BILIMSEL ARASTIRMA MAKALESI AHI EVRAN MEDICAL JOURNAL
E-ISSN: 2619 - 9203

Kronik Miyeloid Losemi Hastalari’nda miR-21, miR-150, miR-155 Ekspresyon

Diizeylerinin Arastirilmasi

Investigation of miR-21, miR-150, miR-155 Expression Levels in Chronic Myeloid

Leukemia Patients

Hiiseyin AVCILAR' " Hatice ALTIN? " Sevil SIMSEK? "~ Leylagiil KAYNAR?

oz

Amac: MikroRNA (miRNA)’lar proteinlere translasyonu gergeklesmeyen, hiicrede biyolojik mekanizmalari etkileyen RNA molekiil-
leridir. miRNA ekspresyon diizeylerinin qPCR ile belirlenmesi KML hastalarinin tedavisinin takibinde bilgi verebilir. Bu ¢aligmada
KML hastalarimin takibinde kullanilabilecek miR-21, miR-150, miR-155 ekspresyonlarinin KML ile iligkisi aragtirilmasi amaglanmig-
tir.

Araclar ve Yontem: Bu ¢aligma, imatinib, nilotinib, dasatinib ilaglariyla tedavi edilen 22 KML hastasi ve 5 saglikli kontrolden elde
edilen plazma 6rneklerinde yapildi. Hasta ve kontrol periferik kan 6rneklerinden RNA ve miRNA eldesi Genaxxon miRNA piirifikas-
yon kiti kullanilarak gergeklestirildi. Wiz ScriptcDNA Sentez Kiti kullanilarak cDNA eldesi yapildi. cDNA 6rneklerinden hedeflenen
miRNA ekspresyonlarinin diizeyleri ger¢ek zamanli PCR yontemi ile analiz edildi.

Bulgular: Kontrol grubu miRNA ekspresyon diizeyleri 1.0 olarak belirlendi. KML yeni tan1 grubunda miR-21 kat degisimi ortalama
0.6, miR-150 kat degisimi 0.3 ve miR-155 kat degisimi 0.5 bulundu. Imatinib tedavi grubunda miR-21, miR-150 ve miR-155 icin kat
degisimi sirasiyla 1.4, 0.5 ve 2.4 kat olarak bulundu. Nilotinib tedavi grubunda miR-21 diizeyi 3.5, miR-150 diizeyi 0.5 ve miR-155
diizeyi 4.3 bulundu. Dasatinib tedavi grubunda miR-21 kat degisimi 0.8, miR-150 kat degisimi 2.1 ve miR-155 kat degisimi 0.5 bu-
lundu. Yapilan ¢alismada miR-21 diizeyi ortalama 3.2, miR-150 diizeyi 1.0 ve miR-155 diizeyi 2.8 bulundu. miR-150 diizeyleri yeni
tam grubunda, Tmatinib grubunda ve Nilotinib grubunda kontrol 6rneklerinden daha diisiik oranda bulundu. Bu fark istatistiksel olarak
yeni tan1 grubunda (p=0.07484) ve Nilotinib grubunda (p=0.01541) anlamlidir. Hasta ve kontroller arasinda miR-21 ve miR-155 dii-
zeyleri yoniinden istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.

Sonug: Bu sonuglar miRNA-150’nin KML hastalarinin izleminde kullanilabilecegini ve ilag direncinin erken dénemde tespitinde katki
saglayabilecegini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: kronik miyeloid 16semi; mikroRNA; mikroRNA-21; mikroRNA-150; mikroRNA-155
ABSTRACT

Purpose: In this study, the relationship between CML and the expression levels of miR-21, miR-150, and miR-155, which could be
used in the follow-up of CML patients, was investigated.

Materials and Methods: RNA and miRNA were extracted from peripheral blood samples of patient and control samples. Targe-ted
miRNA expression levels from cDNA samples were analyzed by real-time PCR method.

Results: miRNA expression level was determined as 1.0 in the control group. In the newly diagnosed group, the mean miR-21 fold
change was 0.6, miR-150 fold change was 0.3, and miR-155 fold change was 0.5. fold changes for miR-21, miR-150 and miR-155
were found to be 1.4, 0.5 and 2.4 fold, respectively, in the imatinib treatment group. In the nilotinib treatment group, miR-21 level was
3.5, miR-150 level 0.5, and miR-155 level 4.3. In the dasatinib treatment group, fold change was 0.8 for miR-21, 2.1 for miR-150, and
0.5 for miR-155. The mean miR-21 level was found to be 3.2, miR-150 level 1.0 and miR-155 level 2.8. MiR-150 levels were found
to be lower in the newly diagnosed group, imatinib group and nilotinib group than in the control samples. This difference between the
new diagnosis group (p=0.07484) and the nilotinib group (p=0.01541) is statistically signi-ficant. No significant difference was found
between patients and controls in terms of miR-21 and miR-155 levels.

Conclusion: These results support that miRNA-150 can be used as a parameter in the monitoring of treatment of CML patients and
can contribute to the early detection of drug resistance.
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GIRIS

Kronik Miyeloid Losemi (KML) kemik iliginde myeloid
hiicrelerin ¢ogalmasi, periferik kanda olgun ve geng miye-
loid seri hiicrelerinin asir1 artmasi, kan profilinde bazofili
ve trombositozis splenomegali ile seyreden bir hemotopo-
etik kok hiicre hastaligidir. KML myeloproliferatif hasta-
lik sinifina girer. Tim 16semilerin %15°lik kismuni, yetig-
kin I6semilerinin %20’sini KML olusturur. KML insidansi
1/100.000°dir, yasla goriilme siklig1 artar, ¢ocuklarda na-
diren goriiliir, erkeklerde kadinlara gére daha siktir.l:?
KML tanisi konulan hastalarin %92’sinde Philadelhia (Ph)
kromozomu pozitiftir. KML molekiiler patogenezinde
BCR-ABLI fiizyon geni etkisiyle 9. ve 22. kromozomlar
arasinda olusan translokasyon sonucunda Ph kromozomu
meydana gelir. BCR/ABL gen fiizyonu, artmus tirozin Ki-
naz aktivitesine neden olarak; hiicre gogalma, maturasyon
ve adezyon sinyal yolaklarinin aktivitesine neden olarak
apoptozu inhibe eder ve malign hiicre transformasyonuna

yol agar. Bu da KML patogenezinin temelini olugturur.3*

Hastaligin seyri, erken tani konulmasi, yeni tedavi yon-
temleriyle iyilesmis ve yasam siiresi uzamigtir. KML teda-
visinde yaygin olarak hidroksiiire, interferon, kemoterapi
ve allojenik kok hiicre nakli yontemleri kullanilirken
2000°1i yillarda bu tedavilerin yerini BCR/ABLI protei-
nini hedef alan tirozin kinaz inhibitdrleri (TKI) almustir.
KML patogenezinde BCR/ABL1 6nemli bir rol oynadigi-
nin bulunmasi bu proteini hedef alan spesifik tedavilerin
gelistirilmesini saglamigtir. BCR-ABL1'nin hedefleyen
TKI'leri KML tedavisinde altin standart haline gelmistir.
Toplamda bes TKI, KML'nin birinci basamak tedavisi igin
onaylanmigtir. Bu molekiiller imatinib dasatinib nilotinib,
bosutinib ve ponatinib tedavileridir.> TKI'leri KML teda-
visinde devrim yaratmig fakat bazi hastalarda TKI’lerine
karst direng geligmistir. KML'deki TKI direnci BCR-
ABL'ye bagimli ve BCR-ABL'den bagimsiz mekanizma-
lar olmak iizere iki temel mekanizma tizerinden gelisir. Bi-
rincil direng olugma nedeni BCR-ABL proteininin asiri
ekspresyonu ve TKI baglanma bolgesinde nokta mutas-
yonlart olusmasidir. BCR-ABL proteininin baglanma bdl-
gesindeki nokta mutasyonlari sonucu TKi’nin baglandigi
bolgede konformasyonel degisiklik gelisir ve ilag afinete-

sinde azalma sonucu baglanma gerceklesmez. Bunun so-

nucunda hiicre sinyal yolaklarinin aktivasyonu sonucu 16-
semik transformasyonda ve hiicre proliferasyonunda
artma, apoptosisde azalma olusur.® BCR-ABL bagimsiz di-
ren¢ mekanizmalar1 16semik kok hiicreleri ve ilag farma-
kokinetigindeki degisikler sonucu gelisir. TKI’lerin gast-
rointestinal sistemdeki emilim bozuklugu ilag plazma dii-
zeyinin diigmesine ve ilag etkinliginin azalmasina neden
olur. flacin hiicre i¢i konsantrasyonunu ayarlayan influx ve
efflux pompalarinin asir1 ¢aligmasi da ilag hiicre ici kon-
santrasyonunun azalmasina neden olarak ilag etkinligini
azaltir. Her iki mekanizma da klinik dirence neden olabi-

lir.”

Genom {izerinde protein kodlamayan alanda, RNA genle-
rinden trankripsiyonu saglanan, proteinlere translasyonu
gerceklesmeyen fonksiyonel RNA molekiillerine mik-
roRNA (miRNA) denir.8 miRNA’lar hedef gen ekspresyo-
nunu etkileyerek protein sentezinin diizenlenmesinde ve
birgok biyolojik siiregde rol alirlar.>1° miRNAlar enfeksi-
yon, kardiyovaskiiler, ndrodejeneratif hastaliklar ve kanser
gibi birgok hastaligin patogenez mekanizmalarinda da
dnemli rol alirlar.’ Yapilan calismalarda miRNA ifadesi-
nin bozulmasiyla kanser mekanizmasi arasinda giiglii bir
bag oldugu bulunmustur. Kanser mekanizmalarinda
onemli rolii olan hiicre 6liimii, gelismesi, biiylimesi, fark-
lilasmast ve metabolizmas1 gibi slireglerde miRNA’larin
diizenleyici rolii vardir.*?'® miRNA’lar karsinogenezde
onkogen veya tiimdr baskilayici olarak gérev alirlar.141S
miRNA’larin anormal ekspresyonu KML hastaliginin pa-
togenezinde, kliniginde ve ila¢ diren¢ mekanizmalarinda
roliine dair calismalar vardir.’® miRNA’lar hem BCR-
ABL'ye bagimli ve BCR-ABL'den bagimsiz mekanizma-
lar1 etkileyerek TKI ilag direncinde rol oynar. Bazi
miRNA’larin ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler TK1
ilag direnci hakkinda bilgi verebilir. miR-29, miR-30a,
miR-196, miR-203, miR320a, miR424 'in BCR::ABLI
ekspresyon seviyelerini regiilasyonunda rol oynar. Bu
miRNA’larin ekspresyonunu artmast BCR::ABL1 eksp-
resyon seviyelerini azaltarak hiicre proliferasyonunu in-
hibe ederken, ekspresyon seviyelerinin azalmasi tedaviye
direngle iligkilidir. miR-221, miR-153-3p, miR-577, miR-
214 BCR-ABL'den bagimsiz mekanizmalari etkileyerek

TKI ilag direncinde rol oynarlar.'?
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miRNA’larin ekspresyonun disregiilasyonu kanser hiicre-
lerinde onkogenik veya tiimor baskilayici etkilerin ortaya
¢ikmasina neden olur. Timér hiicrelerinde onkogenik
miRNA ekspresyonun artmast karsinogenesin baglama-
sina ve timor progresyonuna neden olur. Tiimor baskila-
yict miRNA’lar ise kanser gelisimine engel olurlar. Bu
miRNA’larin ekspresyonunun azalmasi onkogen aktivas-
yonuna ve tiimdr gelisimine neden olur.’®1® miRNA’lar
kanser tiplerinde kontrolsiiz biiyiime ya da anti-apopotik
ozellik gosterirler. MiR155 hem ilk kesfedilen onkogenik
miRNA’lardan olup lenfoma ve 16semi olusumunu arttir-
dig1 belirtilmistir. Yapilan ¢alismalarda ise miR-155’in B
hiicreli lenfoma, meme, pankreas, akciger ve Hodgkin len-
foma gibi kanser tiplerinde artmis ekspresyonu belirtilmis-
tir.20 MiR-21 antiapoptotik dzellik gdsteren, akciger, ko-
lon, esofagus ve pankreas kanserlerinde ekspresyonu artan
onkogenik 6zellik gdsteren miRNA’dir.?! KML hastala-
rinda eksperesyonun artti1 gdsterilmistir.?2 MiR-150, me-
gakaryositik-eritroid onciil hiicreler, lenfoid hiicreler ve
NK hiicrelerin gelisiminde rol alan miyeloid hiicre farkli-
lagmasinda rol almayan miRNA olarak tanimlamigtir.
MiR-150'nin hedefi, lenfosit gelisiminin birden fazla asa-
mast i¢in kritik 6neme sahip c-Myb transkripsiyon fakto-
ridiir. Yapilan ¢aligmalarda miR-150 ekspresyonu KML
hastalarinda azaldig1 bulunmustur.?® Yapilan miRNA ilis-
kili caligmalar hematolojik malignitelerde miRNA’larin
belirte¢ olarak 6nemini gostermistir. KML hastalarinin te-
davi siirecinin izleminde miRNA analizleri belirteg olarak
kullanilabilmektedir. KML hastalarinda miRNA diizeyle-
rinin gPCR ile gen ekspresyonun belirlenmesi KML tedavi
seyri agismdan ek bilgi verebilir.?* Bu ¢aligmada KML
hastalarinin takibinde kullanilabilecek ve regiilator gorevi
olabilecegini diisiiniilen miR-21, miR-150, miR-155 eksp-
resyonlarmi qPCR ile aragtirarak KML ile iligkilerinin or-

taya konmasi amaglandi.
ARACLAR ve YONTEM
Hasta Ornekleri

Bu g¢alisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Hematoloji-Onkoloji Bilim Dali’nda takibi yapilan 18-85
yag araliginda, KML tanist konulmus onkolojik ve hema-
tolojik baska malignitesi olmayan 22 hasta {izerinde May1s
2018-Eylil 2019 tarihleri arasinda yapildi. “’Herhangi bir
onkolojik ve hematolojik malignitesi, norolojik/kronik

hastalik 6ykiisii olmayan 18-85 yas araliginda kadin ve er-
kekten olusan 5 birey, saglikli kontrol grubu olarak secildi.
(Giiven aralig1 %95, testin giici %99 olacak sekilde 6rnek-
lem bilyiikliighi 5 olacak sekilde hesaplandi). Hasta ve
kontrol grubundaki bireyler bilgilendirilmis goniillii olur
formunu imzaladiktan sonra ¢alismaya dahil edildi. Bu ¢a-
lisma igin Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan onay alind1 (26.01.2018 tarih ve 2018/52
say1). Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan TYL 2018-8012 kodlu bilimsel
aragtirma projesi ile desteklenmistir. Bu arastirma Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Anabilim Dali La-
boratuvari’nda yiritiildii. Caligma icin hastalardan ve
kontrol grubundan miRNA c¢alismalar1 igin EDTA’l1 tiipe
10 cc kan alindi. Ornekler -20°de ¢alisma zamanina kadar

saklandi.

Tam Kandan Serum Eldesi Total RNA ve RNA’dan
miRNA izolasyonu

EDTA’L tiipte 10 cc alinan tam kan 6rmegi 3500 gx’de 10
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan siipernatant sef-
faf sivi kisim 2 mL’lik ependorf tiipe alindi, pellet atildi.
Orneklerden RNA ve miRNA eldesi Genaxxon miRNA
Purifiikasyon kiti (lot n0:585873) kullanilarak fiiretici
firma protokolii uygulanarak gergeklestirildi. izole edilmis
miRNA ve RNA’lar -20 ° C'de buzdolabinda saklandi. To-
tal RNA, miRNA kalite ve miktar1 Nano-Drop (Thermo
Fisher Scientific, USA) kullanilarak degerlendirildi.

Revers Transkripsiyon ile miRNA’dan cDNA Eldesi

Calisma hsa-miR-21, hsa-miR-150, hsa-mir-155 ‘nin pri-
merleri (Suarge Biyoteknoloji, Ankara, Tiirkiye) kullani-
larak Wiz ScriptcDNA Sentez Kiti (Wiz Script, katalog
no: W2211-1) ile yapildi. Her ornekten ¢ift ¢alisma ya-
pildi. Ters transkripsiyon 25 °C de 10 dakika, 25°C’de 120
dakikada gergeklestirildi. Son olarak 85 °C de 5 dakika
bekletilerek Ters transkriptaz enziminin denatiirasyonu
saglandi. Elde edilen cDNA 6rnekleri %2’lik agaroz jelde
kosuldu. Hemen kullanilmayan ¢cDNA’lar +4 °C de sak-

landi.
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Q-PCR (Kantitatif-PCR)

Gergek-zamanli PCR (qPCR) islemi i¢in Amplifyme SG
Universal Mix (BLIRT, Polonya) ve miRNA gPCR SL
Assay (Suarge Biyoteknoloji, Tiirkiye) qPCR primerleri
kullanildi. qPCR iglemi StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Thermo Scientific, ABD) cihazinda gerceklesti-
rildi. hsa-miR-21, hsa-miR-150, hsa-mir-155 ve endojen
kontrol olarak U6 kullanilara kuyucuk basina 1,5 pL
cDNA eklendi. gPCR ile elde edilen Ct degerleri U6 endo-
jen kontrole gore normalize edilip 2-22Ct yontemi ile deger-
lendirildi. Sentezlenen cDNA’lara RT-SYBR Green gPCR
kiti kullanilarak denatiirasyon (95 °C’ de 20 saniye), hib-
ridizasyon ve primer baglanmasi (95 °C’ de 20 saniye ve
60 °C’ de 30 saniye (45 dongii)) ve polimerizasyon ve
erime egrisi (95 °C’ de 15 saniye ve 60 °C’de 1dk) ve
uzama (95 °C’ de 15 saniye) basamaklarindan olusan 40
tekrarlik PCR protokolii uygulandi. Referans gen olarak
U-6 kullanildr.

mi-RNA seviyeleri i¢in 2-4ACt Analizi ile Kat Degisimle-

rinin Hesaplanmasi

Gergek zamanli PCR ¢alismasindan sonra tiim 6rneklerin
Cycle threshold (Ct) degerleri ile excel dosyasi hazirlandi.
U6 25 civarinda, miR21 35 civarinda, miR150 36 civa-
rinda, miR155 36 civarinda cycle (Ct) degerleri gosterdi.
Biitiin Ct degerleri 25 ile 40 arasinda dagilim gosterdi. Ci-
kan Ct degerleri referans gen Ct degerleri oranlanarak nor-
mallestirildi. Kat-degisimi (224%Y); test rnegindeki nor-
malize gen ekspresyonunun (2-24¢%), kontrol rnegindeki
normallestirilmis gen ekspresyonuna (2-24¢t) oramdir. Kat
degisim degerleri <1 ise azalmig (asag1 regiile) olarak ka-
bul edildi. Kat degisim degerleri >1 ise artmig (yukari re-
giile) olarak kabul edildi. Orneklerin referans gene gore
normalizasyonu yapildi. Kontrol grubundaki genlerinden
elde edilen 2-2ACt degerleri ile hasta grubu degerleni karsi-
lagtirmak i¢in student t-testi kullanildi ve p degerleri buna

gore hesaplandi.
istatiksel Analiz

Gergek zamanli PCR veri analizi, Gen Globe Veri Analiz
Merkezi (https://geneglobe.giagen.com/us/analyze) kulla-
nilarak analiz yapildi. AACt metoduyla ham veriler, U6

housekeeping geni kullanilarak normallesme yapildi. So-
nuglar Student t-testi uygulanarak p degerleri hesaplandi.
%095 giiven araliginda “p<0.05” olan sonuglar istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Hasta gruplart ve kontrol
grubu yas ve cinsiyet bakimindan degerlendirilmesi One

Way Anova tek yonlii varyans analiz yontemiyle yapildi.
BULGULAR
Hasta ve Kontrol Grubunun Ozellikleri

Bu calismaya hasta grubu olarak 22 birey, kontrol grubu
olarak 5 birey olmak tizere toplam 27 birey alindi. Calig-
maya katilan hasta ve kontrol bireylerin 14’i kadin, 13’
erkektir. Cinsiyetler agisindan degerlendirildiginde hasta
ve kontrol gruplarinda bulunan kadinlarm yas ortalamalar1
46+4 yil, erkeklerin ise 4844 yil olarak hesaplanmustir.
KML tanis1 alan hastalar yeni tani ve ilag grubu olarak ay-
r1ld1. Tlag grubuna daha 6nceden ilag tedavisi olarak imati-
nib, nilotinib ve dasatinib verilen KML tanisiyla takip edi-
len hastalar dahil edildi.

Calismamizda yer alan 22 KML tanili hastanimn 5 tanesi he-
niiz tedavi almadan yeni tan1 aldiginda, 5 tanesi imatinib,
8 tanesi nilotinib ve 4 tanesi dasatinib tedavisinde iken ¢a-
lismaya dahil edildi. Nilotinib tedavisi alan 8 KML hasta-
sindan 4 ‘i tan1 konuldugunda direk nilotinib tedavisi bas-
lanan, diger 4’0 ise imatinib direnci goriilerek nilotinibe
gegilen hasta 6rnekleridir. Dasatinib tedavisi alan 4 KML
hastas1 6ncesinde imatinib ve nilotinibe direng geligtirerek

yanit alimamayan hasta 6rnekleridir.
Gruplara Gére miRNA Ekspresyon Diizeyleri

Hasta ve kontrol gruplar1 orneklerinde ger¢ek zamanli
PCR yo6ntemiyle miR-21, miR-150, miR-155 ekspresyon
diizeylerine, housekeeping gen U6 ekspresyon diizeyine
bakildi. 224 analizi ile kat degisimleri hesaplandi. Hasta
gruplart ilag kullanimlarina gore ayrilarak; kontrol gru-

buna gore kat degisimleri hesaplandi.

Calismada miR-21 kat degisimi yeni tani grubunda 0.6
(p=0.2602), imatinib grubunda 1.4 (p=0.6121), nilotinib
grubunda 3.5 (p=0.08872) ve dasatinib grubunda 0.8
(p=0.35) olarak bulundu. miR-150 kat degisimi yeni tani
grubunda 0.3 (p=0.007484), imatinib grubunda 0.5

77



Kronik miyeloid losemi hastalari’nda mikro RNA ekspresyon diizeylerinin arastirilmast

Avcilar ve ark.

(p=0.2688), nilotinib grubunda 0.5 (p=0.01541) ve dasa-
tinib grubunda 2.1 (p=0.1463) olarak bulundu. miR-155
kat degisimi yeni tan1 grubunda 0,5 (p=0.2601), imatinib
grubunda 2.4 (p=0.2445), nilotinib grubunda 4.3
(p=0.09963) ve dasatinib grubunda 0.5 (p=-0.1863) olarak
bulundu.

Yeni tani1 grubu, kontrol grubuna gore karsilastirildiginda
mMiR-150 agisindan anlamli bir farklilk tespit edildi
(p=0.007484). miR-155 ve miR-21 agisindan yeni tani ve
kontrol grubu arasinda fark tespit edilmedi (Tablo 1). ima-
tinib tedavi grubu hastalar ve kontrol grubu karsilagtirl-
diginda her ii¢ miRNA i¢inde anlaml bir fark saptanmad:i
(Tablo 2). Nilotinib tedavi grubu hastalar ve kontrol
grubu karsilastirildiginda miR-150 ile arasinda anlamli bir
fark saptandi, fakat miR-21 ve miR-155 agisindan anlamli
bir fark tespit edilmedi (Tablo 3). Dasatinib tedavi grubu
hastalar ve kontrol grubu karsilastirildiginda her iic
miRNA i¢inde anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 4). Tiim
gruplar birlikte edegerlendirildiginde yeni tan1 grubunda
miR-150, miR-155 ve miR-21 seviyeleri en diisiikk bu-
lundu. miR-155 ve miR-21 igin yiiksek seviyeler nilotinib
tedavi grubunda, miR-150 i¢gin ise dasatinib tedavi gru-
bunda yiiksek olarak bulundu (Sekil 1).

Caligilan miRNA’lardan miR-21 ve miR-155 yeni tanida
diisiik seviyede 0l¢iiliirken hem imatinib hem nilotinib ko-
lunda yukari regiile bulundu. Ancak sonuglar arasinda is-
tatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi (p>0.05). miR-

21 kat degisimi 1.4 (imatinib), 3.5 (nilotinib) bulundu.
MiR-155 kat degisimi=2.4 (imatinib), 4.3 (nilotinib); So-
nuglarimiz bu ilag gruplarindaki hastalarda yanit saglan-

madigr seklinde yorumlandi.

Tablo 1. Yeni tan1 grubunun kontrol grubuna gore kat degisim-
leri ve p-degerleri.

Housekeeping gen

mlR 21 0.2602
miR-150 0.3 0.007484
miR-155 05 0.2601

Tablo 2. Tedavi kolunda Imatinib grubun kontrol grubuna gore
kat degisimleri ve p-degerleri.

Housekeeplng gen

mlR 21 1.4 0.6121
miR-150 0.5 0.2688
miR-155 2.4 0.2445

Tablo 3. Tedavi kolunda Nilotinib grubun kontrol grubuna gore

kat deilslmlerl ve i-deierlerl

Housekeeping gen

mIR 21 0.08872
miR-150 0.5 0.01541
miR-155 43 0.09963

Tablo 4. Tedavi kolunda Dasatinib grubun kontrol grubuna gore
kat degisimleri ve p-degerleri.

Housekeeping gen

mlR 21 0.8 0.35
miR-150 2.1 0.1463
miR-155 0.5 0.1863

4

Kat degisimi
N

-

Kontrol Yeni Tani Imatinib

miRNA

7 mirR150
I miR155
7 miR21

Nilotinib Dasatinib Ima+Nilo+Dasa

Grup

Sekil 1. Tiim gruplarmn kat degigimi.
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TARTISMA

KML, periferik kanda miyeloid, eritroid ve trombosit hiic-
relerinde artiga neden olan, kemik iliginde belirgin miyeloid
hiperplaziye yol agan, Philadelphia kromozomu %95 pozi-
tifligi ile karakterize edilen malign bir klonal hematopoietik
kok hiicre hastaligidir. MikroRNA"lar, 6karyot hiicrelerinde
yaygin olarak eksprese edilen protein kodlamayan gen eksp-
resyonunu diizenleyen kiigiik mRNA molekiillerdir. mik-
roRNA'lar hiicrelerin gelisiminde, farklilasmasinda, apop-
tozda ve ¢ogalma gibi kritik biyolojik siireclerde rol oynar-
lar. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda farkli mikroRNA
molekiillerinin KML patogenezinde rol oynadigi bulunmusg-

tur.?®

Bu ¢aligmada, yeni KML tanis1 almig ve imatinib, nilotinib,
dasatinib tedavisi alan KML hastalarinda miR-21, miR-150,
miR155 ekspresyon seviyeleri arastirildi. Hasta ve saglikli
kontrol grubu miRNA diizeylerinin belirlenmesindeki amag
miRNA’larin KML tanisi konulma agsamasinda ya da uygu-
lanan ilag tedavisinin etkinliginin takibi esnasinda farklilik-
lara bakilarak ilag degisimi ya da diren¢ durumunun belir-
lenmesinde miRNA’larin roliinii aragtirmakti. Daha 6nceki
aragtirmalarin 15181inda, miRNA’larin KML tan1 agamasinda
bir biyobelirte¢ olarak kullanimi, KML hastalarinin tedavi
siirecinde miRNA’larin yeri ve anlami agisindan degerlen-
dirilmesi iizerine yogunlasildi. KML hastalarinda belirli ara-
liklarla miR-21, mi-R150 ve mir-155 diizeylerine bakilarak
ilag yanitinin degerlendirilmesi agisindan fikir verebilecegi
ongoriildi. Kanser gelisim mekanizmalarinda miRNA’larin
apoptozda rol oynadigimin bulunmasi kanser olusumlarinda
da miRNA'larin etkili oldugunu distindiirmiistiir. Bir
miRNA’nin kanserli hiicrede sentezlenme miktar1 kanserin

tanisinda ve tedavi siireglerinde énemli rol oynar.8

miR-21 6nemli timor siipresor genleri hedef alarak gesitli
neoplazmalarin gelisiminde rol ahr. Kronik lenfositik 16-
semi (KLL), Akut miyeloid 16semi (AML) gibi hematolojik
maligniteler, prostat, akciger, kolon, karaciger ve meme gibi
kanser tiirlerinde miR-21 in ekspresyonun fazla seviyede ol-
dugu goriilmiistiir.?” miR-21'in hematolojik malignitelerde
arttig1 bulunmus, birgok ¢alismada malign transformasyonu
arttirarak hastalik ilerlemesinin patogenezinde rol alir.
Mirza ve arkadasglar tarafindan yapilan ¢aligmada yeni tant

ve tedavi alan KML hastalarinda miR-21 seviyeleri arasinda

anlamh bir kat artis1 bulunmustur. Imatinib tedavisi alan
KML hastalarinda miR-21 ekspresyonu yaklasik 9 kat art-
181 gézlenmistir. Bu ¢alismada yeni tani ile kronik faz has-
talar1 arasinda anlamli farklilik saptanmistir. Kronik faz ile
blastik ve akselere faz degerlendirildiginde 3-5 kat artis tes-
pit edilmistir.?® Bizde ¢aliymamizda miR-21 agisindan yeni
tani ile tedavi kolu karsilastirildiginda, imatinib ve nilotinib
kolunda katsay1 anlaminda fark tespit edilmistir. miR-21’in
yeni tan1 almig grupta azaldigini, (yeni tani:0.6) imatinip
(1.4) ve nilotinip (3.5) tedavi grubunda kat artig1 gosterdigi,
dasatinip tedavi grubunda (0.8) diisiik diizeyde oldugu bu-

lundu.

miR-150, lenfoid farklilasmasi agisindan oOnemli bir
miRNA’dir. miR-150 T ve B hiicrelerinde eksprese edilir-
ken progenitér hiicrelerinde eksprese edilmez. miR-150 igin
lenfopoezde pre-B hiicrelerinin mature B hiicrelerine gegtigi
basamakta rol alir. Transgenik farelerle yapilan ¢alisma-
larda miR-150 lenfosit gelisimine etki ettigi ve mature B
hiicrelerinin alt grup hiicrelerinin gelisiminde rol aldig1 be-

lirlenmistir.?’

Yapilan ¢aligmalarda KML teshis ve tedaviye yanitinda bi-
yobelirteg olarak miR-150" nin; KML ve AML’yi ayirt et-
mek i¢cin miR-155’in ve apoptoz aktivitesi i¢in miR-21’in
roliiniin oldugu ileri siiriilmiistiir. Yeh ve arkadaglari, KML
hastalar1 i¢in iyi ve kotii prognostik belirtec olabilecek
miRNA’lar1 gostermiglerdir. Yapilan calismada KML’de en
stk bozulan miRNA'larmin igerisinde miR-150’nin de ol-
dugu bulmuslardir.?* KML hastalarinda, teshis ve tedavi ya-
nitinda biyobelirte¢ olarak miR-150"nin, teshis i¢in biyobe-
lirteg olarak miR-203’{in, KML ve AML’yi ayirt etmek ici
MiR-17’nin, teshis ve ilag¢ yanitt igin miR-10’un, ilag¢ direng
takibi tespitinde biyobelirte¢ olarak miR-29a/b’nin rolii ola-
bilecegi ileri siiriilmiistiir.?® miR-150 ifadesinin KML’nin
yeni tani asamasinda azaldigini gosteren ¢aligmalar vardir.
Srutova ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada miR-150 sevi-
yelerinde kontrol grubuyla kiyaslandiginda KML grubunda
miR-150 seviyesinde azalma bulmuslardir.*® Yeni tani kon-
mus 50 KML hastasinda RT-PCR yontemi ile yapilan ¢alis-
mada miR-150'nin azalmasinin KML'nin tanisal bir biyobe-
lirteg olarak kullamlabilecegi gosterilmistir.®> Yeni tam
konmus KML hastalarin mononiikleer hiicrelerinde ve ke-

mik iliginden bakilan CD34 + hiicrelerinde miR-150’nin
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azalmasini saglikli dondrlere gore anlamli bulmustur. Te-
davi edilmeyen KML hastalarinda miR-150"nin da azalmis
oldugu bulunmustur.®? Bizim de ¢aligmamizda, miR-150
gen ifadesi yeni tan1 grubunda kat degisimi ve istatistiksel
olarak anlamli bulundu (kat degisimi=0.3, p=0.007484). Te-
davi alan hasta grubu miR-150 gen ifadesi kontrol grubuna
gore degerlendirildiginde nilotinib kolunda istatistiksel ola-

rak anlamli bulundu (p=0.01541). (Tablo 3).

miR-155 ile yapilan ¢aligmalarda, ¢esitli malignitelerde art-
t1g1 tespit edilmigtir. KML tanis1 konulan hastalarda miR-
155 seviyesinin saglikli bireylere gore daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Srutova ve arkadaslari KML hastalarinda
miR-155 ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna gére daha
yiiksek bulmustur.®® Biz de ¢alismanuzda saglikli bireyler
ve ila¢ grubundaki miR-155 seviyesini karsilastirdigimizda;
imatinib ve nilotinib tedavi kollarinda anlaml1 kat artig1 bul-
duk (imatinib:2.4, nilotinib:4.3). Bizim ¢alismamizda ilag
gruplari arasi farkliliklar gostermekle beraber, net bir kat ar-

t151 ve miRNA-155 seviyesinde artis tespit edilememistir.

Calisgmamizda miR-21 igin yeni tani ile dasatinib ilag grubu
arasinda bir farklilik bulunmazken, imatinib ve 6zellikle ni-
lotinib kolunda kat say1 agisindan fark tespit edildi. Ancak
sonuglar istatiksel agidan anlamli bulunmamustir (p=0.6121
imatinib, p=0.08872 nilotinib). Hasta Oykiisiiyle degerlen-
dirildigi durumlarda ve hasta sayisinin arttig1 ¢aligmalarla
desteklenmesiyle birlikte miR-21 hastalik ilerleyisi ve yanit
acisindan bir parametre olarak kullanilabilir. Tedaviye ya-
nit1 olmayan KML hastalarinda miR-150 ifade diizeylerinin
azalmasinin tedavi direnci ile iligkisinin ek ¢alismalarla dog-
rulanmas1 gereklidir. Yeni tan1 grubunda sonuglar bu du-
rumu dogrulamaktadir. Ornek gruplari arasinda nilotinib ko-
lundaki ifade diizeyinin azalmasi istatiksel agidan anlamli
bulunmustur (p=0.01541). Bu sonuglarin rnek sayisinin ar-
tirlldig1 yeni ¢aligmalarla desteklenmesi, miR-150 gen ifa-
desinin tan1 aninda bakilmasi ve tedavi siirecinde izlenmesi,
ilag direnci takibi agisindan 6nemli olabilir. KML hastala-
rinda miR-155’nmn prognostik belirte¢ olarak kullanilabil-
mesi i¢in Ornek sayist arttirilmig yeni galismalara ihtiyag
vardir. Clinkii miR-155 ifade diizeyi, yeni tani ile tedavi alan
gruplar karsilagtirildiginda, ilk basamak tedavilerle son ba-
samak tedavi arasinda kat farklilik bulunmustur. Yeni tani

ile dasatinib kolunda ise benzer oranlar elde edilmistir.

Ancak daha saglikli veri elde edebilmek igin 6rnek sayist

arttirilmig yeni caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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