icin nedensel rollerini ortaya koymustur. Daha sonraki ¢alismalar, TET2'nin KMML ve malign
lenfoma dahil olmak lizere ¢ok ¢esitli hematolojik malignitelerde mutasyona ugradigini géstermistir
[76]. Bu mutasyonlarin sikhg miyeloid ve lenfoid neoplazmalarda; MDS %20-35, MPN’dde ~%13,
KMML %30-60, AML'de ve %12-34'tir. Lenfoid malignitelerde ise bu oran %2-33 arasindadir. Sekil
2.17’de, TET2'nin maligniteler arasindaki gorilme sikhgi gorilmektedir. [75,77,78].

39



Besime Deniz Babacan, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

Myeloid malignancies M TET2 mutated
TET2 wild type
17% 23% 13% 37%
83 . 77% . 87% - 63% .
= ‘*..-l" §!.--”  omee®
AML MDS MPN CMML

(Ann Hemaoto! 2010; 89: 643-52)

Lymphoid malignancies

B lineage 6% 2%
7 |
. 94% ’ | 98% /
DLBCL FL
Tlineage 33% 20% 20% 15%

\lsm’ \ 80%/ \ 80‘)6, . 85%
AITL PTCL-NOS T-LBL Unspecified T-lymphoma
(Cancer Cell 2011; 20: 25-38)

Sekil 2.17: Cesitli hematolojik malignitelerde TET2 mutasyonunun sikhgi. AITL, anjiyoimmuinoblastik T
hiicreli lenfoma; AML, akut miyeloid 16semi; KMML, kronik miyelomonositik [6semi; DLBCL, diffiiz
blyik B hicreli lenfoma; FL, folikiler lenfoma; MDS, miyelodisplastik sendrom; MPN,
miyeloproliferatif neoplazm; PTCLNOS, periferik T hiicreli lenfoma, baska tiirli tanimlanmamis; T-LBL,
T-lenfoblastik lenfoma [76].

Bu miyeloid malignitelerden TET2 gen mutasyonlarinin en sik KMML ve MDS’de gorildigi
soylenmektedir. AML'de TET2 gen mutasyonlari, ikincil vakalarda de novo vakalara gére daha sik
gorilmektedir. Bu mutasyonlar, kodlama bolgesi boyunca frame-shift mutasyonlari ve nonsense
mutasyonlar veya enzimatik aktivite icin gerekli fonksiyonel alanlara lokalize olan missense
mutasyonlardir. TET2-DNA kompleksinin kristal yapisi, bélgedeki missense mutasyonlarin TET2'nin
katalitik aktivitesi icin gercekten 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir [75]. TET2 gen mutasyonlarinin
¢ogu heterozigottur, ancak kromozom 4q24'Uin uniparental dizomisinde bazi mutasyonlarin gift
heterozigot veya homozigot oldugu belirtiimektedir [76].

TET2 gen mutasyonlu miyeloid malignitelerin prognozu s6z konusu oldugunda, TET2
mutasyonlarinin etkisi tartismalidir. Baylk kohort ¢alismalari, TET2 gen mutasyonlarinin AML ve MPN
hastalarinda genel sagkalimlari etkilemedigini gostermistir. Bazi raporlar ise, TET2 mutanti KMML ve
AML hastalarinin, TET2 gen mutasyonlari olmayan hastalarla karsilastirildiginda daha koti sonuglara
sahip oldugunu gostermistir [77].

TET2 gen mutasyonlari, patogenezde erken bir olay olarak, cesitli hematolojik maligniteleri
tesvik etmek icin arka plan mutasyonlari olarak kabul edilen diger gen mutasyonlarla birlikte
gorilebilmektedir. Ornegin, sekil 2.19’da goérildugi gibi; FLT3-ITD mutasyonunu barindirirken TET2
gen mutasyonlari, AML'yi indlkledigi; TET2 gen mutasyonlari, JAK2 ve ASXL1 mutasyonu ile birlikte
gorilirse, PV ve sekonder miyelofibroz gibi MPN’ye neden oldugu; son olarak, TET2 gen mutasyonlari,
SRSF2 ve KRAS'taki mutasyonlarla birlikte KMML'ye sebep oldugu gosterilmistir [77].
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Sekil 2.18: Arka plan mutasyonlari olarak TET2 mutasyonlari [77].

Daha yakin zamanlarda, belirsiz potansiyel klonal hematopoezi olan yash bireylerde, yani
tanimlanmis hematolojik hastaligi olmayan klonal hematopoezi olan bireylerde TET2 gen mutasyonlari
tespit edilmistir. Bu, TET2 gen mutasyonlarinin tek basina l6semogenezi siirdiiremeyecegini ve ek
olaylarin muhtemelen katkida bulundugunu géstermektedir. ilging bir sekilde, insan hematolojik
hastaliklarinda TET1 ve TET3 mutasyonlari nadirdir [78]. Son olarak, DNMT3A’dan sonra, TET2 geni
klonal hematopoezde en stk mutasyona ugrayan ikinci veya (clinclu gendir. Bu, TET2 gen
mutasyonunun kendi basina hematolojik maligniteleri indiiklemedigini, bunun yerine bunu diger driver
mutasyonlariyla birlikte yaptigini géstermektedir [75].

Son zamanlarda, TET2'nin bagisiklik sisteminin diizenlenmesine de katildigi bildirilmistir. TET2,
diger TET ailesi genleriyle karsilastirildiginda her T yardimci hiicre (Th hiicresi) alt kimesinde yliksek
oranda eksprese edilir. TET2-/- T hiicreleri, hem mRNA hem de protein seviyesinde IFN-g ve IL-10
Uretiminde belirgin bir azalma gostermektedir, bu da azalmis p300 alimi ile iliskilendirilmistir ve bu,
TET2'nin Th1 ve Th17 hiicre farklilasmasini diizenleyebilecegini distindlrmustur [77].

2.8.3. MikroRNA (miRNA)

MiRNA'lar, transkripsiyon sonrasi gen ifadesini susturan yaklasik 22 nikleotid uzunlugunda
olan, kigik kodlanmayan RNA'lardir. C. elegans'ta ilk miRNA'nin kesfedilmesinden bu yana, kiiguk
diizenleyici RNA'lara olan ilgi giderek artmistir, bu da sineklerde, nematodlarda ve insanlarda binlerce
miRNA'nin kesfedilmesiyle sonuglanmistir. Bircok farkl organizmada yapilan ¢alismalar, tim gelisimsel
ve biyolojik sireclerde yer alan genlerin ifadesini diizenlemede miRNA'larin rollerini agiga ¢ikarmistir
[79].
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miRNA'nin biyogenezine birden fazla adim aracilik eder (sekil 2.19 [80]). Bunlar;

- Birincil miRNA transkriptlerinin transkripsiyonu,

- Drosha tarafindan nikleer isleme,

- Nikleositoplazmik disa aktarma,

- Dicer tarafindan sitoplazmik isleme ve

- Argonaute (Ago) proteinleri ile RNA kaynakh susturma kompleksinin (RISC) olusumudur [81].

DGCRS8
RHED dsRBD CIT
Centraldomain
/ |_: =i }—ai»— Drosha
Platform PAZ-like RIID
— T T B S— | - Dicer
Helicase-N Hel-l Helicase-C Dicer-
dsRBM TRBP
dsRBD1 dsRBD2 dsRBD3
| — N = AGO
N MID PIWI
Exportin §

20 tandem HEAT repeats

Sekil 2.19: miRNA biyogenez faktoérlerinin alani [80].

Kanonik miRNA'larin biyogenezi, esas olarak RNA polimeraz Il tarafindan uzun birincil miRNA
transkriptlerinin (pri-miRNA'lar) Uretilmesiyle baslamaktadir. Bu miRNA'lar, bireysel miRNA genleri
(monosistronik), miRNA kimeleri (polisistronik) veya protein kodlayan genlerin intronlari (intronik)
olarak kodlanmaktadir. Pri-miRNA'lar, cekirdekteki Drosha kompleksi tarafindan éncti miRNA'lar (pre-
miRNA'lar) olarak adlandirilan sag tokasi yapisina sahip RNA'lara islenmektedir. Bu Drosha kompleksi,
RNase lIl, Drosha ve ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) baglayici protein, DiGeorge sendromu kritik bolge 8'den
(DGCR8) ve cesitli ortak proteinlerden olusmaktadir. Drosha isleminin ardindan pre-miRNA'lar
exportin-5 (XPO5) ile sitoplazmaya aktarilmaktadir. Pre-miRNA'lar sitoplazmada RNase |IIl, Dicer
tarafindan islenir ve 21-24 nt miRNA dupleksini serbest birakir. TRBP, PACT ve ADAR1 dahil olmak Uzere
Dicer ile iliskili birka¢ protein bilinmektedir [81]. miRNA dupleksi daha sonra RISC olusturmak igin
HSP70/HSP90 saperonlarin yardimiyla bir Ago proteinine yiklenir. Ago proteini (Agol 4) arasinda
sadece Ago2, kiigik interferans yapan RNA (siRNA) mekanizmasinda hedef mRNA bolinmesini
saglayan glcli bir slicer aktiviteye sahiptir; digerlerinin slicer etkinligi yoktur veya slicer etkinligini
ortaya cikarmak icin karmasik bazi &zellikleri bulunmaktadir. iki miRNA dubleks dizisinden, Ago
proteinlerinde tutulan kilavuz iplik (miRNA olarak bilinir) olarak adlandirilan iplik stabil bir sekilde
RISC'yi olusturmaktadir. Sekil 2.20’de gozlendigi gibi miRNA olarak adlandirilan diger iplik atilir. Bireysel
miRNA duplekslerinin 5' (5p) ve 3' (3p) dizilerinden tiiretilen olgun miRNA'larin oranlari degismektedir
ve her iki zincir de bazi miRNA'lar icin islevseldir. Karisikhgl dnlemek icin, 5' (5p) ve 3' (3p) kollarindan
olgun miRNA'lara sirasiyla -5p ve -3p son ekleri eklenmektedir. RISC'nin olusumu hem miRNA'lari hem
de Ago proteinlerini stabilize etmektedir [81].
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Sekil 2.20: Kanonik miRNA’nin Biyogenez Yolu. miRNA biyogenezi, birincil miRNA transkriptlerinin
transkripsiyonu, Drosha tarafindan nikleer isleme, XPO5 tarafindan niikleositoplazmik disa aktarma,
Dicer tarafindan sitoplazmik isleme ve Ago proteinleri ile RISC olusumu dahil olmak Gzere bircok adim
tarafindan yonetilir [81].

Yukarida agiklanan kanonik miRNA biyogenezinin aksine, miRNA'lar kanonik olmayan
biyogenez olarak siniflandirilan bir Drosha ve/veya Dicer'den bagimsiz bir sekilde tretilebilmektedir.
Bugline kadar, kanonik olmayan ¢ok sayida miRNA biyogenez yolu aydinlatiimistir. Buna Drosophila
kisa RNA dupleksleri 6rnek olarak verilebilmektedir. Bunlar, pre-miRNA'larin yapisal 6zelliklerini taklit
eden "mirtronlar" olarak adlandirilan kisa intronik sa¢ tokalarindan tiiretilmektedir. Mirtronlar daha
sonra Drosha sirecini atlar ve exportin-5 ile birlikte kanonik miRNA yolu ile birlesmektedir. Bundan
sonra, Dicer tarafindan bolinirler ve kanonik yola benzer sekilde susturma komplekslerine dahil
edilirler [82].

Arastirmacilarin  yapmis oldugu birka¢ ¢alisma, Drosha/DGCR8'in pri-miRNA'lari pre-
miRNA'lara nasil isledigine dair anlayisimizi gelistirmistir. Sekil 2.21a’da goraldigi gibi pri-miRNA'larin
bir dizi 6zelliginin verimli pre-miRNA isleme igin dnemli oldugunu gostermislerdir. Bu 6zellikler arasinda
pri-miRNA sac tokasinin tabaninda bir UG motifi, apikal halkada bir UGU(GUG) motifi, aCNNC motif
(SRp20/SRSF3-baglama motifi) Drosha isleme bdlgesinin asagisinda 16-18 bp, uyumsuz bir GHG bazal
govde bolgesinde motif ve dar bir aralikta tolere edilebilir pri miRNA goévde uzunluklari (35 +/- 1 baz
cifti) yer almaktadir. Bu dizi ozellikleri, pri-miRNA'lar ile bir Drosha ve iki DGCR8'den olusan
heterotrimerik Drosha/DGCR8 kompleksi arasindaki etkilesimin yapisal 6zelliklerini barindirmaktadir.
Drosha bazal govde ile etkilesime girerek, bir bazal UG motifini tanimaktadir ve bazal ssRNA dsRNA
baglantisindan 11 ve 13 bp isleme bolgesini tanimlamaktadir. DGCR8, gdvde ve apikal bolgelerle
etkilesime girerek ve apikal bir UGU motifini tanimaktadir [81].
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Sekil 2.21: miRNA homeostazinin nicel ozellikleri. (a) Pri-miRNA'lari tanimlayan dizi 6zellikleri. (b)
Asimetrik iplik se¢iminin molekiler prensipleri. (c) miRNA metabolizmasinin dinamikleri ve genis
transkripsiyon sonrasi diizenleme. (d) Slper enhancer ile miRNA aginin hiyerarsisi arasindaki iliskiler
[81].

miRNA iplik seg¢iminin asimetrisinin altinda yatan mekanizmalar igin model yakin zamanda
revize edilmistir (Sekil 2.21b). Arastirmacilar sistematik biyokimyasal calismalariyla kigclik RNA
asimetrisinin dogrudan Ago proteinleri tarafindan yonlendirildigini gostermislerdir. Ago2, 5'-Uridin
veya 5'-adenozin ve potansiyel kilavuz ipliklerin 5' niikleobazlari ve 5'-fosfatlari ile temas eden MID
alanindaki iki algilayici boélge araciligiyla paralel olarak, kararsiz 5' uglari olan iplikleri segmektedir. Bu
nedenle miRNA asimetrisinde, 5' u¢ niikleotid kimligini ve termodinamik stabiliteyi yansitarak Ust Uste
binmis durum s6z konusu olmaktadir [81].

Fosforilasyon dahil olmak (zere biyogenez faktorlerinin bir dizi protein modifikasyonunun
miRNA homeostazini modiile ettigi bildiriimektedir. miRNA modulatorlerinin yakin zamanda yapilan
bir CRISPR/Cas9 tabanli taramasi, Ago2'nin CSNK1A1 tarafindan fosforile edildigini ve ANKRD52-PPP6C
fosfataz kompleksi tarafindan defosforile edildigini ortaya cikarmistir. Ayrica, Ago2'nin fosforilasyonu,
miRNA’nin varliginda eslik eden bir azalma olmaksizin hedef mRNA baglanmasini ve hedef baskilamayi
inhibe etmektedir (Sekil 2.21c). Ago2 fosforilasyonunun, hedef baskilamanin ge¢ asamalarinda
meydana geldigi gorilmektedir. Bu fosforilasyon dongisl, RISC'yi, hedef mRNA'dan digerine
yonlendirmek icin 6nemli olabilmektedir, boylece yilzlerce hedef mRNA'nin baskilama etkinligini
kontrol etmektedir. Ek olarak, birden fazla rapor, Lin28 dahil olmak Uzere cesitli RBP'lerin aracilik ettigi
miRNA islemesinin genis transkripsiyonel mekanizmalarini tanimlamistir (Sekil 2.21c) [81].
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Epigenetik diizenleme, miRNA ifadesini modile eden DNA metilasyonu ve kromatin/histon
modifikasyonlarini icermektedir. miRNA'lar cesitli epigenetik diizenleyicileri diizenlemektedir.
Arastirmacilar literatlir taramasina gore, 23 kanser tiriinde yaklasik 120 miRNA'nin epigenetik olarak
modiuile edildigini ve insan miRNA genlerinin metilasyon sikliginin, protein kodlayan genlerinkinden gok
daha fazla oldugunu ileri siirmugtir. Bu gorigle tutarli olarak, miRNA genlerinin, metilasyona duyarli
CpG adalari ve kanserle iliskili genomik bolgeler ile siklikla 6rtistiglini bulmuslardir. Pri-miRNA'larin
CpG adalarina yakinhgi, intragenik miRNA'lardan ziyade intergenik miRNA'lara yoneliktir. CpG
adalarinin veya kalintilarinin metilasyonu, konakgi gen promotorinin, intronik miRNA promotorindn,
CpG adalari ile ortlisen veya proksimal miRNA gen promotoériinin aktivitelerini azaltmaktadir. Bunun
sonucunda da farkli miRNA ifadeleri gorilebilmektedir. Ek olarak, histon modifikasyonlari miRNA
ifadesini ya aktive etmektedir ya da baskilamaktadir. Arastirmacilarin, meme kanseri hicrelerini
kullanarak yapmis olduklari bir calismada, histon deasetilaz inhibitorlerinin miRNA ifadesinde hizli ve
yaygin degisikliklere neden oldugu gbzlenmistir. Bu hizli yanit, epigenetik diizenlemenin, bir pri-miRNA
isleme mekanizmasinin varligi ile tutarh olarak, ortak transkripsiyonel ve/veya transkripsiyon sonrasi
pri-miRNA islenmesini etkiledigini gbstermektedir [81].

MiRNA'lar cesitli gelisimsel sireglerin 6nemli dizenleyicileridir. miRNA biyogenezinin
dizensizligi ve gen susturma, tim hematolojik malignite spektrumu ile iliskililendirilmektedir. miR-
155’in asiri ifadesi; ALL, KLL, kutanéz T hicreli lenfoma (KTHL) ve diffiiz bliyik B hicreli lenfoma
(DBBHL) ve ayrica diger hematolojik malignitelerde bildirilmistir. Fulci ve arkd. saglikli dondrlere kiyasla
KLL hastalarindan alinan CD19+ B hiicrelerinde miR-150'nin 6nemli 6l¢lide up regiile edildigini
gostermistir. Hiicresel sireclerin uygun sekilde diizenlenmesini slirdiirmek icin miRNA'lara ihtiyag
duyuldugundan, deregilasyonlari hematolojik malignite gelisimine, ilerlemesine ve metastaza yol
acmaktadir. Hematolojik malignitelerde anormal miRNA ifadesi, miRNA genomik lokuslarindaki
genomik varyasyonlardan kaynaklanabilmektedir Ornegin, miR-15/miR-16 kiimesinin genomik lokusu
B-KLL'de yiiksek frekansta delesyona ugramistir. Azalan miR-146a ifadesi, AML'de 5q kromozomunun
delesyonunun bir sonucu olarak da bastirilmaktadir [82].

Teorik olarak miRNA'larin islevi, diziye 6zgi bir hedef genin bastiriimasina aracilik etmektir. Bu
nedenle, belirli bir miRNA'nin kanserdeki rolii (onkojenik veya tiimor baskilayici), s6zde inhibisyon
hedeflerine bagl olmaktadir. Onkogenleri baskilayan miRNA'lar, timoér baskilayict miRNA'lar olarak
disindlirken, timor baskilayicilari hedefleyenler potansiyel olarak onkojenik miRNA'lardir (oncomir)
[83].

2.8.3.1. Miyeloid Malignitede miR-29 Ailesi

insan miR-29 ailesi 3 Uyeden olusmaktadir. Bunlar; miR-29a, miR-29b ve miR-29¢’dir. miR-
29'larin yapusi, islevi ve diizenlenmesi insan, fare ve sicanda ylksek derecede homologtur. MiR-29a ilk
olarak Hela hiicrelerinde Lagos-Quintana tarafindan tespit edilmistiir, ardindan miR-29b ve miR-29c
bulunmustur. miR-29 ailesinin éncileri, miR-29a/b-1 kiimesi ve miR-29b-2/c kiimesi olmak tizere 2 bi-
sistronik kiimede kopyalanmaktadir. miR-29a/b-1 kiimesi kromozom 7'de (7g32), miR-29b-2/c kiimesi
kromozom 1'de (1932) bulunmaktadir [84]. miR-29b-1 ve miR-29b-2'nin olgun dizileri 6zdestir, miR-
29a ve miR-29c ise miR-29b'den farkhdir ve sadece tek bir niikleotitteki farklilik ile birbirinden ayirt
edilmektedir. MikroRNA ailesinin her bir liyesi, ayni "¢ekirdek alani" ile karakterize edilmektedir ve bu
nedenle mikroRNA ailesi Uyeleri, mRNA hedeflemelerinde 6rtiismektedir. Benzer dizilere ragmen, miR-
29 ailesi tyeleri farkh hiicre alti olusumuna sahiptir. miR-29a esas olarak sitoplazmik oldugundan, miR-
29b cekirdekte daha fazla bulunmaktadir. Polisistronik birincil transkript miR 29a/miR-29b-1'i
icermektedir ve olgun miR-29a ve miR-29b'nin hiicre alti lokalizasyonu, 3' uc dizileri nedeniyle farkhdir.
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Olgun miR-29b'deki AGUGUU'nun terminal 3' ucu, bir transkripsiyon veya splicing diizenleyicisi olarak
hareket edebilecegi ¢cekirdege aktariimasindan sorumludur.

MiR-29 ailesinin dizenlemesinin iki yolu vardir. Ya promotor bdlgesindeki transkripsiyon
faktorleriyle dizenlenmektedir (Sekil 2.22), vya da; transkripsiyon sonrasin dizenleme
gerceklesmektedir. miR-29a/b-1 ve miR-29b-2/c kiimelerinin promotér dizenlemesi arasindaki farklar,
dokular arasinda miR-29a, miR-29b ve miR-29c ifadesinin tutarsiz oranindan kaynaklanabilmektedir.

uv INFECTION Hedgehog pathway TR
l v
Interferon y Vint signaling v v
v v GLI CEPBA C-Myc NF-KB
STAT TCF/LEF
v v Py ; - -
e e i R <Homosome 7
GAS Myc NF-KB pre-miR-29b-1/a
TGFB NF-KB
/ smad?
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Sekil 2.22: Kromozom 1 ve 7 lizerindeki transkripsiyon faktorleri ile miR-29 kiimelerinin dizenlenmesi.
Panel A — Kromozom 7 (izerinde pre-miR-29b-1/a kiimesinin diizenlenmesi Gli, C Myc ve NF-kB
transkripsiyon faktorleri icin negatif diizenleme gosterilmistir. STAT1, TCL/LEF ve CEBPA igin pozitif
dizenleme (oklar) gosterildi. Panel B — Kromozom 1 (izerinde pre-miR 29b-2/c kimesinin
dizenlenmesi. TGF B'den Smad2/3, YY1 ve C-Myc'ye kadar negatif diizenleme goésterilmistir. Pozitif
diizenlemeye MyoD aracilik etti [85].

Transkripsiyon faktdri Myc igin baglanma bdolgeleri, her iki miR-29 kiimesinin promotor
bolgesinde tanimlanmaktadir. Myc, bircok insan malignitesinde patolojik olarak aktive olan onkojenik
bir transkripsiyon faktoridir. Myc tim miR-29 ailesi Uyelerinin ifadesini negatif olarak
dizenlemektedir. miR-29b-1/a promotdr bolgesi, kanonik bir E-box Myc baglanma bolgesi
icermektedir ve c-Myc azaltilmis promotor aktivitesinin zorunlu ifadesini %50 oraninda azaltmaktadir.
Arastirmacilar, miR-29 ifadesinin c-Myc tarafindan bastirildigini verilerle dogrulamistir. Ayrica miR-29b-
1/a promot6rinin, Hedgehog sinyal yolu ile dizenlenebilen Gli baglama bdlgesi icerdigini
gostermislerdir. CCAAT/Arttirici Baglanma Proteini A (CEBPA)'yi baglanma boélgesi miR-29b-1/a
promotdriinde tanimlamiglardir. miR-29b-1/a promotdr bolgesi ayrica osteoblast farklilasmasi icin
gerekli olan T-hucre faktori/lenfoid gliclendirici faktor (TCF/LEF) icin iki baglanma bolgesi icermektedir.
MiR-29a ifadesi, kanonik Wnt sinyali ile indiiklenmektedir. Bu etkiye, proksimal promotér icindeki iki
TCF/LEF baglanma bdlgesi aracilik etmektedir. Bu da osteoblast farklilasmasi icin gereklidir [85].
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Arastirmacilar yapmis olduklari ¢alismalarin sonucu, miR-29 aile Uyelerinin ifadesinin
hematolojik malignitelerde genis Olglide deregiile edildigini ve bunun yeniden yapilandirilmasinin
kanser hiicrelerinin fenotipini etkiledigini géstermektedir. Onemli olarak, miR-29'larin anti-timér
aktivitesi, genellikle, icsel epi-miRNA aktiviteleri tarafindan indiklenen kanser hiicresi epigenomundaki
degisikliklere dayanmaktadir. Bu tiir hastaliklarda miR-29 ifade diizeylerine iliskin sonuglar oldukga
tartismalidir, bu farkhhk calismalar icin kullanilan farkli platformlara ve analiz edilen farkh AML alt
tiplerine bagli olmaktadir. Literatlirde stirekli olarak farkli biyolojik fonksiyonlarla birlikte miR-29 ailesi
Gyelerinin farkli ifade diizeyleri ortaya ¢cikmaktadir [84].
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Ekipmanlari

>

>

Y V YV V YV VYV YV VYV V V VY ¥V V V VY

Real-Time PCR Cihazi (Applied Biosystems, ABI 7500, Singapur)
Santriflij (NUve, NF-800, Tiirkiye)

Santriflij (NUve, NF-400, Tlrkiye)

Santriflij (NUve, NF-048, Tlrkiye)

Mikrosantrifij (Nive EN-500, Turkiye)

Mikrosantriflij TUpU (Axygen, MCT-150-A, ABD)

Vorteks (VELP, Scientifica, italya)

Nanodrop (Thermo Scientific, ND 2000, ABD)

Derin Dondurucu (Argelik, 2031D, Tirkiye)

Buzdolabi (Arcelik, 8188 NF, Tlirkiye)

Etiiv (Ntve, FN 500, Turkiye)

Otoklav (Niive StreamArt, OT 40 L, Turkiye)

Mikropipet (100-1000 pl), (Star Labs, S7110-1000, Almanya)
Mikropipet (20-200 pl), (Eppendorf Research, 3123000055, Giiney Amerika)
Mikropipet (10-100 pl), (Ahn, GL838601, Almanya)

Mikropipet (0,5-10 pl), (Ahn, GB831568, Almanya)

Mikropipet (0,2-2 pl), (Thermo Electron Corporation, V89173, ABD)
Mikropipet (2-20 ul), (Thermo Electron Corporation, V57018, ABD)

3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

>

vV V VYV VYV V VYV V

TRIzol™ Reagent (15596026, Invitrogen, ABD)

Kloroform:izoamilalkol(24:1) (Sigma-Aldrich, C0549-1PT, Almanya)
izopropanol (Sigma, 19516, Kanada)

Etanol (Merck Millipore Corporation, 1009712500, Almanya)

Distile su (Polifarma, PS-808034, Tirkiye)

dNTP(10um) (Invitrogen, AM8200, ABD)

RevertAid Reverse Transcriptase (200 U/uL) (Thermo Scientific, EP0441, ABD)

5 x RT Buffer (250 mM Tris-HCI (pH 8.3 at 25°C), 375 mM KCl, 15 mM MgClI2, 50 mM

DTT) (Thermo, EP0441, ABD)

Ribolock RNase Inhibitor (40 U/ pl) (EO0382, Thermo Scientific, ABD)
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> Oligo(dT) (MWG-Biotech AG, 18, Almanya)

> Master mix (Applied Biosystems, 4305719, ABD)

> Pipet ucu 10 pl'lik (Axygen, T-300, ABD)

> Pipet ucu 200 pl'lik (Axygen, T-200-Y, ABD)

> Pipet ucu 1000 ul'lik (Axygen, T-1000-B, ABD)

> Real Time PCR Plate (Applied Biosystems, 4306737, ABD)

> Real Time PCR Plate Kaplama Filmi (Applied Biosystems, 4311971, ABD)
> Real Time PCR Plate Tutucu (Applied Biosystems, ABD)

>  Primer ve Problar

3.3. Kontrol ve Hasta Grubunun Segimi

Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan desteklenen ‘Miyeloid
Malignitelerde, TET2 ve DNMT3A Genleri ile hsa-miR-29 ifade Diizeylerinin Arastirilmas’ adl tez
calismamiz, Mersin Universitesi Klinink Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 19.02.2020 tarihli ve
2020/116 sayil kurul karariyla uygun bulunmustur. Calismamiza, Temmuz 2015 ve Mart 2018 tarihleri
arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi i¢ Hastaliklari Bolimii
Hematoloji Bilim Dal’'na basvuran toplam 102 gonilli hastaya ait, rutin amacl alinmis koleksiyon
kemik iligi 6rnekleri dahil edilmistir. 13 6rnekten olusan kontrol grubumuz ise; herhangi bir hematolojik
malignite tanisi almayan hastalarin kardiyovaskiler cerrahi sirasinda sternumlarinin kesilmesiyle
operasyon alanina sizan ve herhangi bir tanisal ya da tedavi degeri olmayan, cerrah tarafindan aspire
edilerek atilan kemik iligi 6rneginden olusmaktadir. Bu arastirmada kullanilan kemik iligi drnekleri arsiv
materyali olup BAP tarafindan desteklenmektedir. Hasta grubunu ve kontrol grubunu olusturan
bireylere arastirmayi kabul ettiklerine dair bilgilendirilmis onam formu imzalatilmistir. Calismamiz,
Sekil 3.1’deki is akis semasinda gosterilen temel basamaklar kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.1: is akis semasi.

3.4. Kemik iliginden RNA izolasyonu

Dondurucuda -80 ::C'de saklanan kemik iligi 6rnekleri alindi ve c¢6ziilmesi icin beklendi.
Ardindan geleneksel guanidyum- isotiyosiyonat / fenol- kloroform izolasyon yontemi kullanilarak
kemik iligi orneklerinden manuel RNA izolasyonu yapildi.

> Kemikiligi 6rneklerinden 300 pl alinarak 1.5ml’lik mikrosantrifiij tlipline transfer edildi.
> Uzerine 500 pl ribozol (trizol) eklenip vortekslenerek 15 dk buz icinde inkiibe edildi.

> Inkiibasyon sonrasi drneklerin {izerine +4 ¢:C ‘de muhafaza edilen 200 pl
kloroform: izoamilalkol (24:1) eklendi ve vortekslendi.

> Mikrosantrifij tlpleri +4 <:C'de 14.000 RPM’de 10dk santriflj edildi.

> Santrifllj sonrasi 6rnekler, tstte acik sivi fazda RNA, ortada beyaz bulutsu fazda DNA
ve altta kirmizi fenol fazda protein olmak Uzere (g ayri faza ayrildi.
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> RNA’nin bulundugu Ustteki faz pipet yardimiyla alinarak etiketli tlplere transfer
edildi.

> Uzerine 500 pl izopropanol eklendi ve RNA’nin ¢ékmesi icin oda sicakliginda 10 dk
inktbe edildi.

> Tipler +4 <:C’'de 10 dk 14.000 RPM’de santrifij edildi.
> Supernatant, pelletin alt-Ust olmamasina dikkat edilerek pipetle atildi.

> Pellet Gzerine 1ml hacimde %80’lik soguk etanol ilave edilerek RNA’nin yikanmasi
saglandi. Ardindan 6rnekler 24 saat -20 <:C’de bekletildi.

> Tupler -20 <:C'den cikartilip +4 :C'de 10 dk 14.000 RPM’de santrifij edildi.

> Supernatant atildi ve etanoliin kalmamasina dikkat edilerek kuruma icin 15 dk inkiibe
edildi.

> RNA pelletinin ¢6ziinmesi icin lzerine 50 pl apirojen distile su ilave edildi.

> Disuk devirde 10 sn vortekslendi ve oda sicakliginda 10 dk bekletildikten sonra tipler
-20 #:C’de saklandi.

> Tum RNA 6rneklerinin spektrofotometrik 6lglimleri yapild.

> Tum RNA ornekleri 6lcim sonrasi 40 ng/ul konsantrasyonda olacak sekilde steril
apirojen su ile seyreltildi.

> cDNA sentezi ve Real-Time PCR islemleri 6ncesinde her bir reaksiyonda esit miktarda
RNA kullanild.

3.5. cDNA Sentezi

3.5.1. DNMT3A ve TET2 Geni cDNA Sentezi

cDNA sentezi igin kullanilacak olan kimyasallar ve RNA &rnekleri -20 <:C'den gikarildi ve
¢Ozuldi. Kimyasallar kisa sireli santrifiij edildi. Ardindan Tablo 3.1’deki bilesenler kullanilarak cDNA
reaksiyon karisimi toplam hacmi (41,7x120) 5004 ul olacak sekilde hazirlandi. Real-Time PCR Plate
kuyucugunun her birine tabloda bir tiip icin verilen miktarda reaksiyon karisimi koyuldu ve Gzerlerine 5
ul RNA 6rnegi eklendi.
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Tablo 3.1: cDNA sentezinde kullanilan bilesenler.

Sarf Malzeme 1 Kuyucuk icin Miktar | Ornek Sayisi Kullanilan Toplam
Malzeme

dH,0 24ul 115 2760ul

dNTP (10um) 4l 115 460ul

Reverse Transcriptase 0,2ul 115 23ul

(RT) (20 U/ pum)

5 x Buffer 8ul 115 920ul

RNase Inhibitor (40 U/ 0,5ul 115 57,5ul

um)

Poly T 5ul 115 575ul

Toplam Hacim 41,7 115 4795,5ul

Calismada referans olarak kullanilmak tizere ‘0’ 6rnegi hazirlandi ve tiim kontrol 6rneklerinden
(13) 10’ar pl RNA (toplamda 130 pl) alinarak epandorf tiipline aktarildi. Mikropipet yardimiyla pipetaj
yapilarak homejenizasyon saglandi. Bu karisimdan 13 kuyucuga 5’er ul eklendi ve lizerine 1 kuyucuk
icin belirtilen miktar ilave edildi. Bu islem i¢in 41,7x 13 =542,1 ul hacimde ayri olarak hazirlanmis cDNA
karisimi kullanilmistir.

Real-Time PCR Plate’i 2000 RPM’de kisa siire santrifilij edildi. Hemen ardindan Real-Time
PCR cihazina yerlestirildi. Uygun PCR reaksiyon kosullarinda cDNA elde edildi. PCR reaksiyon kosullari
Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2: Real-Time PCR reaksiyonu ¢alisma kosullari.

Sicaklik Sire
Aktivasyon 16 :C 30 dk
Reverse-Transkriptaz 42 &:C 30 dk
Enzim Aktivasyonu 85 &:C 8 dk
Bekleme 44C 2 dk

3.5.2. miR-29 cDNA Sentezi

Hasta ve kontrol gruplarindan manuel yontemle elde ettigimiz RNA 6rneklerinden cDNA
sentezinde her bir 6rnekten 2 pg/ul olacak sekilde RNA kalip, Reverse Tanskiptaz ve 6lgiim yapilacak
mMiRNA’ nin primerleri kullanilarak 5 pl’ lik reaksiyon karisimi olusturuldu. Reaksiyon karisimlari ve
kosullari asagidaki gibidir:

Tablo 3.3’ deki miktarlar baz alinarak 2000 ul’ lik reaksiyon tiiplinde 1. Karisim (reaksiyon
karisimi) hazirlandi ve 10 dk -20°C’de bekletildi. Tablo 3.4’teki gibi, Reaksiyon karisimi, RNA kalip, dH,0
miktarlara gore total hacim 15 pl olacak sekilde her bir hasta ve kontrol i¢in 500 ul’lik reaksiyon
tlplerine konuldu ve 5 dk kadar 90°C'de etlivde bekletildi. 2000 pl’lik reaksiyon tiipiinde hazirlanan
karisim, icerisinde, su ve kalip RNA bulunan tlplere esit miktarda (5 ul) dagitildi ve her bir reaksiyon
tiplnde son hacim 15 pl oldu. cDNA reaksiyon tupleri, 37°C’'de 60 dk, 95°C'de 5 dk olacak sekilde
thermal cycler cihazinda inkiibe edilerek cDNA sentezi gerceklestirildi. Ornekler, Real-time PCR
uygulamasina kadar -20°C’de bekletildi.
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Tablo 3.3: miR-29 cDNA Reaksiyonu igin Kullanilan Karisimlar 1.

Her bir hasta ve kontrol igin eklenecek miktar
dNTP 10mM 1,5 ul
5XBuffer (Tampon) 3ul
RNaz inhibitér 40 U/ul 0,1ul
RT primer 0,2 ul
Revers Transkriptaz 20 U/ ul 0,25 ul
TOPLAM 5l

Tablo 3.4: miR-29 cDNA Reaksiyonu igin Kullanilan Karisimlar 2.

Her bir hasta ve kontrol igin eklenecek miktar
Reaksiyon karisimi 5 ul
RNA kalip 2 ug/ul
dH,0 10 pl - Kalip RNA miktari
TOPLAM 15 pl

3.6. Real-Time Kantitatif PCR ile Gen Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Miyeloid malignitesi olan hastalarin ve kontrol grubu hastalarin kemik iligi 6rnekleri
kullanilarak elde edilen RNA’larla cDNA’lar olusturuldu. Bu cDNA’lar kalip olarak kullanilarak floresan
hibridizasyon probu aracili kantitatif Real-Time PCR ile ekspresyon analizi yapildi.

Bu tez calismasinda arastirilan DNMT3A, TET2 genleri ve mir-29a, mir-29b ve mir-29¢ miRNA
ekspresyon degisimleri belirlendi ve DNMT3A ve TET2 icin ACTB geni referans olarak kullaniimistir. miR-
29a-3p, miR-29b-3p ve miR-29¢-3p icin ise miR-26b referans olarak kullanilmistir. ilgili genlerin ve
miR’lerin ekspresyonlari ACTB ve miR-26b oranina gore katl degisim (fold-change) olarak hesaplandi.
Ekspresyon dizeyinin kantitasyonu AACt yontemi ile yapiimistir.

Calisilacak olan genlerin Tagman problarinin 5’ ucu 1sima yapabilen FAM ile, 3’ ucu bu
1Isimayi sogurabilen BHQ ile isaretlenmistir. ACTB geninin 5’ ucu 1sima yapabilen VIC ile, 3’ ucu bu
Isimayl sogurabilen TAMRA boyasi ile isaretlenmistir. Prob, hedef molekil (izerinde F ve R
primerlerin ortasina baglanmaktadir. Primerler uzayip probun baglanma noktasina geldigi zaman DNA
polimeraz enziminin 5’3’ niikleaz aktivitesi nedeniyle prob 5’ ucundan degrade olmaktadir. Boylece
5’ kisminda bulunan FAM ve VIC'in i1sima yapmasi saglanir. Bu isima miktari Real-Time PCR cihazi
tarafindan saptanmakta ve analiz edilmektedir.

Her bir miRNA icin kullanilan primer ve florojenik ZNA™ problar (Metabion international AG)
Primer ekspres 3.0 programi (Applied Biosystems) kullanilarak dizayn edilmistir. Kullanilan problarin 5’
ucu I1sima yapabilen FAM ile, 3’ ucu bu 1simayi sogurabilen BHQ ile isaretlenmistir. Primer icindeki
sitozinler yerine C-5 propinildeoksiribo sitozin (pdc) kullanilarak Tm degerleri arttirilmistir. Ayrica
problar sentezlenirken kullanilan sikistirilmis niikleik asitler (zip nucleic acids- ZNA) ile de Tm degeri
artisi yoluyla hedefe baglanma 6zglnliugi arttirilmistir.

Genler ve miRNA’lar icin dizayn edilen primer ve prob dizileri Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da
listelenmistir.
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Tablo 3.5: DNMT3A, TET2 ve ACTB genlerinin primer ve prob dizileri.

Gen Adive ID Primer/Prob Tari Primer/Prob Dizisi
DNMT3A F Primer 5'-GCCGCTGAGCTCGTTTTG-3’
R Primer 5-GTAGATGGCTTTGCGGTACATG-3'
1D: 1788 Prob 5'-FAM-GCGTTCCACCAGGCCACGTACA- BHQ-1-3'
TET2 F Primer 5-GAGCCCACTTACCTGCGTTTC-3'
R Primer 5'-CGAGTGAAGGCATATGGAGATG-3'
D:54790 Prob 5’-FAM- CTCTTGCCGAAAGGACCATGTCCGT-BHQ- 1-3’
ACTB E Primer 5'-AAACTGGAACGGTGAAGGTG-3'
ID: 60 R Primer 5-AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT-3'
Prob 5'-VIC-TCCCCCAAAGTTCACAATGT-TAMRA-3'

Tablo 3.6: miR-29 ve mirR-26 primer ve prob dizileri.

miRNA Adi ve ID

Primer/Prob Tlru

Primer/Prob Dizisi

hsa-miR-29a-3p ID:

5’-GCCGCTAGCACCATCTGAAAT-3'

F Primer
RPri 5'- GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACTAACCG- 3’
407021 rimer
Prob 5'-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC) TAACCG-ZNA4-BHQ-1-3’
hsa-miR-29b-3p ID: E Primer 5'-GCCGCTAGCACCATTTGAAATC-3'
407024 R Primer 5'- GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACAACACT- 3’
Prob 5'-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC) AACACT-ZNA4-BHQ-1-3'
hsa-miR-29¢-3p ID: F Primer 5'-GCCGCTAGCACCATTTGAAAT-3'
RPri 5'- GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACTAACCG- 3’
407026 rimer
Prob 5'-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC) TAACCG-ZNA4-BHQ-1-3’
hsa-miR-26b F Primer 5'-GCCGCTTCAAGTAATTCAGG-3'
D: 407017 R Primer 5'-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACACCTAT-3'
Prob 5'-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)A(pdC)CTATCC-ZNA4-BHQ-1-3

Real-Time PCR analizinde kullanilacak primer-prob konsantrasyonlari ve termal dongi
parametreleri 6nceden optimize edilmistir. Real-Time PCR cihazi ile analiz asamasinda uygulanan
adimlar asagidaki gibidir:

> Alinan primer ve problar kataloglarinda belirtilen sekilde saf su ile sulandirildi, ardindan en
disik hizda vortekslenerek ¢oziinme ve homojenizasyon saglandi.

> cDNA ornekleri ve Real-Time PCR icin gerekli olan Master mix -20:: C'den c¢ikarilip
¢Ozdurdlda.

> Her bir gen icin bir adet uygun hacimli epondorf tliplnin (1,5 mL) Gzeri isimlendirildi.

> Real-Time PCR galismasi icin gerekli olan reaksiyon bilesimi hazirlandi.
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> Reaksiyon bilesimi tlipte olusturulduktan sonra hafifce pipetaj yapilarak homojen hale
getirildi.

> Plate tasarimina gore calisilacak tiipten 20 pl alinarak her bir plate kuyucuguna eklendi.
> Kuyucuklar iginde bulunan bilesiminin tGizerine 5 ul cDNA eklendi.

> Plate’nin Uzeri film ile kapatildi.

> Plate 2000 RPM’de 2 dk santrif{ij edildi.

> Plate Real-Time PCR cihazinin igine yerlestirildi ve analiz baglatild.

> Analiz programi, ‘On Bekletme Asamasi’ 50:: C'de 2 dk. ‘Bekletme Asamasl’ 95 C'de 10

dk, ‘Dongi Asamasi’ (50 dongli) 957 C'de 15 saniye; 60 C'de 1.30 dk olacak sekilde
ayarlandi.

Tablo 3.7: Real-Time PCR igin gerekli bilesenler.

Soliisyon Miktar
cDNA kalip 5ul

2 x TagMan Universal PCR master mix 12,5 ul
Primer F 400 nM
Primer R 400 nM
TagMan®Prob 400 nM
Primer F (miR) 900 nM
Primer R (miR) 900 nM
TagMan®Prob (miR) 200 nM

3.7. Gen ifade Analizi

Bu calismada DNMT3A, TET2 ve miR29 ailesinin ifade seviyelerindeki degisimin incelenmesi
icin gen ifade analiz ydntemlerinden biri olan Livak K.J tarafindan tanimlanan 2 22¢T hesaplama metodu
kullanilmistir. Bu metod hedef gen ile kontrol genin ifadelerinin karsilastirilmasina dayanir. Real-Time

PCR cihazindan elde edilen Ct degeri izerinden hesaplama yapilmaktadir.
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3.8. istatistiksel Analiz

Bu calismaya ait verilerin istatistiksel analizi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve
Tibbi Bilisim Anabilim Dali’ndan danismanlik alinarak yapildi.

Hsa-miR-29 ailesinin (miR-29a, miR-29b ve miR-29c), TET2 ve DNMT3A genlerinin AML, KML, MDS, ET
ve PV hastalarinda ve kontrol grubunda ifade degisimleri Real-Time PCR yontemi ile belirlendi. Ct
degerleri izerinden 2 “2¢T degerleri hesaplandi. Elde edilen verilerin dagilimi Shapiro Wilk testi ile
kontrol edilmistir. Sayisal degiskenler normal varsayiminin saglanip saglanmadigina gére medyan [25P-
75P] veya ortalamatstandart sapma seklinde, kategorik degiskenler ise sayi ve yiizde cinsinden
dzetlenmistir. ikiden fazla bagimsiz grup karsilastirmasi icin Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Anlamhlik
tespit edilen degiskenler icin post-hoc test olarak Dunn-Bonferroni testi kullaniimis olup, Box-Whisker
grafigi cizilmistir. Yas degerlerinin karsilastirlmasi amaciyla ANOVA testi kullaniimistir. Kategorik
degiskenler arasindaki iliskiyi tespit etmek amaciyla ki-kare testinden vyararlanilmistir. Sirekli
degiskenler arasindaki iliskiyi tespit etmek amaciyla ise Spearman korelasyon katsayisindan
yararlaniimistir. p<0,05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Miyeloid malignite tanisi almis bireylerin kemik iligi 6rneklerinden hsa-miR-29a, hsa-miR-29b
ve hsa-miR-29c TET2 ve DNMT3A ifade dizeylerini arastirmayi planladigimiz bu tez c¢alismasina 102
gondlli hasta ve 13 gonilli kontrol birey dahil edilmistir. RNA izolasyonunu takiben nanodrop ile
260nm/280nm’de RNA saflik 6lgimi  yapilmistir. Elde edilen sonuglarin uygun aralkta (1,6- 1,9)
oldugunun belirlenmesinin ardindan Real-Time PCR ile ifade diizeyleri arastiriimistir. Hsa-miR-29a,b ve
¢, TET2 ve DNMT3A genlerindeki ifade dizeyi degisimlerini belirlemek igin kantitatif gergek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu yontemi kullaniimigtir.

4.1. Calisma Gruplarinin Yas ve Cinsiyet Bakimindan Degerlendirilmesi

Tez calismamiza miyeloid malignite tanisi almis, 28 AML, 19 KML, 34 MDS, 11 PV ve 10 ET
olmak Uzere toplam 102 hasta ornegi ve miyeloid malignite tanisi almamis 13 kontrol 6rnegi dahil
edilmistir. Calisma grubumuzda toplam 64 erkek birey ve 51 kadin birey bulunmaktadir. Cinsiyetlerin
dagilimi bakimindan gruplar arasinda farklilik yoktur (p=0,142) (Tablo 4.1 ). Yas degerleri bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklihk yoktur (p=0,071) (Tablo 4.2 ).

Tablo 4.1: Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyet dagilimu.

Cinsiyet KONTROL | AML KML MDS PV ET TOPLAM
Erkek Sayi 8 15 14 18 7 2 64
Ylzde 61,5% 53,6% 73,7% 52,9% 63,6% 20,0% 55,7%
Kadin Say 5 13 5 16 4 8 51
Ylzde 38,5% 46,4% 26,3% 47,1% 36,4% 80,0% 44,3%
Toplam | Sayi 13 28 19 34 11 10 115
Ylzde 100,0% 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%

Tablo 4.2: Hasta ve kontrol gruplarinin yas dagilimu.

Grup Kisi Sayisi En Dlstik Yas | En Yiiksek Yas | Ortalama Standart
Sapma
Kontrol 13 22 80 62,00 14,600
AML 26 21 81 61,69 13,160
KML 19 35 87 58,79 15,810
MDS 34 50 88 69,26 9,385
PV 11 38 76 62,00 13,244
ET 10 34 85 59,50 17,501
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4.2. Genlerin ifade Degisimlerinin Degerlendirilmesi

Genlerin ifade seviyeleri ve gruplar arasindaki ifade degerlerinin degisimleri RQ degerlerine
gore tespit edilmistir (Tablo 4.3). Tablonun ayrintilarina alt basliklarda deginilmistir. Gruplar arasinda
tiim genler icin ifade dizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir farklilik vardir (p<0,001). Bu
degerler icin farkliigin hangi gruplardan kaynaklandigi tespit edilmistir.

Tum genler gruplara ayirmaksizin birlikte degerlendirildiginde, DNMT3A ile miR-29a arasinda
disik, pozitif yonde ve istatistiksel olarak anlamli bir iliski vardir (r=0,278, p=0,003). TET2 ile miR-29a
arasinda dusik, pozitif yonde ve istatistiksel olarak anlamli bir iliski vardir (r=0,378, p<0,001). TET2 ile
miR-29b arasinda dislk, negatif yonde ve istatistiksel olarak anlamli bir iliski vardir (r=0,276, p=0,003).
TET2 ile miR-29c arasinda diisik, pozitif yonde ve istatistiksel olarak anlamli bir iliski vardir (r=0,307,
p=0,001).

Real-Time PCR cihazinda yapilan analizler sonucunda 6rnek grafikler Sekil 4. 1, Sekil 4. 2, Sekil
4. 3, Sekil 4. 4 Sekil 4. 5'de gosterilmistir.
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Sekil 4.1: KML 6rneginde DNMT3A gen ifadesinin gorlintisu.

58



Besime Deniz Babacan, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

500.000
475.000
450.000
425.000
400.000
375.000
350.000
325.000
300.000
275.000

250.000

Fluorescence

225.000
200.000
175.000

150.000

125.000 1| -

100.000
75.000
50.000
25.000

0

Multicomponent Plot

0 10 20 N 0 50

Legen

Cycle

Mray

ROX HHVIC

Sekil 4.2: MDS 6rneginde TET2 gen ifadesinin gorlintlsu.
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Sekil 4.3: ET 6rneginde miR-29a ifadesinin goriintlsu.

59



Besime Deniz Babacan, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

Multicomponent Plot

260.000
250.000
240.000
230.000
220.000
210.000
200.000
190.000
180.000
170.000
160.000
150.000
140.000
130.000
120.000
110.000
100.000 7 _
90.000

80.000

70.000

60.000

50.000

40.000

30.000

20.000

10.000

0

Fluorescence

0 10 2 0 @0 50

Cycle
Legend
Il FAv Il ROX

Sekil 4.4: AML 6rneginde miR-29b ifadesinin gorintisu.
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Sekil 4.5: PV 6rneginde miR-29c¢ ifadesinin gorintisa.
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4.2.1. DNMT3A ifade Seviyesindeki Degisimlerinin Degerlendirilmesi

DNMT3A geninin ifade seviyesi kontrol grubuna gére tim hastalik grubunda azalmis olarak bulundu.
Hastaliklarin birbirine donlslimi goz énline alinarak hastalik gruplari arasinda kiyaslama yapildiginda
AML grubuna kiyasla KML, MDS, ET ve PV gruplarinda daha az DNMT3A ifadesi bulundu. DNMT3A
ifadesi PV grubuna kiyasla daha fazla ET ifade seviyesi bulundu. Son olarak MDS grubuna kiyasla daha
az KML, ET ve PV grubu bulundu. Bu bulgularin istatistiksel anlamliligi asagida verilmistir.

Calismada coklu gruplar bulundugu icin hastalik gruplari ve kontrol gruplari ikili olarak Kruskal
Wallis testi kullanilarak kiyaslandi. Anlamlilik tespit edilen degiskenlerde kiyaslama Dunn-Bonferroni
metodu kullanilarak diizenlendi ve sonuglar box and whisker grafigi ile gorsel olarak verilmistir (Sekil
4.1). DNMT3A geni ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhhk
bulunmaktadir (p<0,001). Bu farklilik ET ile AML (p=0,042), ET ile kontrol (p=0,002), PV ile kontrol
(p=0,004), KML ile kontrol (p=0,012) ve MDS ile kontrol (p=0,014) gruplar arasindaki istatistiksel olarak
anlamh farkhhklardan kaynaklanmaktadir (Sekil 4.6).
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Tablo 4.3: TET2 ve DNMT3A, genlerinin hasta ve kontrol gruplarindaki ifade degis

mi.

Kontrol (n=13) AML (n=28) KML (n=19) MDS (n=34) PV (n=11) ET (n=10)
Medyan Yiizde Medyan Yiizde Medyan Yizde Medyan Yizde Medyan Yizde Medyan Yiizde R
25 75 25 75 25 75 25 75 25 75 25 75 <0,001

Gen- 1,4824 0,9756 1,6868 0,9503 0,7914 1,2859 0,7939 0,7269 0,8426 0,8027 0,7222 0,9940 0,7049 0,6326 0,9196 0,7128 0,6885 0,8106 <0,001
DNMT3A
Gen-TET2 0,7742 0,5395 1,1537 1,0016 0,8409 1,1740 0,8821 0,7262 1,0017 0,8444 0,6675 0,9441 0,4996 0,2857 0,7287 0,9424 0,6915 1,0920 <0,001
Gen-miR-29a 1,7126 0,5752 8,5564 8,7966 1,3371 19,2786 0,9429 0,4700 2,2953 2,3251 0,2627 19,1242 0,0908 0,0325 0,3865 0,0755 0,0313 1,1352 <0,001
Gen-miR-29b 1,0306 0,3918 3,0178 0,0802 0,0250 0,1999 2,3166 1,0174 5,2508 0,1843 0,0875 0,8802 4,6905 2,7379 5,4857 2,8454 1,4757 7,2433 <0,001
Gen-miR-29c 1,1497 0,6449 4,3194 1,9073 0,1851 4,2764 0,3596 0,0810 0,6929 0,2392 0,0111 3,0232 0,0514 0,0349 0,0822 0,0472 0,0311 0,2719 <0,001
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Tablo 4.4: DNMT3A gen ifadesinin gruplar arasinda kiyaslanmasi.

Grup1-2 istatistik Test | Standart Hata | Standart P Degeri Adj. P Degeri
istatistik Test
ET- Kontrol -53,269 14,024 -3,798 0,001 ,002
ET-PV -3,136 14,568 -215 830 1,000
ET-KML -12,974 13,026 -,996 319 1,000
ET-MDS -17,206 11,994 -1,435 151 1,000
ET-AML -36,750 12,283 -2,992 ,003 ,042
PV- Kontrol -50,133 13,659 -3,670 0,001 ,004
PV-KML 9,837 12,632 779 /436 1,000
PV-MDS 14,070 11,565 1,217 ,224 1,000
PV-AML 33,614 11,864 2,833 ,005 ,069
KML-Kontrol | -40,296 12,001 -3,358 ,001 ,012
KML-MDS 4232 9,550 -,443 ,658 1,000
KML-AML 23,776 9,910 2,399 ,016 ,246
MDS-Kontrol | -36,063 10,872 3,317 ,001 014
MDS-AML 19,544 8,509 2,297 022 324
AML- Kontrol | -16,519 11,190 -1,476 ,140 1,000
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Sekil 4. 6: Kontrol ve hasta gruplarinda DNMT3A geni ifade degerleri. o ug degeri gbstermektedir ve bu
isaretleme sadece ortanca degerden olan uzakliga gore cizilmistir. Ayni zamanda parametrik olmayan
yontemler kullanilarak bu degerlere karsi istatistiksel acidan 6nlem alinmistir.
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4.2.2. TET2 ifade Seviyesindeki Degisimlerinin Degerlendirilmesi

TET2 geninin ifade seviyesi kontrol grubuna gore AML, KML, MDS ve ET gruplarinda artmis
olarak bulundu. Diger yandan kontrol grubuna kiyasla PV grubunda azalmis olarak bulundu.
Hastaliklarin birbirine donlsiimi goz énlne alinarak hastalik gruplari arasinda kiyaslama yapildiginda
AML grubunda KML grubuna kiyasla daha fazla TET2 ifadesi bulundu. AML grubuna kiyasla ise KML,
MDS, ET ve PV gruplarinda daha az TET2 ifadesi bulundu. Son olarak ET grubunda PV grubuna kiyasla
daha fazla TET2 ifadesi bulundu (Tablo 4.5).

Calismada ¢oklu gruplar bulundugu igin hastalik gruplari ve kontrol gruplari ikili olarak Kruskal
Wallis testi kullanilarak kiyaslandi. Anlamlilik tespit edilen degiskenlerde kiyaslama Dunn-Bonferroni
metodu kullanilarak diizenlendi ve sonuclar box and whisker grafigi ile gorsel olarak verilmistir (Sekil
4.7). TET2 geni ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmaktadir (p<0,001). Bu farklilik, PV ile KML (p=0,016), ET ile PV (p=0,030), PV ile AML (p=0,001)
gruplari arasindaki istatistiksel olarak anlaml farkhliklardan kaynaklanmaktadir (Sekil 4.1).

Tablo 4.5: TET2 geni ifadesinin gruplar arasinda kiyaslanmasi.

Grup1l-2 istatistik Test | Standart Hata | Standart P Degeri Adj. P Degeri
istatistik Test

PV- Kontrol -34,965 13,659 -2,560 ,010 ,157
PV- MDS 31,008 11,565 2,681 ,007 ,110
PV-KML 41,273 12,632 3,267 ,001 ,016
PV-ET 44,973 14,568 3,087 ,002 ,030
PV-AML 55,130 11,864 4,647 0,001 0,001
MDS-Kontrol -3,957 10,872 -,364 ,716 1,000
MDS-KML 10,265 9,550 1,075 ,282 1,000
MDS-ET 13,965 11,994 1,164 ,244 1,000
MDS-AML 24,122 8,509 2,835 ,005 ,069
Kontrol-KML 6,308 12,001 ,526 ,599 1,000
Kontrol-ET 10,008 14,024 ,714 ,475 1,000
Kontrol-AML 20,165 11,190 1,802 ,072 1,000
KML-ET 3,700 13,026 ,284 ,776 1,000
KML-AML 13,857 9,910 1,398 ,162 1,000
ET-AML -10,157 12,283 -,827 ,408 1,000
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Sekil 4. 7: Kontrol ve hasta gruplarinda TET2 gen ifadesinin degerleri. * aykiri bir degeri, o ise u¢ degeri
gostermektedir ve bu isaretleme sadece ortanca degerden olan uzakliga gore gizilmistir. Ayni zamanda
parametrik olmayan yéntemler kullanilarak bu degerlere karsi istatistiksel agidan 6nlem alinmistir.

4.2.3. miR-29a ifade Seviyelerindeki Degisimlerin Degerlendirilmesi

miR-29a ifade seviyesi kontrol grubuna goére KML, ET ve PV gruplarinda azalmis olarak
bulundu. Diger yandan AML ve MDS gruplarinda ise kontrol grubuna gére miR-29a ifadesi artmis olarak
bulundu. Hastaliklarin birbirine donlsimi gbéz 6nline alinarak hastalik gruplari arasinda kiyaslama
yapildiginda AML grubuna kiyasla KML, MDS, ET ve PV gruplarinda miR-29a ifadesi azalmis olarak
bulundu. AML grubunda diger hastalik gruplarina gére daha fazla miR-29a ifadesi bulundu. Son olarak
ET ve PV gruplarindaki miR-29a ifadesi kontrol grubuna gore oldukca az bulundu (Tablo 4.6).

Calismada coklu gruplar bulundugu igin hastalik gruplari ve kontrol gruplar ikili olarak Kruskal
Wallis testi kullanilarak kiyaslandi. Anlamlilik tespit edilen degiskenlerde kiyaslama Dunn-Bonferroni
metodu kullanilarak diizenlendi ve sonuclar box and whisker grafigi ile gorsel olarak verilmistir (Sekil
4.8). miR-29a ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farkhlk
bulunmaktadir (p<0,001). Bu farklilik, PV ile MDS (p=0,017), ET ile AML (p=0,002) gruplari arasindaki
istatistiksel olarak anlamh farkhlklardan kaynaklanmaktadir. Ayni zamanda parametrik olmayan
yontemler kullanilarak bu degerlere karsi istatistiksel agidan 6nlem alinmistir.
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Tablo 4.6: miR-29a geni ifadesinin gruplar arasinda kiyaslanmasi.

Grup1-2 istatistik Test | Standart Hata | Standart P Degeri Adj. P Degeri
istatistik Test
PV-Kontrol -40,385 13,903 -2,905 ,004 ,055
PV-AML 55,964 12,177 4,596 0,001 0,001
PV-ET 9,200 14,782 622 ,534 1,000
PV-KML 28,684 12,913 2,221 ,026 ,395
PV-MDS 38,765 11,890 3,260 ,001 ,017
ET-Kontrol -31,185 13,903 -2,243 ,025 373
ET-AML -46,764 12,177 -3,841 0,001 ,002
ET-KML -19,484 12,913 -1,509 1131 1,000
ET-MDS -29,565 11,890 -2,486 ,013 ,194
KML-Kontrol -11,700 11,897 -,983 ,325 1,000
KML-AML 27,280 9,824 2,777 ,005 ,082
KML-MDS -10,080 9,467 -1,065 ,287 1,000
MDS-Kontrol -1,620 10,778 -,150 ,881 1,000
MDS-AML 17,200 8,435 2,039 041 1622
Kontrol-AML 15,580 11,093 1,404 ,160 1,000
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Sekil 4. 8: Kontrol ve hasta gruplarinda miR-29a ifade degerleri.

4.2.4. miR-29b ifade Seviyelerindeki Degisimlerin Degerlendirilmesi

miR-29b ifade seviyesi kontrol grubuna gére KML, ET ve PV gruplarinda artmis olarak bulundu.
Diger yandan AML ve MDS gruplarinda ise kontrol grubuna goére miR-29b ifadesi azalmis olarak
bulundu. Hastaliklarin birbirine doniisimi goz online alinarak hastalik gruplari arasinda kiyaslama
yapildiginda AML grubuna kiyasla KML, ET ve PV gruplarinda miR-29b ifadesi artmis bulundu. Son

olarak ET grubuna kiyasla PV grubunda miR-29b ifadesi artmis bulundu (Tablo 4.7).
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Calismada c¢oklu gruplar bulundugu icin hastalik gruplari ve kontrol gruplari ikili olarak Kruskal
Wallis testi kullanilarak kiyaslandi. Anlamlilik tespit edilen degiskenlerde kiyaslama Dunn-Bonferroni
metodu kullanilarak diizenlendi ve sonuclar box and whisker grafigi ile gorsel olarak verilmistir (Sekil
4.9). miR-29b geni ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmaktadir (p<0,001). Bu farkhlik, AML ile kontrol (p<0,001), KML ile AML (p<0,001), AML ile ET
(p<0,001), AML ile PV (p<0,001), MDS ile KML (p<0,001), MDS ile ET (p=0,007), MDS ile PV (p<0,001)
gruplari arasindaki istatistiksel olarak anlaml farkhliklardan kaynaklanmaktadir. (Sekil 4.9).

Tablo 4.7: miR-29b geni ifadesinin gruplar arasinda kiyaslanmasi.

Grup1l-2 istatistik Test | Standart Hata | Standart P Degeri Adj. P Degeri
istatistik Test

AML-Kontrol -42,920 11,190 -3,836 0,001 ,002
AML-KML -55,694 9,910 -5,620 0,001 0,001
AML-ET 61,036 12,283 4,969 0,001 0,001
AML-PV -68,445 11,864 -5,769 0,001 0,001
AML-MDS -19,036 8,509 -2,237 ,025 ,379
MDS-Kontrol -23,885 10,872 -2,197 ,028 421
MDS-KML 36,658 9,550 3,838 0,001 ,002
MDS-ET 42,000 11,994 3,502 0,001 ,007
MDS-PV -49,409 11,565 -4,272 0,001 0,001
Kontrol-KML 12,773 12,001 1,064 ,287 1,000
Kontrol-ET 18,115 14,024 1,292 ,196 1,000
Kontrol-PV 25,524 13,659 1,869 ,062 ,925
KML-ET 5,342 13,026 ,410 ,682 1,000
KML-PV -12,751 12,632 -1,009 ,313 1,000
ET-PV -7,409 14,568 -,509 ,611 1,000
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Sekil 4. 9: Kontrol ve hasta gruplarinda miR-29b ifade degerleri. * aykiri bir degeri, o ise ug¢ degeri
gostermektedir ve bu isaretleme sadece ortanca degerden olan uzakliga gore gizilmistir. Ayni zamanda
parametrik olmayan yontemler kullanilarak bu degerlere karsi istatistiksel agidan 6nlem alinmistir.

4.2.5. miR-29c ifade Seviyelerindeki Degisimlerin Degerlendirilmesi

miR-29c ifade seviyesi kontrol grubuna gére KML, MDS, ET ve PV gruplarinda azalmis olarak
bulundu. Diger yandan AML grubunda ise kontrol grubuna gére miR-29c ifadesi artmis olarak bulundu.
Hastaliklarin birbirine donlsiimi gz énlne alinarak hastalik gruplari arasinda kiyaslama yapildiginda
AML grubuna kiyasla diger hastalik gruplarinda miR-29c ifadesi azalmis olarak bulundu. Son olarak
MDS, ET ve PV gruplarina kiyasla KML grubunda miR-29c ifadesi artmis bulundu (Tablo 4.8).

Calismada g¢oklu gruplar bulundugu igin hastalik gruplari ve kontrol gruplari ikili olarak Kruskal
Wallis testi kullanilarak kiyaslandi. Anlamhhk tespit edilen degiskenlerde kiyaslama Dunn-Bonferroni
metodu kullanilarak diizenlendi ve sonuglar box and whisker grafigi ile gérsel olarak verilmistir (Sekil
4.10). miR-29c geni ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik
bulunmaktadir (p<0,001). Bu farklilik, AML ile PV (p<0,001), PV ile kontrol (p=0,001), AML ile ET
(p=0,003), ET ile kontrol (p=0,014) ve MDS ile AML (p=0,009) gruplari arasindaki istatistiksel olarak
anlamli farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Sekil 4.10).
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Tablo 4.8: miR-29c geni ifadesinin gruplar arasinda kiyaslanmasi.

000000

Ad )

Grup1-2 istatistik Test | Standart Hata | Standart P Degeri Adj. P Degeri
istatistik Test
PV-Kontrol -53,643 13,659 -3,927 0,001 ,001
PV-ET 7,182 14,568 493 1622 1,000
PV-MDS 24,123 11,565 2,086 ,037 555
PV-KML 26,656 12,632 2,110 ,035 523
PV-AML 53,218 11,864 4,485 0,001 0,001
ET-Kontrol -46,462 14,024 -3,313 ,001 014
ET-MDS -16,941 11,994 -1,412 1158 1,000
ET-KML -19,474 13,026 -1,495 1135 1,000
ET-AML -46,036 12,283 -3,748 0,001 ,003
MDS-Kontrol -29,520 10,872 -2,715 ,007 ,099
MDS-KML 2,533 9,550 1265 ,791 1,000
MDS-AML 29,095 8,509 3,419 ,001 ,009
KML-AML 26,562 9,910 2,680 ,007 ,110
KML-Kontrol -26,988 12,001 -2,249 ,025 1368
AML-Kontrol -,426 11,190 -,038 ,970 1,000
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Sekil 4. 10: Kontrol ve hasta gruplarinda miR-29c ifade degerleri. o u¢ degeri gostermektedir ve bu
isaretleme sadece ortanca degerden olan uzakhga gore cizilmistir. Ayni zamanda parametrik olmayan
yontemler kullanilarak bu degerlere karsi istatistiksel acidan 6nlem alinmistir.

4.3. Gen ifade Seviyelerinin Birbiri ile Korelasyonu

Calismamizdaki DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c genlerinin ifadelerindeki
degisimlerin birbiri ile iliskili olup olmadigini her grup icin arastirdik. Tim hastalik gruplarimizdaki

genlerin ifadelerini beraber ve yalniz tek bir hastalik grubu i¢in ayri ayri kiyasladik.
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Gruplarda ayri ayri korelasyona bakildiginda, ET grubunda miR-29a ile miR-29b arasinda orta
diizeyde, pozitif yonde ve anlaml bir iliski bulundu (r=0,648, p=0,043). ET grubunda miR-29a ile miR-
29c arasinda giicli diizeyde, pozitif yonde ve anlamli bir iliski vardir (r=0,806, p=0,005). ET grubunda
miR-29b ve miR-29c arasinda gli¢li diizeyde, pozitif yonde ve anlaml bir iliski vardir (r=0,879, p=0,001).
AML grubunda DNMT3A ile miR-29c arasinda negatif yonde, orta diizeyde ve anlaml bir iliski vardir
(r=-0,504, p=0,006). AML grubunda DNMT3A ile miR-29b arasinda negatif yonde, orta diizeyde ve
anlamli bir iliski vardir (r=-0,384, p=0,044). KML grubunda miR-29 ile miR-29c arasinda iyi dlzeyde,
pozitif ve anlamh bir iliski vardir (r=0,733, p<0,001). MDS grubunda TET2 ile miR-29 arasinda diisuk,
pozitif ve anlamli bir iliski vardir (r=0,391, p=0,022). MDS grubunda TET2 ile miR-29b arasinda diisuk,
negatif ve anlamli bir iliski vardir (r=-0,387, p=0,024). Kontrol grubunda TET2 ile DNMT3A arasinda
negatif yonde, iyi dlizeyde ve anlaml bir iliski vardir (r=-0,764, p=0,002). Kontrol grubunda miR-29 ile
miR-29c arasinda iyi dlizeyde, pozitif ve anlaml bir iliski vardir (r=0,703, p=0,007).

Tablo 4.9: Hasta ve kontrol gruplar arasinda DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c’nin
korelasyon tablosu.

Gen_DNMT3A Gen_TET2 Gen_miR29a Gen_miR29b Gen_miiR29¢c
Korelasyon 1,000 ,097 ,278™" -,072 ,176
Spearman'in | Gen_ katsayisi
rho'su DNMT3A | Sig. (2-tailed) J ,303 ,003 ,446 ,059
N 115 115 114 115 115
Gen_ Korelasyon
TET2 katsayisi
Sig. (2-tailed) ,303 . 0,001 ,003 ,001
N 115 115 114 115 115
Gen_ Korelasyon
miR29a katsayisi
Sig. (2-tailed) ,003 ,000 . 0,001 ,003
N 114 114 114 114 114
Gen_ Korelasyon
miR29b katsayisi
Sig. (2-tailed) ,446 ,003 0,001 . 0,001
N 115 115 114 115 115
Gen_ Korelasyon
miR29c katsayisi
Sig. (2-tailed) ,059 ,001 ,003 0,001 .
N 115 115 114 115 115

4.3.1. ET Grubunun Gen ifade Seviyelerinin Birbiri ile Korelasyonu

ET grubunda DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c genlerinin ifade seviyelerindeki
degisimlerinin birbiri ile iliskili olup olmadigi spearman korelasyonu ile istatistiksel olarak
degerlendirildi (Tablo 4.10). ET grubunda miR-29a ile miR-29c arasinda ve miR-29b ile miR-29c arasinda
glcli diizeyde, pozitif yonde ve anlamli bir iliski bulundu (sirasiyla, r=0,806, p=0,005 ve r=0,879,
p=0,001). Ayrica; miR-29a ile miR-29b arasinda orta diizeyde, pozitif yonde ve anlamli bir iliski bulundu
(r=0,648, p=0,043).
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Tablo 4.10: ET grubunun korelasyon tablosu.

Grup GEN_DNMT3A GEN_TET2 GEN_MIR29 GEN_MIR29b Mir_29c
Spearman'in Korelasyon 1,000 ,479 ,394 ,479 ,588
ET rho'su | Gen_ katsayisi
DNMT3A | sig, (2-tailed) | . ,162 ,260 ,162 ,074
N 10 10 10 10 10
Gen_ Korelasyon ,479 1,000 ,261 ,236 ,188
TET2 katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,162 j 467 511 ,603
N 10 10 10 10 10
Gen_ Korelasyon ,394 ,261 1,000 ,648" ,806""
miR-29a katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,260 467 ) ,043 ,005
N 10 10 10 10 10
Gen_miR- | Korelasyon ,479 ,236 ,648" 1,000 ,879"
29b katsayisi
Sig. (2-tailed) ,162 ,511 ,043 . ,001
N 10 10 10 10 10
Gen_miR- | Korelasyon ,588 ,188 ,806™ ,879™ 1,000
29c katsayisi
Sig. (2-tailed) ,074 ,603 ,005 ,001 .
N 10 10 10 10 10
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Sekil 4.11: ET Korelasyon Sagilhim Grafikleri.

4.3.2. AML Grubunun Gen ifade Seviyelerinin Birbiri ile Korelasyonu

AML grubunda DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c genlerinin ifade seviyelerindeki
degisimlerinin birbiri ile iliskili olup olmadigl spearman korelasyonu ile istatistiksel olarak
degerlendirildi (Tablo 4.11). AML grubunda miR-29a ile miR-29c arasinda pozitif ve miR-29b ile miR-
29c arasinda negatif yonde ve anlamli bir iliski bulundu (sirasiyla, r=0,68, p=0,729 ve r=-0,239, p=0,220).
Ayrica; miR-29a ile miR-29b arasinda pozitif yonde ve anlaml bir iliski bulundu (r=0,066, p=0,740).

72



Besime Deniz Babacan, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

Tablo 4.11: AML grubunun korelasyon tablosu.

Grup GEN_DNMT3A GEN_TET2 GEN_MIR29 GEN_MIR29b Mir_29c
Spearman'in Korelasyon 1,000 -,136 ,010 ,384" -,504™
AML rho'su | Gen_ katsayisi

DNMT3A | sjg. (2-tailed) | . ,489 ,960 ,044 ,006

N 28 28 28 28 28
Gen_ Korelasyon -,136 1,000 ,305 ,097 ,086
TET2 katsayisi

Sig. (2-tailed) | ,489 j 114 ,622 ,662

N 28 28 28 28 28
Gen_ Korelasyon ,010 ,305 1,000 -,066 ,068
miR-29a katsayisi

Sig. (2-tailed) | ,960 114 ) ,740 ,729

N 28 28 28 28 28
Gen_miR- | Korelasyon ,384" ,097 -,066 1,000 -,239
29b katsayisi

Sig. (2-tailed) | ,044 ,622 ,740 . ,220

N 28 28 28 28 28
Gen_miR- | Korelasyon -,504™ ,086 ,068 -,239 1,000
29c katsayisi

Sig. (2-tailed) | ,006 ,662 ,729 ,220 .

N 28 28 28 28 28
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Sekil 4.12: AML Korelasyon Sacilim Grafikleri.
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4.3.3. KML Grubunun Gen ifade Seviyelerinin Birbiri ile Korelasyonu

KML grubunda DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c genlerinin ifade seviyelerindeki
degisimlerinin birbiri ile iliskili olup olmadigl spearman korelasyonu ile istatistiksel olarak
degerlendirildi (Tablo 4.12). KML grubunda miR-29a ile miR-29c arasinda ¢ok gliclii, pozitif yonde ve
miR-29b ile miR-29c arasinda negatif yonde ve anlaml bir iliski bulundu (sirasiyla, r=0,733, p=0,000 ve
r=-0,198, p=0,416). Ayrica; miR-29a ile miR-29b arasinda negatif yonde ve anlaml bir iliski bulundu (r=-
0,160, p=0,514).

Tablo 4.12: KML grubunun korelasyonu tablosu.

Grup GEN_DNMT3A GEN_TET2 GEN_MIR29 GEN_MIR29b Mir_29c
Spearman'in Korelasyon 1,000 ,272 ,268 ,119 ,123
KML rho'su | Gen_ katsayisi
DNMT3A | sig. (2-tailed) | . ,260 ,267 ,627 ,616
N 19 19 19 19 19
Gen_ Korelasyon ,272 1,000 -,098 ,139 -,007
TET2 katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,260 . ,689 ,571 ,977
N 19 19 19 19 19
Gen_ Korelasyon ,268 -,098 1,000 -,160 , 733"
miR-29a katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,267 ,689 . ,514 0,001
N 19 19 19 19 19
Gen_miR- | Korelasyon ,119 ,139 -,160 1,000 -,198
29b katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,627 571 514 . 416
N 19 19 19 19 19
Gen_miR- | Korelasyon ,123 -,007 ,733" -,198 1,000
29c katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,616 977 0,001 ,416 )
N 19 19 19 19 19
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Sekil 4.13: KML Korelasyon Sagilim Grafikleri.
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4.3.4. MDS Grubunun Gen ifade Seviyelerinin Birbiri ile Korelasyonu

MDS grubunda DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c genlerinin ifade seviyelerindeki
degisimlerinin birbiri
degerlendirildi (Tablo 4.13). MDS grubunda miR-29a ile miR-29c arasinda ve miR-29b ile miR-29c
arasinda negatif yonde ve anlamli bir iliski bulundu (sirasiyla, r=-0,169, p=0,341 ve r=-0,336, p=0,052).
Ayrica; miR-29a ile miR-29b arasinda pozitif yonde ve anlamli bir iliski bulundu (r=0,042, p=0,815).

iliskili

olup olmadig

Tablo 4.13: MDS grubunun korelasyonu tablosu.

spearman korelasyonu

ile istatistiksel

olarak

Grup GEN_DNMT3A GEN_TET2 GEN_MIR29 GEN_MIR29b Mir_29c
Spearman'in Korelasyon 1,000 ,273 ,144 ,194 -,004
MDS rho'su | Gen_ katsayisi
DNMT3A | sig, (2-tailed) | . ,119 416 271 ,983
N 34 34 34 34 34
Gen_ Korelasyon ,273 1,000 ,391° -,387" ,208
TET2 katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,119 ) ,022 ,024 ,237
N 34 34 34 34 34
Gen_ Korelasyon ,144 ,391° 1,000 ,042 -,169
miR-29a katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,416 ,022 . ,815 ,341
N 34 34 34 34 34
Gen_miR- | Korelasyon ,194 -,387" ,042 1,000 -,336
29b katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,271 ,024 ,815 ) ,052
N 34 34 34 34 34
Gen_miR- | Korelasyon -,004 ,208 -,169 -,336 1,000
29¢ katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,983 ,237 ,341 ,052 .
N 34 34 34 34 34
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Sekil 4.14: MDS Korelasyon Sacilim Grafikleri.
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4.3.5. PV Grubunun Gen ifade Seviyelerinin Birbiri ile Korelasyonu
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PV grubunda DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c genlerinin ifade seviyelerindeki

degisimlerinin birbiri ile iliskili

olup olmadig

spearman korelasyonu ile

istatistiksel

olarak

degerlendirildi (Tablo 4.14). PV grubunda miR-29a ile miR-29c arasinda ve miR-29b ile miR-29c arasinda
pozitif yénde ve anlaml bir iliski bulundu (sirasiyla, r=0,358, p=0,310 ve r=0,382, p=0,247). Ayrica; miR-
29a ile miR-29b arasinda pozitif yénde ve anlamli bir iliski bulundu (r=0,273, p=0,446).

78



Besime Deniz Babacan, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

4.3.6. Kontrol Grubunun Gen ifade Seviyelerinin Birbiri ile Korelasyonu

Kontrol

grubunda DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c genlerinin

ifade

seviyelerindeki degisimlerinin birbiri ile iliskili olup olmadigl spearman korelasyonu ile istatistiksel
olarak degerlendirildi (Tablo 4.14). Kontrol grubunda TET2 ve DNMT3A arasinda negatif yonde iyi
diizeyde ve anlaml bir iliski vardir (r=0,764, p=0,002). Ayrica; miR-29a ile miR-29c¢ arasinda pozitif

yonde iyi diizeyde ve anlamli bir iliski bulundu (r=0,703, p=0,007).

Tablo 4.14: PV ve Kontrol grubunun korelasyonu tablosu.

Grup GEN_DNMT3A GEN_TET2 GEN_MIiR29 GEN_MIiR29b Mir_29c
Spearman'in Korelasyon 1,000 -,055 ,164 ,145 -,118
PV rho'su | Gen_ katsayisi
DNMT3A | sig, (2-tailed) | . ,873 ,651 ,670 ,729
N 11 11 10 11 11
Gen_ Korelasyon -,055 1,000 ,164 ,236 ,055
TET2 katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,873 . ,651 ,484 ,873
N 11 11 10 11 11
Gen_ Korelasyon ,164 ,164 1,000 ,273 ,358
miR-29a katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,651 ,651 . ,446 ,310
N 10 10 10 10 10
Gen_miR- | Korelasyon ,145 ,236 ,273 1,000 ,382
29b katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,670 ,484 ,446 ) ,247
N 11 11 10 11 11
Gen_miR- | Korelasyon -,118 ,055 ,358 ,382 1,000
29c katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,729 ,873 ,310 ,247 .
N 11 11 10 11 11
Grup GEN_DNMT3A | GEN_TET2 GEN_MIiR29 | GEN_MIR29b | Mir_29¢
Spearman'in Korelasyon 1,000 -,764™ -,418 ,330 -,137
Kontrol rho'su | Gen_ katsayisi
DNMT3A | sig, (2-tailed) | . ,002 ,156 271 ,655
N 13 13 13 13 13
Gen_ Korelasyon -,764™ 1,000 ,522 -,055 ,319
TET2 katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,002 . ,067 ,859 ,289
N 13 13 13 13 13
Gen_ Korelasyon -,418 ,522 1,000 ,110 ,703"
miR-29a katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,156 ,067 . 721 ,007
N 13 13 13 13 13
Gen_miR- | Korelasyon ,330 -,055 ,110 1,000 ,297
29b katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,271 ,859 ,721 ) ,325
N 13 13 13 13 13
Gen_miR- | Korelasyon -,137 ,319 , 703" ,297 1,000
29c katsayisi
Sig. (2-tailed) | ,655 ,289 ,007 ,325 .
N 13 13 13 13 13
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Sekil 4.15: PV Korelasyon Sacihm Grafikleri.
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Sekil 4.16: Kontrol Grubu Korelasyon Sacilim Grafikleri.
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5. TARTISMA ve SONUG

Miyeloid maligniteler miyeloid hiicrelerinde goériilen genetik anormallikler ve mutasyonlar
nedeniyle ortaya ¢ikan bir kan hastaligidir. Hastaligin tedavisinde genellikle hematopoetik kok hiicre
transplantasyonu kullanilmasina ragmen bu tedavi yontemi tam olarak etkili bir yéntem degildir.
Hastaligin zamanla niiks etmesi miimkindur.

Miyeloid maligniteler igin bir¢ok c¢alisma mevcuttur ve yapilan ¢alismalar sayesinde bazi
sitogenetik anormalliklerle birlikte birden fazla genin driver/non-driver mutasyona ugradigi, ayni
zamanda miRNA’larin hematopoetik kdk hiicrede bir¢ok geni kontrol ettigi ve ilgili genlerin ifade
seviyesini etkiledigi bu ylzden malignite gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir. Bu mutasyonlar
hastalik alt tipine gbére ve her bir hastada farklilik géstermektedir. Hastalik tedavisi icin birgok ilag
mevcuttur, fakat hastalarda zamanla ilaca karsi direng artmaktadir. Bu vyilzden vyeni ilaglar
gelistiriimektedir ama daha etkili bir tedavi ve hastalikta erken tani icin biyobelirteclere ihtiyag vardir
[86-90]. Calismamizda, TET2, DNMT3A genleri ve bu genleri hedefleyen ortak miR’lerin (miR-29a-3p,
29b-3p ve 29c-3p) ifade diizeyindeki farkliliklarini arastirdik. Bu arastirma da amacimiz; TET2 ve
DNMT3A genlerinin ifade diizeylerinin ne derece degisime ugradigini saptamak ve klinik anlamda bu
degisimin miyeloid malignitelerde birer biyobelirte¢ olup olamayacagina dair literatire katki
sunmaktir. Ayni zamanda, her iki geni de en yilksek skorla (> 97) hedefleyen, post translasyonel
kontrolleri saglayan miR’lerin ifade diizeylerinin etkisini de arastirmak amaclanmistir. Buldugumuz
sonuglar dogrultusunda hastaligin tani ve tedavisinde dnemli bir veri sundugumuzu disiinmekteyiz.

Calismamiza, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi i¢ Hastaliklari
Bo6limi Hematoloji Bilim Dali’'na basvuran, 28 AML, 19 KML, 34 MDS, 11 PV ve 10 ET’den olusan 102
gondlli hasta ve kardiyovaskiler cerrahi sirasinda sternumlarinin kesilmesiyle operasyon alanina sizan
ve herhangi bir tanisal ya da tedavi degeri olmayan, cerrah tarafindan aspire edilerek atilan kemik iligi
orneginden olusan 13 gondlli kontrol olmak Uzere toplam 115 bireyin kemik iligi 6rnegi dahil edildi.
Miyeloid maligniteli bu hastalarda TET2 ve DNMT3A genlerinin ifade dlzeylerinin nasil degistigi ve
ayrica bu degisime, ilgili genleri hedefleyen miR’lerin, nasil katkisi oldugu arastirildi. Calisma grubunu
olusturan bireylerin %44,3’l kadin, %55,7’si erkek bireylerdir. Cinsiyetlerin dagihmi bakimindan gruplar
arasindaki farkhhk bulunmamistir (p=0,142). Kadinlarda yas ortalamasi 63,15, erkeklerde 61,47 olarak
belirlendi. Yas degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur
(p=0,071). Arastirmacilar, genel yasa gore standardize edilmis (Avrupa populasyonunda) miyeloid
malignite insidansini 100.000'de 6.8 olarak hesaplamistir. Bu insidans kadinlarda 7,9/100.000,
erkeklerde 9,3/100.000 olarak belirlenmistir. Ayni ¢alismada 25-64 yas araligindaki insidansi
5,1/100.000, 65+ yas grubundaki insidansi ise 35,3/100.000 olarak belirtmislerdir [91]. Baska bir
calismada Miyeloid malignite insidansinin kadinlarda 15,07/100.000, erkeklerde 25,14/100.000 oldugu
gosterilmistir [92]. Turkiye icin henliz bildirilmis bir insidans bulunmamaktadir ve kiyaslama yapilan
popilasyon ile ¢alistigimiz populasyonun farkli oldugu ihmal edilmemelidir. Bizim g¢alismamizda da
erkek hasta oraninin (%55,7) kadin hasta oranindan (%44,3) yiiksek oldugu bulundu. Bu sonucumuz
literatlri desteklemektedir.

Calismamizda miyeloid malignite hastalarinda DNMT3A geninde ifade degerleri bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik bulunmustur (p<0,001). Bu farkhlk, ET ile AML
(p=0,042), ET ile kontrol (p=0,002), PV ile kontrol (p=0,004), KML ile kontrol (p=0,012) ve MDS ile
kontrol (p=0,014) gruplari arasindaki istatistiksel olarak anlamh farkliliklardan kaynaklanmaktadir.

Na Lin ve ark. bir calismalarinda DNMT3A varyantlarinin alternatif eklenmesinin ifade
seviyelerini degerlendirmeyi ve bunlarin AML'deki rollerini arastirmayr amaglamistir. DNMT3A
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varyantlarinin gen ifadesini, hiicre proliferasyonu lzerindeki etkilerini 6lgcerek degerlendirmislerdir. Ek
olarak, AML hastalarinda DNMT3A varyantlarinin ifadesini degerlendirmislerdir. AML hiicre hatlarinda
DNMT3A1 ve DNMT3A2V'nin baskin oldugu bulunan dért DNMT3A varyanti tanimlamislardir. Ayrica,
DNMT3A2V asiri ifadesinin hiicre proliferasyonunu geciktirdigini, DNMT3A2V R882H mutasyonu ise
hiicre ¢ogalmasini destekledigini vurgulamislardir. Ayrica, yeni teshis edilen AML hastalarinda ve
malign olmayan hematolojik hastaligi olan kontrollerde DNMT3A1 ve DNMT3A2V saptandigini ve
DNMT3A2V’nin, AML hastalarinda énemli 6lglide up regiile edildigini belirtmislerdir [93]. Baska bir
calismada da, Samantha Bruno ve ark. DNMT3A protein ifadesindeki degisikliklerin CpG
metilasyonunda gozlenen degisikliklerden sorumlu oldugunu séylemektedirler [94]. Biz ¢alismamizda;
miyeloid malignite gruplarinda DNMT3A genindeki ifade seviyesi azalmis olarak bulunmustur. AML
grubunda, diger gruplara kiyasla daha fazla bir ifade diizeyi s6z konusudur. Bu durumun DNMT3A
varyantlarinin olmasindan ve AML alt tiplerinin bulunmasindan kaynaklanabilecegini diisinmekteyiz.
Calismamizda DNMT3A mutasyonuna ve protein diizeyinde varyant proteinlerin varligina bakmamis
olmamiz yorumlamamizi gliglestirmektedir.

Keqgin Kathy Li ve ark. DNMT3A ,TET2, IDH1/2 genlerinde meydana gelen mutasyonlarin
insidansinin, hematolojik malignitelerde dikkate deger oldugunu, bunun da DNA metilasyonu ve/veya
histon modilasyon profillerinde degisikliklere ve ardindan gen ifadesinde degisikliklere neden
oldugunu vurgulamaktadir [95]. DNMT3A'nin somatik mutasyonlari, AML hastalarinin yaklasik
%20'sinde meydana gelmektedir. Cogunlukla, baskin bir negatif etki sergileyen ve yiiksek miyeloblast
sayisl, ileri yas ve kot prognoz ile iliskili olan, R882 kodonundaki bir sicak nokta bdlgesini hedef alan
heterozigot missense mutasyonlardan olusurlar. insersiyonlar veya tek niikleotit delesyonlari gibi diger
mutasyon tirleri de DNMT3A genini daha disik siklikta da olsa etkilemektedir. Yapilan bir ¢alismada
arastirmacilar CpG adalarinda protein stabilitesi ve DNA metilasyon durumunun analizi yoluyla, yeni
nesil dizileme (NGS) tarafindan tanimlanan iki DNMT3A gen mutasyonunu karakterize etmeyi
amaglamislardir. ilk mutasyonu, erken STOP kodonuna neden olan ekzon 20'de DNMT3A'nin tek
niikleotid varyanti olarak belirlemislerdir. ikinci mutasyon, DNMT3A'nin 22 ekzonuna 35 niikleotidin
yeni bir insersiyonu oldugunu belirtmislerdir. Calismada yapilan protein ve metilasyon analizleri, bu
mutasyonlarin DNMT3A ifadesi ve islevinde azalma ile sonuglandigini gostermistir ve  DNMT3A
mutasyonlarinin, miyeloid malignitelerde oldukga etkili oldugu vurgulanmaktadir [94].

Calismamizda TET2 geninde ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkhlik bulduk (p<0,001). Bu farklilik, PV ile KML (p=0,016), ET ile PV (p=0,030), PV ile AML
(p<0,001) gruplari arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklihklardan kaynaklanmaktadir.

TET2, DNA metilasyonunun kritik bir diizenleyicisidir. TET2'deki genomik degisiklikler, 5-hmC
seviyelerinde degisikliklere ve kok hiicrelerin bakimi ve proliferasyonunda down stream durumuna yol
acmaktadir. Hematolojik neoplazmlarda mutasyonlar zenginlesmekle birlikte, solid timoérlerde de
TET2 fonksiyon kaybi bulunmaktadir. Arastirmacilar bebek AML'sinde yaptiklari ¢calismada TET enzim
ailesini, t(10;11) translokasyon kirilma noktasindan klonlamistir. Sonraki genomik analizlerle somatik
mutasyonlari ortaya ¢ikarmislardir ve hematolojik neoplazmlarda zenginlestirilmis bir dizi malignite
boyunca TET ailesi Uyelerinin ifadesini bastirdigini gdzlemlemislerdir. ilging bir sekilde, TET2
mutasyonlarina sahip AML hastalarinin ¢ogu, wild-type allel ifadesini korurken, hastalarin sadece
%10'u bialelik mutasyonlara sahip oldugunu goérmuslerdir. TET2'nin islevi tam olarak bilinmemekle
birlikte, bu veriler bir timor baskilayici rolii ve TET2 mutantlarinda potansiyel olarak haplo yetmezlik
islev kaybi roliinii dusindirmektedir [96]. Biz calismamizda; miyeloid malignite gruplarinda TET2
genindeki ifade seviyesini PV grubunda azalmis, ET, KML, AML ve MDS grubunda ise artmis olarak
bulduk. Bu durumun TET2 fonksiyon kaybinin malignitelerde degiskenlik gosteren, sitogenetik
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anormallik ve TET2 geninde meydana gelen mutasyon sikliklarindan kaynaklandigini disiinmekteyiz.
Calismamizda TET2 gen mutasyonuna bakmamis olmamiz yorumlamamizi gliglestirmektedir.

TET gen ailesinin roli hiicre gelisimi sirasinda ¢ok 6nemli oldugundan, genetik lezyonlar veya
degisen gen ifadesinden kaynaklanan herhangi bir bozulma, hicrelerin normal kaderini etkileyebilir.
Carmelo Gurnari ve ark. TET ailesi proteinlerinin ve bunun bir sonucu olarak 5-hmC'nin yliksek diizeyde
ifadesinin, embriyonik kok hiicreler i¢cin dnemli oldugunu, hiicre kaderini ve gelisimini belirledigini
vurgulamaktadir. Bu nedenle, TET2 gen mutasyonlarinin temel rolli, AML de dahil olmak lzere miyeloid
bozukluklardaki ytksek sikliklariyla wvurgulanirken, homolog TET1/TET3 genlerinde molekiler
lezyonlarin olmamasi, muhtemelen, belirgin bir dokuya 06zgli gen ifadesi ve bunlarin
dengesizliklerinden kaynaklanan spesifik metabolik sonuclardaki farkhliklar ile agiklanabilecegini
soylemektedirler. Onemli olarak, TET2 geninin disik ifade seviyeleri, mutasyonlardan bagimsizda
olabilmektedir. Gercekten de, TET2 geninde nadiren mutasyona ugradigi bilinen bir poptlasyon olan
pediatrik MDS vakalarinda TET2 gen ifadesi ve 5-hmC seviyelerinin de azaldigini bulmuslardir [97]. Biz
calismamizda MDS gruplarinda TET2 ifade seviyesini artmis olarak bulduk. Bu durum, TET2'nin tek
basina miyeloid maligniteye neden olamayacagindan ve MDS grubundaki hasta sayimizin yetersiz
olabileceginden kaynaklanan bir sonug oldugunu distindirmektedir.

Huang and Rao, TET2 genindeki fonksiyon kaybi mutasyonlari veya delesyonlarinin, ¢ok cesitli
miyeloid ve lenfoid malignitelerde tekrarlandigini ve Cimmino ve ark., TET1 promotoriniin
hipermetilasyonunun, B hiicreli lenfomada ekspresyonunda bir azalmaya yol actigini belirtmislerdir.
Ayrica Huang and Rao, TET proteinlerinin ve/veya modulatorlerinin ifadesinin ve islevinin, ¢ok cesitli
kanserlerde siklkla diizensiz oldugunu ve genomdaki 5mC oksidasyonunu 6nemli 6lciide bozdugunu
da vurgulamaktadirlar [98].

MDS patogenezinde énemli rol oynayan genetik kusurlarin (sitogenetik anormallikler, gen
mutasyonlari gibi) yetersiz gen ifadesine neden oldugu soylenmektedir. Kromozomal anormallikler,
somatik mutasyonlar, kopya sayisi degisiklikleri ve anormal gen ifadesi dahil olmak Uzere siklikla
AML'ye ilerleyen MDS'nin molekiler patogenezine bakildiginda, DNA metilasyonunda goérev alan
DNMT3A ve TET2 genlerinin siklikla mutasyona ugradigi gérilmektedir. Bu genler disinda mutasyona
ugrayan IDH1, IDH2 genleri, splicecosome mekanizmasinda gorev alan SF3B1, SRSF2, U2AF1 genleri,
histon modifikasyonunda gorev alan EZH2, ASXL1 genleri ve hiicre donglisi kontroliinde gorev alan
TP53 genide 6rnek verilebilir [99].

Arastirmacilar, somatik bir mutasyonun (6rnegin SF3B1) tek basina klinik bir fenotipe neden
olabilir gibi gorindigini ama aslinda bir driver mutasyonun (6rnegin TET2) hematolojik belirtiler
olmaksizin klonal hematopoezi belirleyebilecegini sdylemektedirler. CSF3R’de nonsense mutasyonlarin
edinilmesi, siddetli konjenital nétropenisi olan hastalarda MDS/AML'ye ilerleme ile iliskili oldugunu
daha onceki ¢alismalarda bulmuslardir. Ayni zamanda, KNL’li hastalarin yaklasik %90’ inda ve akKML'li
hastalarin yaklasik %40'iInda CSF3R'de aktive edici somatik mutasyonlar tespit etmislerdir. Gotlib ve
ark., KNL ve aKML 6rtiisen neoplazmlar oldugunu disiinmektedirler ve KNL'nin patogenezi esas olarak
CSF3R mutasyonu ile karakterize edilse de, aKML'nin patogenezinin ¢ok faktorli oldugunu 6ne
sirmektedirler [100].

Arastirmacilar, aKML'de tekrarlayan mutasyona ugramis olarak tanimlanan ilk geni, vakalarin
Ucte birinde meydana gelen ve daha koéti bir prognozla iliskili olan SETBP1 geni olarak belirlemislerdir.
Ancak bu gendeki mutasyonlar aKML'ye 6zgl degildir ve ayrica MDS/MPN, KMML ve KNL'li hastalarin
bir alt grubunda da mevcuttu. SETBP1 mutasyonlarinin, ASXL1 ve CBL mutasyonlari ile glcli bir iliski
gosterdigi ve JAK2 ve TET2 mutasyonlarini karsilikli olarak disladigi belirtiimektedir. Ek calismalar,
SETBP1 ve ETNK1'deki tekrarlayan mutasyonlarin aKML ile iliskisini dogrulamaktadir ve arastirmacilar
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akKML'de en sik mutasyona ugramis genleri ASXL1, NRAS, SETBP1, SRSF2 ve TET2 olarak belirlemistir.
Yakin zamanda aKML vakalarinin %69'unun TET2, IDH1/2, DNMT3A, EZH2 ve/veya ASXL1 epigenetik
degistirici genlerinde en az bir mutasyon barindirdigini géstermislerdir [101].

Kesin mekanizma tam olarak anlasilmamakla birlikte, TET2 ve DNMT3A, farklilasmanin yani
sira  HKH ozelliklerinde yer alan genlerin ifadesini kontrol eder. Arastirmacilar, DNMT3A
mutasyonlarinin, MPN'lerde (%5-10) TET2 mutasyonlarindan daha az siklikta géruldGgini ve vakalarin
cogunda JAK2V617F veya MPL mutasyonlarindan o6nce geldigini soylemektedir [102]. MPN'lerde
[6semik donlsiim ile iliskili molekiler olaylar yiiksek verimli dizileme teknikleri ile son yillarda biylk
Olclide gelistirilmistir. Yakin tarihli bir calismada, 143 MPN hastasindan alinan seri numuneleri yeni
nesil dizileme yoluyla analiz edilmis ve cogu mutasyonun MPN teshisinde zaten mevcut oldugu ve takip
sirasinda sadece ¢ok az ek mutasyon elde edildigini gostermislerdir (FLT3, NPM1 ve DNMT3A
mutasyonlari baskindir ve siklikla IDH1, IDH2, TET2, SRSF2, ASXL1 ve TP53'teki mutasyonlarla iliskilidir)
[103]. Hematolojik malignitelerde meydana gelen sitogenetik anormallik ve gen mutasyonlari
sonucunda genlerin ifade seviyelerinindeki artis ya da azalis literatiirde bahsedilmektedir. Bu nedenle,
bulmus oldugumuz DNMT3A ifadesindeki azalma ve TET2 ifade seviyesinin maligniteler arasindaki
degiskenligin literatlirdeki bu durum ile benzer oldugunu dislinmekteyiz. Fakat gen mutasyonlarina
bakmamis olmamiz yorumlamamizi glglestirmektedir. Literatlirde de belirtildigi gibi, miRNA’lar DNA
metilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir ve DNMT3A ve TET2 ifadelerindeki diizensizlige neden
olabilecek ¢ok sayida miRNA mevcuttur. Bu yizden, miyeloid malignitelerde miRNA ifade seviyelerini
arastirmak icin, DNMT3A ve TET2 genini en ¢ok skorla hedefleyen miR-29 ailesini sectik.

Calismamizda miR-29a, miR-29b ve miR-29¢'nin ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,001). Bu farklihk miR-29a’da; PV ILE MDS (p=0,017),
ET ile AML (p=0,002) gruplari arasindaki istatistiksel olarak anlaml farkliliklardan kaynaklanmaktadir.
miR-29b’de; AML ile Kontrol (p=0,002), KML ile AML (p<0,001), AML ile ET (p<0,001), AML ile PV
(p<0,001), MDS ile KML (P=0,002), MDS ile ET (p=0,007), MDS ile PV (p<0,001) gruplari arasindaki
istatistiksel olarak anlamli farkhliklardan kaynaklanmaktadir. miR-29¢’de ise; AML ile PV (p<0,001), PV
ile Kontrol (p=0,001), AML ile ET (p=0,003), ET ile Kontrol (p=0,014) ve MDS ile AML (p=0,009) gruplari
arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkhliklardan kaynaklanmaktadir.

Birgcok c¢alisma, protein kodlayan genlerin ifadesinin diizensizliklerinin altinda yatan
mekanizmalar yoluyla insan malignitelerinde miRNA ifadesinin diizensiz oldugunu gostermistir.
miRNA'lar, gen ifadesinin diizenlenmesinde aktif katilimcilardir; sonug olarak, malignitelerin gelisimi ve
ilerlemesi gibi cesitli biyolojik ve patolojik sireglerin dizenlenmesinde yer alirlar. miRNA'larin
ifadesindeki degisiklik, malignitelerde ortak bir 6zelliktir. Son zamanlarda, arastirmacilar, promotor
DNA metilasyon degisikliginin, kanserde miRNA diizensizliginin ¢ok 6énemli bir nedeni oldugunu ortaya
¢ikardilar. Bununla birlikte, bazi galismalarin sonuglari ile ilgili olarak, DNMT3A’nin disiik ifadesi, timor
progresyonunun artmasi ve hastalarin zayif sagkalimi ile iligkilidir; buna gore gesitli miRNA'lar bu geni
hedefleyebilir ve bu nedenle kanserde bu epimiRNA'larin asagi reglilasyonu tahmin edilebilir. miR-29
ailesi (a, b ve c), DNMT3A'y1 hedefleyen ve diizenleyen epimiRNA'lardan biridir. AML {izerinde yapilan
bir deney, miR-29b'nin DNA metilasyonunu azaltabilecegini ve DNMT3A ve DNMT3B'nin dogrudan
down regillasyonu yoluyla p15 ve ESR1 ifadesini artirabilecegini gostermislerdir. AML (zerine yapilan
bir calisma, TET2'nin miR-22 tarafindan hedeflendigini ve bu genin ifadesi ile AML'de miR-22 arasinda
negatif bir korelasyon oldugunu gostermistir. Salati et al. KML |6semik kdk hiicrelerde miR-29a'nin
yukari regillasyonunun, TET2 geninin dogrudan hedeflenmesi yoluyla tirozin kinaz inhibitorleri
direncine yol actigini gdstermistir. Bu nedenle, bu miRNA'nin ifadesini geri yiiklemek, Imatinib mesilat
gibi TKl'ye duyarliigi artirabilecegi soylenmektedir [100]. Bizim ¢alismamizda da; AML grubunda,
DNMT3A ile miR-29c ve miR-29b arasinda orta diizeyde negatif yonde istatistiksel olarak anlamli bir
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sonu¢ bulunmustur. KML grubunda ise, miR-29a ve miR-29c arasinda iyi diizeyde pozitif yonde
istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmaktadir. Ayni zamanda miR-29a ifadesi kontrol grubuna
kiyasla; AML ve MDS’de artmis, KML, ET ve PV'de azalmis olarak, miR-29b ifadesi; AML ve MDS’de
azalmis, KML, ET ve PV’'de artmis, miR-29c¢ ifadesi; AML'de artmis, KML, MDS, ET ve PV'de azalmis
olarak bulunmustur. Literatlirde de farklilik gosteren miR-29 ifade sonuglari tartismali oldugundan, bu
farkhhgin hastalik alt tiplerinden ve hedefledikleri genlerden kaynaklandigini disiinmekteyiz.

miR-29 ailesi disinda malignite gelisiminde rol oynayan bir ¢ok miRNA’lar mevcuttur.
Arastirmacilar, 13g- KLL hastalarinda, miR-15a/16-1 eksikliginin, pri-miR-15b ve miR-15b ifadesini
moddle ederek telafi edildigini ortaya ¢ikarmistir. Lovat ve ark., Bu deneylerin ardindan, her iki miR-
15/16 lokusunun silindigi ¢ift knocked out bir fare olusturmuslardir. Bu farelerin agresif bir AML (%77)
ve daha seyrek olarak B hiicreli lenfomalar (%23) gelistirdigini gozlemlemislerdir. Bu, miR-15a, miR-15b
ve miR-16'nin birlesik kaybinin ve asiri ifadesinin akut miyeloid |6semiye yol actigini gésteren bir
sonuctur [104].

Farkh calismalarda, AML ile akut lenfoblastik |6semi arasinda ayrim yapan, miR-23a, miR-
27a/b, miR-128a, miR-128b, miR-221, miR-222, miR-223 ve let-7b gibi bazi spesifik miRNA profilleri
rapor edilmistir. inv(16) ile AML'de, farkh arastirmacilar tarafindan yiiksek diizeyde miR-99a, miR-100
ve miR 224 ifadesi ve miR-126/126 gozlemlenmistir. Normal karyotipli AML lzerinde gerceklestirilen
miRNA ifade analizi ile, miR-181a/b ve miR-124, miR-128-1, miR-194, miR 219-5p, miR-220a'nin up
regilasyon olarak prognostik bir miRNA profilini ortaya ¢ikarmislardir, ve miR-320, sirasiyla tam
remisyona ulasamama, niiks etme veya 6lim riskinin dislk veya yliksek olmasiyla iliskilendirilmistir.
TKI'nin kesilmesi icin olasi biyolojik belirtegleri belirlemek igin miRNA tutulumu KMLl'de de
arastirilmistir; miR-148b ve miR-215, basarili IM kesilmesine sahip KML vakalarinda asagi regiile edilmis
bir ifade gostermistir. Bu, miRNA'larin giivenli TKI kesilmesini gosteren KML hastalarinda immiin
siirveyansa katkida bulunabilecegini distindirmustir. Artan kanitlar, miRNA'larin [6semide potansiyel
biyobelirtecler olarak bir roli oldugunu, daha iyi bir alt tip siniflandirmasina, prognoz ve tedaviye yaniti
tahmin etmeye izin verdigini gostermektedir [105]. Arastirmacilar farkli sekilde ifade edilen miRNA'lari,
distk ve yuksek riskli MDS hastalari arasinda da incelemistir. miR-181a/c/d, miR 221, miR376, miR-
125b, miR-155, miR-130a'nin yiiksek ifadesinin ve miR-486-5p'nin disik ifadesinin ylksek riskli MDS
hastalari ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Sadece bir ¢alisma miyelodisplastik/miyeloproliferatif
neoplazmali hastalarda miRNA ekspresyonunu incelemistir. Bu ¢alisma, PCR ile kronik miyelomonositik
|6semi hastalarinin BM'sinden segilen bir miyelopoezis ile iligkili miRNA grubunu inceledi. Sasirtici bir
sekilde, kontrollere ve atipik kronik miyeloid I6semiye gore kronik miyelomonositik |6semide (ancak
kronik miyeloid |6semide degil) sadece miR-10a'nin farkli ekspresyonu (asagi regiile edilmis) rapor
edilmistir [106].

Ayrica, bir dizi mikroRNA’nin, transkripsiyon sonrasi TET ifadesini bastirdigi sdylenmektedir.
Cheng ve ark., yapmis olduklari bir galismada miR-125b, miR-29a, miR- 29b, miR-26a, miR-26b, miR-
101 ve miR-7 dahil olmak Gzere 30'dan fazla miRNA'nin TET seviyelerini azalttigini gdstermislerdir. Song
ve ark., miyeloid malignitelerde yiiksek oranda ifade edilen onkojenik mikroRNA’nin miR-22 oldugunu
vurgulamaktadir. Calismalarinda, TET2 eksikligini taklit ederek, farelerde miR-22'nin ektopik ifadesinin,
HKH genislemesine yol actigini ve sonucgta miyeloid 16semiye ilerleyen MDS benzeri hematopoetik
malignitelerle sonuglandigini gormislerdir. Hastalik fenotipi, miR-22'yi eksprese eden LSK hiicreleri
wild-type alici farelere aktarildiginda nakledilebilirdi. MiR-22 ifadesi tarafindan indiklenen anormal
hematopoetik fenotipler ve transformasyon, TET2'nin zorunlu ifadesi ile tersine cevrildigini, bunun da
TET2'nin miR-22'nin merkezi bir down stream hedefi oldugunu séylemektedirler [90].

Calismamizda DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c ifadelerini tiim hastalik
gruplarinda kiyaslayip bir korelasyon olup olmadigini arastirdik. Belirtilen korelasyonlarin hepsi
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istatistiksel olarak anlamhdir. Hastalik gruplari ve miR29a, b ve c arasinda anlamli iliski bulundu. Fakat,
literatirde miR-29 ailesi Uyelerinin farkh ifade dlzeyleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu farkhlk hastalk alt
tiplerine bagh olmaktadir.

DNMT3A ve TET2 genlerini en ylksek skorla hedefleyen miR-29 ailesinin miyeloid maligniteler igin birer
biyobelirtec olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Fakat, mutasyon ve protein diizeyinde varyant
proteinlerin varliginin, 6zellikle miR-29 ailesinin miyeloid maligniteler Gzerindeki etkilerinin daha
kapsamli aragtirmalari gerekmektedir.
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Say1  : 78017789/050.01.04/ 131505}
Konu : Etik Kurul Karar1

. Saym Dog. Dr. Ozlem iZCI AY
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Béliimii
Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dah Ogretim Uyesi

Sorumlulugunuzda yapilmast tasarlanan "Miyeloid Malignitelerde, TET2 ve DNMT3A
Genleri ile hsa-miR-29 Ifade Diizeylerinin Aragtirilmasi" adli aragtirmaya iligkin 19/02/2020 tarihli ve
2020/116 saythi Kurul Karar ile Klinik Aragtirmalar Etik Kuralu Karar Formu ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi arz/rica ederim, L —ﬂ

7/
Prof. Dr. Bahar TUNCTAN

Kurul Bagkani
EKLER:
1- Kurulun 19/02/2020 tarihli ve 2020/116 sayilt karar1 (1 sayfa)
2- Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Karar Formu (3 sayfa)
Adres : MEU Ciftlikky Kampiisii 33343 Yenisehir / MERSIN Ayrmtili bilgi igin irtibat: o~
Tel: 03243610001-4417  Fax:
e-posta : Elektronik Ag : www.mersin.edu.tr
Sayfa 11 Yayin Tarihi: 22 /11 /2013
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MERSIN UNIVERSITESI REKTORLUGU
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Karar Tarihi

Toplant1 Sayist

Karar Sayis1

19/02/2020

04

116

Mersin Universitesi Tip Fakuiltesi Temel T1p Bilimleri Boliimil Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi
Dog. Dr. Ozlem IZCI AY'm sorumlulugunda yapilmas: tasarlanan "Miyeloid Malignitelerde, TET2 ve DNMT3A
Genleri ile hsa-miR-29 Ifade Duzeylerinin Arastiriimasi" adli aragtrma igin hazirlanmig olan ve 13/02/2020
tarfhinde sunulan Girisimsel Olmayan Klinik Aragtrmalar Igin Bagvuru Formu ile ilgili belgeler aragtirmanmn
gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate almarak incelenmis, aragtirmanm yurirlikte olan yasal
diizenlemelere uyularak yiiriitiilmesi ve sonuglandmilmasi kosulu ile gergeklestirilmesinde etik sakmca
bulunmadigma toplantrya katilanlarin oy birligi ile karar verilmistir.

Imza
Prof. Dr. Bahar TUNCTAN
Bagkan

imza
Prof. Dr. Olgu HALLIOGLU
KILING
Uye

Imza
Prof. Dr. Bahar TASDELEN
Uye

Imza
Dr. Ogr. Uyesi M. Tiirkan ISIK
Uye

Katilamadh
Dr. Opr. Uyesi Ozge KURMUS
Uye

imza
Prof, Dr. Selma UNAL
Bagkan Yardimeist

imza
Prof. Dr. Murat BOZLU
Uye

imza
Prof, Dr. Ismail UN
Uye

Imza
Dr. Ogr. Uyesi Nalan TIFTIK
Uye

imza
H. Betiil LEVENT ERDAL
Uye

.

Imza
Prof. Dr. F, Ozlem KANDEMIR
Uye

imza
Prof. Dr. M. Sami SERIN
Uye

imza
Dog. Dr. Nimet KARAGULLE
Uye

imza
Dr. Opr. Uyesi Mustafa AZIZOGLU
Uye

imza
Lale DAGLI
Uye

‘1

Prof. Dr. Bahar TUNCTAN

Baskam .
ASLI GIiBIDIiR
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Miyeloid Malignitelerde, TET2 ve DNMT3A Genleri ile hsa-miR-29 Ifade
Diizeylerinin Aragtirilmasi

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

5 ETiK KURULUN ADI Mersin Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
" " Mersin Universitesi Ciftlikksy Kamptisti Prof. Dr. Ugur ORAL Kiiltiir
E ﬁ AGIIC ADRESL Merkezi, 33343, Yenisehir/Mersin
E 5 TELEFON 0324361 0001/4417
'; R FAKS
E-POSTA meukaek@gmail.com
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI Dog.Dr. Ozlem 1ZCi AY
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
UZMANLIK ALANI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ Mersin Universitesi T1p Fakiiltesi Temel T1p Bilimleri Bolimii
BULUNDUGU MERKEZ
VARSA IDARI SORUMLU | _
UNVANI/ADI/SOYADI
DESTEKLEYICI ---
PROJE YURUTUCUSU
UNVANVADI/SOYADI
(TUBITAK vb. gibi -
= kaynaklardan destek alanlar
=) igin)
5 DESTEKLEYICININ YASAL | _
= TEMSILCISI
5 FAZ 1 ]
2 FAZ?2 U
‘g FAZ 3 O
FAZ 4 O
Gozlemsel ilag ¢caligmasi Il
ARASTIRMANIN FAZI VE | Tibbi cihaz klinik aragtirmas: ]
TURU In vitro tibbi tam cihazlar: ite
yapilan performans Il
degerlendirme ¢aligmalari
ilag diga klinik aragtirma ]
Diger ise belirtiniz- Kan, idrar ve/veya doku gibi biyokimya, mikrobiyoloji
ve/veya patoloji koleksiyon materyalleri ile yapilacak aragtirma
-Gen tedavisi klinik aragtirmalar: diginda kalan ve tamimlamaya y6nelik
olarak genetik materyal ile yapilacak aragtirma
COK
ARASTIRMAYA KATILAN | TEK MERKEZ " ULUSAL
MERKEZLER X MERKEZLI O ULUSLARARASI []

Prof. Dr. Bahar TUNCTAN
Etik Kurul Bagkam

~ -

—

Not: Etik kurul baskan, imzasinin yer almadigt her sayfaya imza atmalidir.,
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI Miyeloid Malignitelerde, TET2 ve DNMT3A Genleri ile hsa-miR-29 Ifade
Diizeylerinin Aragtiriimasi
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU )
Belge Adt Tarihi Versiyon Dili
E Eﬂ‘ Numarasi
% é ARASTIM PROTOKOLU Tiirkge []  Ingilizce [] Diger []
= E BILGILENDIRILMIS GONULLU
ZE |OLURFORMU Tirkge [ ingilizee [1  Diger []
E, 2 |oLGu RAPOR FORMU Tirkge []  ingilizce (]  Diger []
s ARASTIRMA BROSURU Tinkee []  Ingilizce [] Diger []
o Belge Adx Acgiklama
= . —
é SIGORTA L
T) ARASTIRMA BUTCESI
= [BIYOLOJIK MATERYEL 0
: TRANSFER FORMU —
= ILAN -
< YILLIK BILDIRIM [
; SONUC RAPORU L]
& GUVENLILIK BILDIRIMLERI (]
E DIGER: GIRISIMSEL OLMAYAN
E KLINIK ARASTIRMALAR ICIN X
2 | BASVURUFORMU
= ARASTIRMACILARIN 07 GECMISI
g 3 ADET LITERATUR
by j -Caligmanin  Tez Olduguna Iligkin Saglk Bilimleri
g DIGER X Enstitiisii Enstitii Yonetim Kurulu Karari, 23.01.2020
-Proforma Fatura
KararNo: T o0, /ﬁ\p Tarih: { @_.3 5 I~ 9.y
o ) Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyasi ile ilgili belgeler aragtirmamin/galigmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate
'é almarak incelenmis ve uygun bulunmus olup aragtirmanin/galigmanin bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde
é iT] gergeklegtirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul iiye tam sayisimn salt gogunlugu ile
= karar verilmigtir, _
M ilag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Aragtirmalar1 Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/galigmalar igin Turkiye
ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmas: gerekmektedir.
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
g ilag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik, Tibbi Cihaz Klinik
ETIK KURULUN CALISMA ESASI Arastirmalan Yonetmeligi, Tyi Klinik Uygulamalart Kalavazu
BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: | Prof. Dr. Bahar TUNCTAN

Unvam/Ad/Soyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet Ail;:g;;ﬁa Katihm * imza
r " MEU Eczacilik Fakiltesi Meslek E K E H
Prof. Dr. Bahar TUNCTAN | Farmakoloji Bilimleri Bolomn Famakoloji ABD | (1 | & | B0 | WA 2 | O ;
MEU Tip Fakiltesi Dahili Tip Bilimleri | . 7
Cocuk Saglig1 ve E K H
(,Prof. Dr. Selma UNAL Hastaliklart inBlgmu Cocuk Sagltf1 ve Hastaliklan 0 EO m 0
"' Prof, Dr. F. Ozlem Klinik Mikrobiyoloji ve | MEU Tip Fakuiltesi Dahili Tip Bilimleri | E K EO] | E H
| KANDEMIR Enfeksiyon Hastaliklann | Boltimij Enfeksiyon Hastaliklart ABD OX m\{ﬁ\ 1
: Prof, Dt. Olgu HALLIOGLU | Cocuk Saglip1 ve E |K ¢|E. | H
| KILING Hastaliklart Serbest O |lx B0 =K & | O

“Prof. Dr. Bahar TUNCTAN
Etik Kurul Bagkan

- —

\ ' Not: Etik kurul bagkam, imzasin yer almadigs her sayfaya imza atmahdir.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI Miyeloid Malignitelerde, TET2 ve DNMT3A Genleri ile hsa-miR-29 Ifade
Diizeylerinin Aragtirilmasi

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU -

i MEU Tip Fakiiltesi Cetrahi T1p E |K E,|H
Prof. Dr. Murat BOZLU Orolojt Bilimleri Boliim Uroloji ABD = |O | B0 [HE K | o
T T MEU Eczacilik Fakiltesi Farmasttik E | K NE« | H
Prof, Dr. M. Sami SERIN Mikrobiyoloji Mikrobiyoloji ABD 3 | O E[]|H ];I Vgl o
MEU Tip Fakiltesi Temel Tip Bilimleri E |x E-|H
Prof. Dr. Bahar TASDELEN Biyoistatistik Boliimi Biyoistatistik ve Tibbi Biligim 0 E[] | H 0
ABD =
e 3 ; 5 MEU Tip Falciltesi Dahili Tip Bilimleri | E | K E | H
Prof. Dr, fsmail UN Tibbi Farmakoloji Bl Tibbi Farmakoloji ABD 0 |EO | H & /| O
A ” —_— i MEU Miihendislik Fakiiltesi Kimya E | K w 1TE-|H
Dog. Dr. Nimet KARAGULLE | Biyomithendislik Mihendisligi Bolimii 0Olx B[] e | O
Dr. Ogr. Uyesi M. Tarkan @ i MEU Hemgirelik Fakiiltesi Hemgirelik | E | K E |H
ISIK T Teitih e Bk Bolumi) Hemgirelik Esaslan ABD O X EQ | HK .| R
e R ; - MEU Tip Fakultesi Dahili Tip Bilimleri | E | K E |1
Dr. Opr. Uyesi Nalan TIFTIK | Tibbi Farmakoloji Bolama Tibbi Farmakoloji ABD 0O = |EO|H = B (o
! . - MEU Tip Fakiiltesi Cerrahi Tip
- Dr. Opr. Uyesi Mustafa Anesteziyoloji ve reotlieg dols e E X E H
; Bilimleri Bolimii Anesteziyoloji ve - EO|HR
:AZIZOGLU Reanimasyon Reanimasyon ABD X | O B | O
Dr. Ogr. Uyesi Ozge o v Ufuk Universitesi Tip Fakultesi Dahili E |K = |E |H
KURMUS Kardiyolojt Tip Bilimleri Boltma Kardiyoloji ABD | [] EL R o ¥ \
" . hir ve Bolge
Yiiksek Sehir Plancisi gel . . - E K E H
s Planlama/Uluslararast Mersin Mezitli Belediyesi - | EL1 | H
H. Bettl LEVENT ERDAL Proje Yonetiin! Ol X W /m "
Avukat Lale DAGLI Hukuk Serbest E EO | HIR E& %

Prof. Dr. Bahar TUNCTAN
Etik Kurul Bagkamn
Imza:

Not: Etik kurul baskany, imzasimn yer almadifs her sayfaya imza atmalidsr.
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