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COCUKLUK GAGI HEMATOLOJIK MALIGNITELERINDE MICRORNA’LARIN
PROGNOSTIK ETKIsSi

OZET
Dr Funda AKPINAR

MikroRNA'lar, son zamanlarda kanser biyogenezinde etkili olduklari
gosterilmis, protein kodlamayan RNA’lardir. Etkilerini transkripsiyon sonrasi gen
modifikasyonu ile gostermektedirler. Cocukluk ¢agi hematolojik kanseri sikligi
giderek artmaktadir. Bu nedenle c¢alismamizda c¢ocukluk ¢agr hematolojik
malignitelerinde miRNA ekspresyonu ve prognoz ile iliskisini arastiriimasi
amaclanmistir.

Calismaya 26 hasta ve 5 saglikli kontrol alindi. Hastalarin 21’i akut 16semi
(15 ALL, 6 AML), 5’i lenfoma (4’4 NHL, 1’i HL) tanisi almig hastalardan ve 5
saglikli kontrolden olugsmaktaydi. Kontrol grubunu yas ortalamasi 9,2 £2,2 yil
olup 3’ erkek (%60), 2’si kizdi (%40). Akut I6semi hastalarinin dokuzu (%42,9)
kiz, 12’si (%57,1) erkekti. Akut I16semi hastalarinin ortalama yasi 8,5 7,2 yil,
ortanca yas! 5,7 yil (1-27) olarak saptandi. Hastalardan kemoterapi dncesi ve
tedavinin 1 aylI tamamlandiktan sonra periferik ven6z 6rnek alinarak miRNA
analizleri yapildi.

Akut 16semi hastalarinda saglikli kontrollere gore let-7b, mir-31, miR-128-
1, miR-218, miR-331, miR-372, miR-375, miR-422, miR-451 ve miR-520
ekspresyonlari azalmig bulundu. ALL hastalarinda miR-375 ekspresyonunun
azaldigi, miR-21, miR-222, miR-30, miR-145, miR-146a ve miR-155
ekspresyonunun arttigi saptandi. AML hastalarinda miR-155'in ekspresyonu
artarken, miR-10, miR-23, miR-218, miR-422, miR-451’in ekspresyonunun
azaldig goruldl. Lenfoma hastalarinda kontrol grubuna gére miR-222, miR-30,
miR-145, miR-146a, miR-181’in ekspresyonlari artarken; let-7b, miR-7, miR-10,
mMiR-23, miR-25, miR-128-1, miR-422 ve miR-451’in ekspresyonlari azalmis
bulundu. Lésemi hastalarinda tedavi sonrasi miR-204, miR-7, miR-10, miR-30,
miR-155, miR-192, miR-422, miR-451, miR-520, miR-548, miR-375, miR-1,
miR-23 ve miR-146a’'nin ekspresyonlarinin arttigi; let-7b ve miR-132’nin
ekspresyonlarinin azaldi§i saptandi. Lenfoma hastalarinda tedavi sonrasi miR-
200c miR-7, miR-132, miR-21, miR-520, miR-155, miR-375, miR-422, miR-451,
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mMiR-200c, miR-204 ve miR-135b’nin ekspresyonlarinin arttigi; let-7b, miR-10
mir-30, miR-222, miR-27a, miR-25 ve miR-145 ekspresyonlarinin azaldigi
saptandi. Losemi hastalarinin tedavi oncesi l6kosit sayilari ile tedaviden sonra
degisen miRNA’lardan miR-128-1 ve miR-331 ile I16kosit sayisi arasinda pozitif
yonde iligki bulundu.

Sonug olarak miRNA’lar hematolojik malignitelerin patogenezinde, tedavi
yanitinda, relaps ve prognozunda rol oynamaktadirlar. Bu konuda daha fazla

hasta sayisi ile yapilacak ¢alismalarla kesin bilgiler elde edilecektir.



PROGNOSTIC EFFECT OF MICRORNAS IN HEMATOLOGICAL
MALIGNANCIES OF CHILDHOOD
ABSTRACT

Dr Funda AKPINAR

MicroRNAs are non protein coding RNAs, which are recently shown to be
effective in cancer biogenesis. They show their effects by post-transcriptional gene
modification. Childhood hematologic cancer frequency is increasing. Therefore in our
study, we aimed to investigate miRNA expression and its relationship with the
prognosis in childhood malignities.

The study enrolled 26 patients and 5 healthy controls. The patient group
consisted of 21 patients diagnosed as acute leukemia (15 ALL, 6 AML), and 5 patients
as lymphoma (4 NHL, 1 HL). Mean age of the control group was 9,2 £2,2 years, 3 of
these were male (%60) and 2 were female (%40). Nine of acute leukemia patients
(%42,9) were female, 12 were male (%57,1). Mean age of acute leukemia patients was
found 8,5 £7,2 years, median age was found 5,7 years (1-27). Peripheric venous
samples were obtained from the patients before chemotherapy and after one month of
therapy was completed, and miRNA analysis were performed.

Decreased expression of let-7b, mir-31, miR-128-1, miR-218, miR-331, miR-372,
mMiR-375, miR-422, miR-451 and miR-520 was detected in acute leukemia patients. In
ALL patients miR-375 expression was decrease, miR-21, miR-222, miR-30, miR-145,
miR-146a and miR-155 expressions were increase. In AML patients whereas miR-155
expression was increase, miR-10, miR-23, miR-218, miR-422, miR-451 expressions
were decreased. In lymphoma patients with respect to healthy controls miR-222, miR-
30, miR-145, miR-146a, miR-181 expressions were increased whereas let-7b, miR-7,
miR-10, miR-23, miR-25, miR-128-1, miR-422 and miR-451 expressions were
decrease. After treatment in leukemia patients increased levels of miR-204, miR-7,
miR-10, miR-30, miR-155, miR-192, miR-422, miR-451, miR-520, miR-548, miR-375,
miR-1, miR-23 and miR-146a levels and decreased levels of let-7b and miR-132 levels
were detected. In patients diagnosed with lymphoma, while increased levels of miR-
200c miR-7, miR-132, miR-21, miR-520, miR-155, miR-375, miR-422, miR-451, miR-
200c, miR-204 and miR-135b were established; decreased levels of let-7b, miR-10 mir-
30, miR-222, miR-27a, miR-25 and miR-145 were detected. There is positive

relationship in between miR-128-1, miR-331 and leukocyte count in leukemia patients.

Xl



In conclusion, miRNAs have a role in pathogenesis, response to the treatment,
relaps and prognosis of hematologic malignities. Certain information could be obtained
with further studies in this issue.
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GIRIS VE AMAG

‘Cocukluk cagdi kanserleri’ 15 yasindan Once gelisen kanser grubu olup,
Cocukluk ¢cagi kanserlerin % 0,5-4,6’sin1 olusturmaktadir. Cocuklarda kanser insidansi
dinya genelinde milyonda 50 ve 200 arasinda degismektedir (1, 2). Cocukluk cagi
kanserlerinin blyik ¢ogunlugunu Iésemiler (%34) olustururken, I6semileri santral sinir
sistemi (SSS) tumorleri (%23), lenfomalar (%12) ve yumusak doku- kemik kdékenli
sarkomlar izlemektedir. Ulkemizde tim gocukluk ¢agi kanserlerinin %20'sini lenfomalar
olusturmaktadir. Lenfomalarin yaklasik 1/3'U Hodgkin lenfoma (HL), 2/3'G Non-Hodgkin
lenfomadir (NHL) (3). Noéroblastom bir yas alti en sik gorulen malignite olmakla birlikte
yas ilerledik¢e gorulme sikligi azalmaktadir (4).

Tdm I6semilerin Ugte ikisi ¢ocukluk ¢aginda goérulirken, Ugte biri erigskin yas
grubunda gorulmektedir. Akut lenfoblastik I6semi (ALL) gorilme sikhdi iki yastan sonra
artmakta, cocukluk ¢aginda pik yapmakta adblesan ve geng eriskin yas grubunda
azalmakta ve 40 yas sonrasi giderek artmaktadir (5).

MikroRNA’lar, tek sarmalli, yaklasik 22 nikleotitten olusan, protein kodlamayan
RNA’lardir. Transkripsiyon sonrasi gen modifikasyonunda gérev almaktadirlar (6). Son
zamanlarda 6zellikle kanser biyogenezinde 6énemi gdsterilen mikroRNA’larin tedaviye
yanit ve hastaligin prognozu ile iligkili oldugu gosterilmistir (7).

Literatiirde cocukluk ¢agi I6semi ve lenfomalarinda mikroRNA (miRNA) ile ilgili
az sayida calisma bulunmaktadir. Bu galismanin amaci ¢ocukluk ve erken erigkinlik
doénemi l6semi ve lenfoma hastalarinda kontrol grubuna gére miRNA ekspresyon
farklarini degerlendirmek; tedavi 6ncesi ile kemoterapinin 1 ay1 tamamlandiktan sonra
miRNA degisimlerini tespit etmektir. Ayrica tespit edilecek olan miRNA’larin tedaviye

yanitta ve prognozunda etkisi olup olmadigini arastirmaktir.



GENEL BILGILER

Diinya Saglik Orgiti’niin tanimina gore ‘kanser’; diger bir ifade ile ‘malign timaor’
ya da ‘neoplazm’; anormal ve hizli bir sekilde biylyerek dokulara ve daha sonra
organlara yayilim goésteren hiicrelerin olusturdugu bir grup hastaligin genel adidir (1).
‘Losemi’ ise kemik iliginden kdken alan ‘blast ‘ ya da ‘Idsemik hicre’ olarak adlandirilan
anormal beyaz kirelerin cogalmasi ile karakterize bir hastalik olarak tanimlanmaktadir
(8). ‘Lenfoma’ lenf nodlarinin timori olarak tanimlanmakta, Hodgkin ve Hodgkin disi

lenfoma olarak iki gruba ayrilmaktadir.

GOCUKLUK GAGI HEMATOLOJIK MALIGNITELERI

Akut Losemiler
Epidemiyoloji

Cocukluk cagi kanserleri tim kanserlerin % 0,5-4,6’sin1 olusturur. Gérilme sikligi
dinya genelinde 50- 200/ 1000 000 arasinda degismektedir (3). Dlnyada ¢ocukluk
cag! kanserlerinin buyuk ¢ogunlugunu lésemiler (%34) olustururken, lI6semileri santral
sinir sistemi timorleri (%23), lenfomalar (%12) ve yumusak doku- kemik kdokenli
sarkomlar izlemektedir. Néroblastom bir yas alti en sik gorilen malignite olmakla
birlikte yas ilerledikge gériilme sikh@i azalmaktadir (4). Ulkemizde ise Tiirk Pediatrik
Onkoloji grubunun 60’dan fazla merkez ile yapti§i arastirmada pediatrik kanser
kayitlarinin %30,33’Unu |6semiler olusturmakta, I6semileri %18,89 oran ile lenfomalar
izlemektedir. Losemilerin dagilimi incelendiginde ise lenfoid I6semiler %78,81 oran ile
ilk sirada gorilmekte, ikinci sirada %16,97 oran ile akut myeloid I6semi, Gi¢lincl sirada

ise %1,85 oran ile kronik myeloid I6semi bulunmaktadir (9).

Etyopatogenez

Cocukluk c¢adi akut I6semilerinde kesin etyoloji bilinmemekle birlikte genetik
yatkinlik ve cgevresel etkenlerin birlikteligi Uzerinde durulmaktadir. Kardeginde I0semi
olan cocuklarda ilk 10 yilda 16semi gelisme riski 2-4 kat fazla olmakta, tek yumurta
ikizlerinde bir kardeste l16semi varsa diger kardeste de l16semi gorilme olasiligi %20

olarak saptanmaktadir. Bazi kromozomal anomalilerin |6semi riskini arttirdigi



bilinmektedir. Bunlardan en sik goruleni Down Sendromu (1/95 oraninda risk vardir)
Bloom sendromu (1/8 oraninda risk), Fankoni aplastik anemisi (1/12 oraninda risk),
konjenital agammaglobunemi, Poland Sendromu, Shwachman-Diamond sendromu,
Ataksi-Telenjiektazi, Li-Fraumeni, Norofibromatosis, Diamond-Blacfan anemisi,
Kostmann sendromu, Wiskott-Aldrich sendromudur (10, 11).

Cevresel etmenlerden iyonize radyasyon maruziyeti, inutero tanisal X-ray,
maternal mutajen maruziyeti I16semi etyolojisinde suglanmaktadir. Benzen gibi organik
¢o6zlculer, HTLV-1 gibi bazi virUsler, radyoterapi, alkilleyici ajanlara maruziyetin de
I6semi riskini arttirdigi bilinmektedir (10, 11).

“Kinlen” ve “Graves” hipotezi olarak bilinen hipotezde akut I6semi ve Burkitt
olmayan lenfomalarin belirli bir enfeksiyon etkenine maruziyet sonucuna gelistigi ileri
surilmektedir. Bebeklik doneminde karsilasiimamis enfeksiyon ajaninin daha ileri
donemlerde vicuda girmesi Ozellikle 2-5 yaslarinda pik yapan ve ALL vakalarinin
%75’ini olusturan Pre- B-cell common-ALL gelisiminde risk faktéri olusturmaktadir (12,
13). Ayrica dogum kilosu, annenin yasi, gestasyonel hafta, yiksek sosyoekonomik
dizeyin de ALL riskini arttirdigi gosterilmistir (14).

Akut myelositik I6semide etyolojisinde birgok etmen sorumlu tutulmasina karsin
hastalarin ¢ogunda tanimlanabilen bir risk faktori bulunmamaktadir. En énemli risk
faktoru, etyolojisi bilinmeyen haftalar boyunca ilerleyen myelodisplastik sendromdur.
Genetik yatkinlik olusturan faktérler arasinda akut myelositer l6semide (AML)
farklilasmayi etkilemeyen ancak proliferasyonu ve/veya hlicre sagkalimini artiran Sinif
I mutasyonlar (BCR/ABL, c-KIT, FLT3, ALM, onkojenik Ras, PTPN11, TEL/PDGFBR)
ve farkhlasmayi ve apoptozu bozan Sinif Il genetik mutasyon ve flizyonlar (AML/ETO
ve PML/RARa fiuzyonlari, CEBPA, CBF, CBP/P300, TIF1 ve HOX mutasyonlari, MLL
rearanjmanlari) saptanabilir. FLT3 (Fms-benzeri tirozin kinaz) erken hematopoetik
preklrsorlerde ifade edilen ve normal immun sistemin gelismesi icin gerekli olan bir
tirozin kinaz reseptéridir. AML’li ¢ocuklarin %15 kadarinda FLT3 internal tandem
duplikasyonu (ITD) vardir (15). Ozellikle kromozom 5 ve 7 anormallikleri sekonder

AML gelisiminde dnemli bir risk faktoru olarak bilinmektedir (16).



Klinik Bulgular

Hastalarin en sik bagvuru yakinmasini ates (%60) olusturmakta ve bunu halsizlik
(%50) ve petesi-purpura gibi kanama bulgular (%48) ile solukluk (%40) izlemektedir.
Hastalarda kemik iligi infiltrasyonuna sonucu gelisen anemiye bagh solukluk,
yorgunluk, carpinti, solunum gug¢ligu gelisebilmekte, nétropeniye bagh ates, oral
mukozada (lserasyon ve enfeksiyon gorilebilmektedir. Trombositopeni petesi-
purpura, mukoz membranlarda kanama ve bazen gastrointestinal, genitodriner sistem
ve intrakranial kanamaya yol acabilmektedir. Blastik hucrelerin lenfoid organlara
invazyonu sonucu yaygin lenfadenopati, splenomegali ve hepatomegali olugmaktadir
(10, 11).

Hastalarin %9%’inde tani aninda santral sinir sistemi invazyonu goérulmektedir.
Santral sinir sistemi tutulumu sonucu artmis intrakranial basin¢ bulgulari, parankimal
tutuluma bagh fokal nérolojik bulgular, hipotalamik tutulum sonucu gelisen asin kilo
alma ile birlikte polifaji, hirsutism ve davranis bozukluklari, arka hipofiz tutulumuna
bagli diabetes insipitus ve spinal kord tutulumu nedeni ile gelisen bel ve bacak agrisi
ve sfinkter problemleri karsimiza c¢ikabilmektedir. Ozellikle AML hastalarinda trombus
ve infarkta neden olan I6kostaz ve trombositopeni ve koagulapatiye bagl santral sinir
sistemi kanamalari gorulebilmektedir (10, 11)..

Over tutulumu cok nadirdir. Testis tutulumu, erkek hastalarin %10-23’(nde
agrisiz testis sisligi ile kendini géstermektedir. Bazen hematiri, hipertansiyon ve
bobrek yetmezligi ile kendini gosteren renal tutulum gérilebilmektedir. Gastrointestinal
sistem tutulumu siklkla ALL vakalarinda goérilmekte ve en sik kanama ile bulgu
vermektedir. Hastalarin %25’inin ilk bagvuru yakinmasi olan kemik agrisinin nedeni
periostun direk I6semik hicrelerle invazyonu, kemik infarti ya da I6semik hicreler
tarafindan kemik iligi kavitesindeki genislemedir. Cilt tutulumu siklikla neonatal I6semi
ve AML’de gorulmektedir. Otopsi bulgularinin  %50-60'inda kardiyak tutulum

gorulmesine karsin hastalarin <%5’inde semptomatik kalp hastahdi vardir (10, 11).



Laboratuar Bulgulari ve Tani

Hemogramda orta ya da agir anemi vardir. Anemi normositer normokromiktir.
Lokosit sayisi artmig, azalmis ya da normal olabilir. Vakalarin %92’sinde trombosit
sayisi normalin altindadir. Ciddi kanama bulgulari ancak trombosit sayisi <20 000/
mm?® oldugunda gériiliir. Periferik yaymada l6kopeni olan hastalarda ¢ok az blast
goriilebilir ya da blast goriilmeyebilir. Lokosit sayisi >10 000/ mm? oldugunda blastlar
kolayca gorulebilir. ALL vakalarinda eosinofili gorulebilirken, AML vakalarinin %20’sine
bazofili saptanabilir (10, 11)..

Genellikle kemik iliginde %80-100 oraninda blastlar goérulmektedir.
Megakaryositler genellikle gorulmezler. Kemik iliginde >%5 blast gérilmesi halinde
I6semi dusunulmelidir. Ancak ALL tanisi icin %30, AML tanisi i¢in %20 blast goériimesi
gereklidir. Klonal sitogenetik anomaliler olan (t(8;21)(g22;922),inv 16 (p13g22) ya da
t(16;16)(p13;922) ve t(15;17)(g22;912) varliginda blast ylzdesine bakiimaksizin AML
tanisi konur. Akciger grafisinde T-hlcreli I6semide mediastinal genisleme gorlebilir.
Serum biyokimyasal parametrelerinden elektrolitler, kan re azotu, Urik asid, karaciger
ve bdbrek fonksiyon testleri ile immunglobulin diizeyleri degerlendirilmelidir (10, 11).

Beyin omurilik sivisi (BOS) incelemesinde 5’ten fazla I6kosit olmasi santral sinir
sistemi tutulumuna isaret eder. Santral sinir sistemi tutulumu SSS-1 <5/ mm?® ve
sanrifiijde blast gorilmemesi, SSS-2 <5/ mm?® ve santrifiijde blast varligi, SSS-3 >5/
mm? ve santrifiijde blast varligi olarak siniflandirilir. Travmatik lomber ponksiyon
varliginda BOS beyaz kire/ eritrosit orani kan beyaz kure/eritrosit oranindan fazla ise
SSS tutulumu olarak kabul edilir (13). Koagulasyon parametreleri 6zellikle AML
vakalarinda hipofibrinojemi, faktor V, IX ve X eksikligi olabilecegi icin olgtlmelidir (10,
11).

Siniflama

Akut |6semiler morfolojik, sitokimyasal, immunolojik, sitogenetik ve molekiler
Ozelliklerine goére siniflandirimaktadir (10, 11). ALL ve AML’nin FAB (French-
American-British) siniflamasina goére morfolojik siniflamasi Tablo 1 ve Tablo 3'de

gosterilmistir. Sitokimyasal 6zellikler ise Tablo 2’de gosterilmigtir.



Tablo 1: ALL’de blastlarin morfolojik 6zellikleri (10).

Sitolojik 6zellik
Hucre boyutu

L1

Kuaglk hdcreler baskin

L2
Bulylk, heterojen

L3
Blylk ve heterojen

Nukleus kromatin Homojen Degiglen, heterojen Nokta nokta boyanmis
ve homojen

Nukleus sekli Duzenli, araliklarla Duzensiz, ¢entiklesme Dulzenlii oval-yuvarlak
centiklesme yaygin

Nukleoli Gorilmez ya da kuiglk >1, genelde buyuk Baskin, >1 vezikuler
ve farkedilmez

Sitoplazma miktar Az Degisken, genellikle Genellikle cok

cok
Sitoplazma bazofilitesi Hafif ya da orta, Degisken, bazilarinda Cok derin

nadiren yogun derin

Sitoplazma Degisken Degisken Genellikle baskin

vakuolizasyonu

Tablo 2: Akut I6semilerin sitokimyasal 6zellikleri (10).

Boyama ALL AML AMML Eritrolosemi Megakaryoblasti
k
Nonenzimatik
PAS Farkli sayida Negatif ya Negatif ya da Giglu pozitif, Pozitif/negatif
yaygin grandl da yaygin hafif graniler
seklinde pozitif granulasyon
Sudan black Negatif Pozitif Pozitif Pozitif Negatif
Enzimatik
Peroksidaz Negatif Pozitif Genelde negatif Pozitif Negatif
ALP Normal Dusuk Yiksek Normal/yiiks -
ek
Esteraz
NAS-DK Negatif Pozitif Negatif Negatif -
NAS-DA Negatif/zayif Pozitif Guglu pozitif Zayif pozitif Pozitif/negatif
Pozitif (florid ile (florid ile inhibe
inhibe olur)
olmaz)
ANA Negatif Negatif Guglu pozitif Glgli pozitif Pozitif/negatif
Asid fosfataz T-ALL’de Negatif Negatif Negatif Pozitif (lokalize
pozitif patern)

ALP: alkaline fosfataz, AMML: akut myelomonositik I16semi, NAS-DC: Naphthol AS-D kloroasetat,
NAS-DA: Naphthol AS-D aseta, ANA: a- Naphthol asetat.



Tablo 3: FAB siniflamasina gore AML tipleri (10).

FAB Ozellik

MO Diferansiye olmayan AML

M1 Minimal diferansiasyonu olan AML (MO’dan farkli olarak MPO ekspresyonu
go6sterir, morfolojik olarak L2’den ayrilamaz)

M2 Diferansiasyon ile birlikte AML.Vakalarin %50’sini olusturur

M3 Akut promyelositik I6semi (APL)- hiperglanddler tip

M3v APL’nin mikroglandiler varyanti, hiperlkositoz ve ciddi koagulopati ile birliktedir,

prognozu kétudar.

M4 Akut myelomonositik 16semi

M4eo Eosinofili ile birlikte Akut myelomonositik [6semi

M5 Akut monositik 16semi (M4 ve M5 <2 yasta siktir)

Mb5a Diferansiasyon olmaksizin akut monositik |6semi

M5b Diferansiasyon ile birlikte akut monositik I6semi

M6 Akut eritroid I6semi- Eritrolésemi (Diguglielmo hastaligi)

M7 Akut megakaryositik I6semi, trizomi 21 olan gocuklarda siktir.

immunolojik siniflama

ALL’de morfolojik, immunolojik ve sitogenetik 6zellikler tablo 4’de, AML 6zellikleri

tablo 5'de gosterilmistir.

Tablo 4: ALL’de morfolojik, immuinolojik ve sitogenetik dzellikleri (10)

immiinolojik belirtec

MIC grup FAB CD2 CD7 CD10 TdT clg clg Karyotip

Akut lenfoblastik [6semi

(ALL)

Erken pre B-hiicre L1, L2 + + t(4;11); t(9;22)

Common ALL L1, L2 + + 6Q-;near
haploid,del(12
p). 1(9:22)

Pre B-hiicre ALL L1 + + + 1(1;19), t(9;22)

B-hiicre ALL L3 +/- t(8;14);
1(2;8),1(8;22)

Erken pre T-hiicre ALL L1, L2 + + + t/del(9p)

T-hucreli ALL L1, L2 + + + 60-




Tablo 5: AML’de morfolojik, immunolojik ve sitogenetik 6zellikler (10).

immiinolojik belirteg

MIC grup FAB CD7 CD19 CD13 CD33 GPA  CD41 Karyotip
Akut myeloid

I6semi (AML)

M2/t(8,21) M2 + 1(8;21)(922;922)
M3/t(15;17) M3,M3v + 1(15;17)(922q12)

Mb5a/del(11q23)
M4Eo/inv(16)
M1/t(9;22)
M2/t(6;9)

M1/inv(3)

M5b/t(8;16)
M2 Baso/t(12p)

M4/+4

M5a(M5b,M4)
M4Eo

M1(M2)

Bazofili ile birlikte
M2 ya da M4
Trombositoz ile
birlikte
M1(M2,M4,M7)
Fagositozla M5b
Bazofili ile birlikte
M2

M4(M2)

t/del(11)(g23)

del/inv(16)(q23)
1(9;22)(q34;q11)
1(6;9)(p21-22;q34)

inv(3)(921q26)

(8;16)(p11;pl3)
t/del(12)(p11-13)

1(9;11)(p22;923)

immunolojik klonlar arasinda I6semi ayirici tanisinda bir takim hicre antikorlari

kullanilmaktadir. Bu antikorlardan en az biri o tire 6zgl olmahdir. Ornegin B-cell
kokeni icin CD19, T-cell icin CD7, ve myeloid hicreler icin CD13 ve CD33 pozitif

(>%30) olmahdir. Buna ek olarak sitoplazmik CD79a kullanimi erken pre-B-cell kdkeni,

CD3 T-cell icin ve sitoplazmik myeloperoksidaz myeloid hicreler icin ayirici tanida
yardimcidir. AML-M7’de CD13 ve CD33’e ek olarak CD41, CD42,CD61 pozitifligi ve

AML-M6 glikoporin A pozitifligi vardir.

Pre B- cell 16semiler tim ALL vakalarinin %80’ini olusturmaktadir. Matur B-cell

I6semi tipi ALL vakalarinin yaklasik %1-2’sini olusturur. T-cell Iésemi ise ALL

vakalarinin %15-20’sidir. Bu tur daha ileri yasta, basvuru aninda yiksek beyaz kure

sayisl, ekstrameduller hastalik varligi ve kotu prognoz ile iligkilidir (10, 11).



Genetik

Cocukluk cagr ALL’lerin %75’'inde kromozomal translokasyonlar goérulir. Bazi
translokasyonlar protein kinazlari transkripsiyon faktorlerin aktivasyonu ve onkogenler
yoluyla aktive etmektedirler. Bunlar; Tel-AML1 fuzyon geni t(12;21)(p13q;922) iyi
prognoz ile iligkiliyken BCR-ABL fuzyon geni 1(9;22)(q34;q11) pediatrik vakalarin %3-
5’'inde goérulmekte olup eriskin 16semilerinden farkli olarak daha ileri yas, daha fazla
beyaz kire sayisi ve SSS tutulumu ile iligkilidir. E2A-PBX flzyon geni
t(1;19)(g23;p13.3) saptanan hastalarda ise tani aninda yiksek beyaz kire sayisi
bulunmakta ve daha yogun kemoterapi vermek gerekmektedir. MLL rearrangement
kromozom 11g23’de bulunmakta ve infant ALL vakalarinin %80’ini, ¢ocuklarin ise
%3’Unu ve sekonder AML’lerin %85’ini olusturmaktadir. Yogun kemoterapiye ragmen
prognoz kotudur. B-cell ALL’ler kromozom 8g24’de yerlesen MYC genlerini kapsar. B-
cell ALL vakalarinin %80’inde t(8;14)(g24;932) saptanmakta, %Z20’sinde ise
t(8;2)(p12;924) ya da t(8;22)(g24;911) saptanmaktadir (10, 11).

Prognostik Faktérler

Tani aninda 1-9 vyaslan arasinda olan ve baslangic beyaz kire degeri
<50000/mm? olan hastalar pre-B cell ALL hastalarinin 2/3'Gni olustururlar ve standart
risk olarak gruplandirilir. Bu hastalarin 5 yillik hastaliksiz yagam orani %80°dir. Yuksek
risk grubundaki diger hastalarin 5 yillik hastaliksiz yasam orani %65’dir (10, 11).

Risk grubu belirlemesi asagidaki gibi yapilmaktadir (Tablo 6);

1. Yas: Bir yastan kuclk ve 10 yastan buyuk hastalarin prognozu, 1-10 yas

grubundakilere gore daha kotudur.

2. Lokosit sayisi: Yuksek l|6kosit sayisi olan hastalarin prognozu daha
kotaddar.
3. imminfenotip: pre-B-cell ALL’'nin prognozu en iyi iken T-cell ALL daha

koti prognozludur. Matur B-cell ALL koti prognozludur. SSS tutulumu siktir.
GUnumuzdeki tedavi protokolleri ile prognozu duzelmigtir.

4, DNA indeks: 50°den fazla kromozom olan >1,6 hiperdiploid ALL
hastalarinda artmis apoptoz ve kemoterapiye artmis duyarlilk nedeniyle iyi

prognozludur. Hipodiploid ALL de koti prognoz ile iligkilidir.



5. Sitogenetik: Kromozom 4 ve 10 trizomileri ya da DNA index >1.16 disuk
risk B- cell ALL grubuna dahil olur. MLL gen duzenlemesini iceren 11g23’deki
translokasyonlar, Philedelphia kromozomu t(9;22)(q34;911) pozitifligi ve hipodiploidi de
ALL hastalari igin kétt prognoz kriteridir.

6. SSS hastaligi: Tani aninda SSS tutulumu olmasi kétl prognozla iligkilidir.

7. indiiksiyon tedavisine erken yanit: 8. giin steroid yaniti, 15. giin kemik
iligi yaniti ve 33. giin remisyon olmalidir. indiksiyon tedavisi sonunda remisyona
girmeyen hastalarin prognozlari oldukc¢a kétuduir.

Pre-B cell ALL’de risk gruplarina gére siniflama tablo 6’da gdsterilmigtir.
Tablo 6: Pre-B-cell ALL’de risk siniflamasi (10).

Risk grubu Ozellikleri
Dusuk risk Yas >1 yil, <10 yil
Beyaz kiire < 50 000/mm°
TEL-AML ya da trizomi 4,10,17
Standart risk Yas >1 yas, <10 yas
Beyaz kiire < 50 000/mm®
TEL-AML ya da trizomi 4,10,17 yok
Yuksek risk Yas >10 yil
Beyaz kiire = 50 000/mm*
SSS-3 ya da testis tutulumu
MLL translokasyonu
Cok yuksek risk Phidelphia kromozomu (+)
Hipodiploidi (45 kromozom)
indiiksiyon tedavi yanitsizligi

AML’de koéti prognoz ile iliskili olan faktorler sunlardir;

1. Beyaz kire > 100 000/mm3,

2. Monozomi 6

3. Sekonder AML

4. FLT 3I1TD

5. indiiksiyon sonrasi minimal rezidiiel hastalik bulunmasi

lyi prognoz ile iligkili olan karyotipler t(8;21), t(15;17), inv 16 iken, monozomi 5,
monozomi 7, del (5q) ve (3q) ya da kompleks karyotipler kétu prognozla iligkilidir (17).
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Tedavi Evreleri

Kisa slreli yogun kemoterapi (yliksek doz MTX, ARA-C, siklofosfamid) ile tedavi
edilen matur B cell ALL hastalari haricinde ALL tedavisi remisyon induksiyonu fazi,
konsolidasyon fazi ve rezidiuel hastaligi yok etmek igin idame tedavisi ve SSS
proflaksisi seklindedir. Hastalar risk gruplarina uygun kemoterapi protokolleri ile tedavi
edilirler. Remisyon induksiyonu fazi: Bu tedavinin hedefi baslangigtaki 16semik hucre
yukinin % 99undan fazlasini yok etmek ve normal hematopoez ve saglikli
performans durumuna donldst saglamaktir. Bu fazda prednizolon, vinkristin,
doxorububcin ve L-aspraginaz kullanilir (10, 11).

Konsolidasyon (yodunlasma) fazi: Normal hematopoez ve vicut fonksiyonunu
kazanmayla birlikte konsolidasyon tedavisi genellikle ila¢ direncli rezidiel 16semi
hicrelerini yok etmek ve relaps riskini azaltmak igin verilir. Genellikle ylksek doz
metotreksat ve merkaptopurin kullanilir. Metotreksatin 1-2 g/m? dozu, standart risk
ALL’li hastalar igin yeterlidir. Ancak yiksek doz (5 g/m2) MTX T cell veya ylksek riskli
B cell ALL ¢ocuklarda verilir (18).

idame fazi: Akut lenfoblastik 16semili hastalara relapsi énlemek icin idame
tedavisi verilir. Hastalara ortalama 12-18 ay boyunca gunlik merkaptopirin ve haftalik

metotreksat verilir (10, 11).

Akut myeloid 16semi

AML tedavisinin ALL tedavisinden farki yogun ve kisa sureli tedavi verilmesidir.
Bunun icin BFM, DCTER ve MRC 10 gibi benzer protokoller kullanilir. Hastalarin
%75’'inde remisyon %57’sinde uzun dénem sag kalim saglanir. Ailede HLA uygun
donor varliginda AML-M3 ve Down sendromu hastalari hari¢ ilk remisyonda
hematopoetik kok hicre nakli yapilmasi énerilir. Uygun donér bulunamamasi halinde
hastalar yogun kemoterapiler alirlar (10, 11).

Akut promyelositik 16semi (AML-M3) indiksiyon tedavisinde trans-retinoic asid
(ATRA) kullanihr. Remisyon i¢in 1-3 aylik slire gerekir. ATRA tedavisi ile remisyon
indUksiyonu saglandiktan sonra hastalara sitozin arabinozid ve antrasiklin tedavileri
verilir. CD33 ekspresyonu pozitif AML hastalarinda Gemtuzumab ozogamicin kullanilir
(10, 12).
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Minimal rezidiiel hastalik

Lésemiye ait klinik bulgu olmadigi halde tedaviden kurtulan ve relapslara neden
olan hicrelerin varligi minimal rezidlel hastalik olarak tanimlanir. Hastalarin %95’i
remisyona girmesine ragmen %15-20’sinde relaps gorulmesi hastaligin tedavi ve
remisyon suresince de bulundugu ancak direk mikroskobik inceleme gibi yontemlerle
saptanamadigini dasindlrmektedir. Tedavi sirasinda rezidiel I6semi olup olmadigi
¢unkld immatir B hdcreleri ve aktive matir lenfositler lenfoblastik hlicrelere g¢ok
benzemesi nedeni ile kemik iligi yaymalarinin morfolojik incelenmesi ile
anlasilamamaktadir. Ayrica, tek bir bolgeden yapilan kemik iligi aspirasyon yaymalari
tim kemik iliginin ¢ok kuguk bir kismini goésterir. Bu nedenle klasik yéntemlerle
saptanamayan |6semik hucreleri arastirmak icin cesitli yontemler gelistirilmistir.
Morfolojik inceleme ile 5/100 oraninda var olan lI6semi hlcreleri saptanabilirken, flow
sitometri ile karyotip incelemesi 1/100, FISH ydntemi ile 1/1000, cift immunolojik
belirte¢ incelemesi ile 1/100 000, PCR yoéntemi ile 1/1 000 000 oraninda var olan
I6semi hiicreleri saptanabilir. Bu nedenle minimal rezidlel hastalik hem ilk asamada

hem de relaps durumunda énemli bir prognostik faktérdir (19).

Lenfomalar

Lenfomalar (Hodgkin ve Hodgkin Disi lenfomalar) cocukluk c¢adi kanserleri
icerisinde l6semi ve santral sinir sistemi timorlerinden sonra uclncl siklikla
gorulmektedir. Onbes yas alti tani alan kanser olgularin yaklasik %10-15'ini
olustururken 20 yas alti tani alan kanser olgularinin %15’ini olusturmaktadir (19).
Ulkemizde ise lenfomalar l6semilerden sonra %18 oraninda en sik goriilen kanser

tirdnd olusturmaktadir (9).

Hodgkin Lenfoma

Hodgkin Hastaligi ilk kez Thomas Hodgkin tarafindan 1832 yilinda olan dalak ve
lenf dokularinin blyumesi ile karakterize bir hastalik olarak tanimlanmigtir. Sternberg
ve Reed 1898 ve 1902 yillarinda bir ya da multinukleuslu dev tanisal hucreleri

tanimlamistir (21).
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Epidemiyoloji

Cocukluk cagi kanserlerinin yaklasik %7’sini olusturan HL, ¢ocuklarda kanser
olimlerinin %1’ini olusturmaktadir (9). Sikligi bebeklerde oldukga nadirken, 15-19 yas
grubunda en sik goérilen ¢ocukluk ¢cagi kanserini olusturmaktadir. Tedavi ile 5 yillik sag
kalim %94’e ulasmistir. Hastalik geng erigkin ve >50 yasta pik yapar. Addlesanlarda
kizlarda daha fazla goérulurken (erkek/kiz: 0,8), 15 yas altinda erkeklerde daha fazla
gorulmektedir (23).

Biyoloji

Hodgkin lenfoma tutulan lenf nodunun <%71’ini kapsayan mononukleer Hodgkin
ve multindkleuslu Reed-Sternberg hicreleri ile karakterizedir. Lenf nodunun kalan
kisimlari timor hlcrelerinden salinan sitokinlere yanit olarak artan lenfosit, eosinofil,
makrofaj, plazma hicresi ve fibroblastlar barindirmaktadir. Hodgkin ve Reed-
Sternberg hicreleri germinal merkez B hicrelerinden olusan, immunglobulin
sentezlemeyen hicreler olmakla birlikte sitokin ve kemokin sentezleyerek hicre
infiltasyonunu saglarlar. Reed-Sternberg hicreleri CD20 ve CD79a gibi B hicre
antijenlerini eksprese ederken, hemen hemen hepsi CD30 antijeni ve ¢cogu CD15

antijenini eksprese etmektedir (21, 22).

Siniflama

Dinya Saglk Orgiti, Reed-Sternberg hiicrelerinin morfolojisi ve infiltasyon

karakterlerine gore HL’1 dorde ayirmistir.

o Lenfositten zengin HL

o Lenfositten fakir HL

o Miks seluler HL

o Noduler sklerozan tip HL (25).
Klinik Bulgular

Lenfadenopati, vakalarin %80’inde ilk bagvuru yakinmasidir. Genellikle servikal,
supraklavikular, aksiller ya da daha az siklikla inguinal yerlesimli, lastik kivaminda ve
agrisizdir. Lenfadenopati haftalar ya da aylar boyunca devam etmektedir.Olgularin

yaklasik %30’unda ‘B semptomlar’’ gérulir. Bunlar; ates (38°C’nin Uzerinde, ardisik 3
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gun boyunca), gece terlemeleri, kilo kaybidir (son 6 ayda %10’dan fazla). Vakalarin
yaklasik %60-80’ninde intratorasik tutulum bulunmaktadir. Servikal lenfadenopatisi
bulunan hastalarin 2/3’'inde mediastinal tutulum bulunmaktadir. Mediastinal kitleler
genellikle asemptomatiktir. Ancak bazen Ooksuruk ve goégus agrisi bulunabilir.
Mediastendeki iri kitleler dispne, oksurlk, stridor, perikardiyal efizyon ya da superior

vena kava sendromuna yol acabilmektedir (21, 22).

Laboratuar Bulgulari ve Tani

Belirgin, tani koydurucu bir laboratuvar bulgusu yoktur. Genellikle tani aninda
sedimentasyon hizi artmigtir. Notrofili, monositoz, lenfopeni, normokromik normositik
anemi, artmis C-reaktif protein dizeyi, kemik invazyonunu disindiren artmis alkalen
fosfataz dlizeyi saptanabilir. Gérlntlileme yontemleri kesin tanida yol gdsterici olmakla
birlikte hastaligin yayginligini géstermede énemlidir. Bu amagla ultrason, bilgisayarli
tomografi ve pozitron emisyon tomografi kullanilir.

Hastaligin kesin tanisi histopatolojik inceleme ile konulur. Tani igin genellikle
eksizyonel biyopsi yapilmaktadir ¢liinkl ince igne aspirasyonu hem histolojik siniflama
ve molekiler g¢alisma icin yeterli dokuyu saglamaz hem de lenf nodunun tamami
incelenmediginden yaniltici olabilmektedir. Blylk mediastinal kitlesi olan vakalarda
hava yolu obstriiksiyon riski nedeniyle bu vakalarin genel anestezi altinda biyopsi

orneklemesi yapilmamalidir (21, 22).

Evreleme

Hastaligin evrelemesi Ann Arbor evrelemesi ile yapilmaktadir (Tablo 7). Hastalik
evrelendikten sonra risk gruplarina ayrilir.

Risk siniflamasi soyledir:

o Dusuk risk: Bulky hastaligi olmayan Evre IA ya da IIA

. Orta risk: Evre IB ya da IIB, evre IA ya da lIA; evre IIAE, evre llIA, ya da
evre IVA hastalk

o YUksek risk: Evre |lIB ya da evre IVB (21, 22).
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Tablo 7: Hodgkin lenfoma Ann Arbor evrelemesi (21).

Evre Tanimlama

I Tek lenf nodu bolgesi ya da tek enstralenfatik organ/bolge tutulumu

Il Diyaframin ayni tarafinda >2 lenf nodu bdlgesi tutulumu ya da diyaframin ayni tarafinda bir
ekstralenfatik organ/bdlge ve onun bolgesel lenf nodu tutulumu

1l Diyaframin her iki tarafinda dalak tutulumun da dahil olabilecegi (llls) lenf nodu bdlgesinin
tutulumu ya da ekstralenfatik organin lokalize devamli tutulumu (IlIE) ya da her ikisi (IIISE)

\ Lenf nodu tutulumuna bakilmaksizin >1 ekstralenfatik organ ya da dokunun yaygin tutulumu

Her evreye dabhil edilebilir

A B semptomu olmamasi

B Ates (>38°C 3 ardisik glin), gece terlemeleri ya da agiklanamayan kilo kaybi (son 6 ayda viicut
agirhdinin >%10)

E Tek ekstranodal bdlgenin tutulumu

Tedavi

Hastalarin tedavisi risk gruplarina gére diizenlenmektedir. Tedavide kemoterapi
ve radyoterapi kullanilir. Kemoterapide etkili rejimler COPP, OPPA, OEPA, ABVD'dir
(21, 22).

Non- Hodgkin Lenfoma (NHL)
Non- Hodgkin lenfomalar, lenfoid kaynakli malign lenfomalar olup, HL olarak
siniflandiriimayan grubu olusturmaktadir. Erigskin NHL’lerin aksine c¢ocukluk cagi

NHL leri ileri evre ve hizli ilerleme goésterir (21, 22).

Epidemiyoloji

Cocukluk cagi kanserleri icinde 5. sikhkla gérilen NHL’lar gelismis Ulkelerin
cocukluk ¢agi kanserlerinin %7’sini olusturmaktadir (4). Ortanca tani yasi 10 yil iken
insidans yas ile artmaktadir. insidans yas, irk gibi etkenlerde etkilenmekle birlikte en
sik gorulen alt tipleri Burkitt lenfoma, difiz B hicreli lenfoma, lenfoblastik T ya da B
hicreli lenfoma, anaplastik hiicre lenfomadir.

Kazanilmis ya da konjenital immunyetmezlik sendromlart NHL ile iligkilidir.
Ozellikle yaygin degisken immunyetmezlik, Wiskott-Aldrich sendromu, Ataksi
Telenjiektazi ve X’e bagli lenfoproliferatif sendrom hastalarinda siklig1 artmaktadir (21,
22).
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Biyoloji

Neoplastik hucreler dar sitoplazmal, ayni boyutta ve kromatin ile gevsek
boyanmis buyik nikleusludur. Hicreler FAB siniflamasindaki L1, L2 tlr hicrelere
benzemektedir (21, 22).

Siniflama

Diinya Saglik Orgiitine gére NHL ler histoloji, immiinfenotip ve genetik
Ozelliklerine gore asagidaki gibi siniflanmistir (22);
Lenfoblastik lenfoma: Yaklasik %25’ni olusturur.
Matur B cell lenfoma
Burkitt lenfoma: Endemik, sporadik ve immunyetmezlikle iligkili Burkitt lenfoma tipleri
vardir.
Diffuz large B cell lenfoma
Primer mediastinal blytk B hicreli: Mediastenden kdken alan lenfomalardir.
Juvenil folikiler lenfoma: eriskinlerdeki vakalarin 1/3’Gn0 olusturmaktayken ¢ocuklarda
%2’den daha az vakada goérilmektedir.

Anaplastik large cell lenfoma

Klinik Bulgular

Klinik bulgular HL'dakine benzer olarak tutulan boélgenin yerine gore degismekle
birlikte agrisiz buyimuis lenf nodlandir. Lenf nodlari HL'dan daha hizl
blylmektedirler. ileri evrelerde solunum yollarina basi sonucu hiriltili solunum, yiizde
sisme, solunum sikintisi goralur. Burkitt lenfomada karin agrisi gorilir. B semptomlari
vakalarin %30’unda ve siklikla anaplastik blyuk htcreli lenfomada goérilmektedir.
Burkitt lenfoma ileogekal bolgeyi tutar. invajinasyon ilk bulgu olabilir. Mediastinal
kitleler daha ¢ok lenfoblastik lenfomada goérulir. Ozellikle anaplastik biyik hicreli
lenfomada ciltte tek ya da multipl mavi cilt-cilt alti noduller, biyuk Ulseratif lezyonlar ve
yaygin multiple papillematdz lezyonlar gorulebilir (21, 22).

Laboratuvar bulgulari ve tani

Anemi, trombositopeni ya da |6kopeni hastalarda kemik iligi invazyonu,
hipersplenizm ya da gastrointestinal kan kaybina bagli olarak gorulebilir. Hipertrisemi

Burkitt lenfoma ya da lenfoblastik lenfoma gibi hizli buytyen timoérlerde timor lizis
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sendromuna bagl saptanabilir. TUmor yukunun fazla olmasi, karaciger invazyonu ya
da hizh buydyen tumor dokusu varliginda laktat dehidrogenaz (LDH) artigi gorulebilir.
Goruntuleme yontemleri hastaligin yayginhgini saptamak icin kullanilir. Bu acidan
Pozitron emisyon tomografisi bilgisayarli tomografiden daha duyarhdir (21, 22).

Kesin tani tutulan organin patolojik incelemesi ile konur.

Evreleme

Cocukluk ¢cagi NHL hastalarinda St. Jude evreleme kullaniimaktadir (Tablo 8).
Tablo 8: St. Jude evreleme sistemi (21).

Evre Tanim

I ¢ Abdomen ve mediasten harig tek ekstranodal bdlge ya da tek anatomik lenf nodu bélgesi tutulum
Il ¢ Tek eksrtranodal bolge ve onun bdélgesel lenf nodu tutulumu

¢ Diyaframin ayni tarafinda = 2 lenf nodu bdlgesinin tutulumu

¢ Diyaframin ayni tarafinda iki ekstranodal bdlge tutulumu

e Tamamen ¢ikarilabilir olan, bélgesel lenf nodu tutulumuna bakilmaksizin  primer gastrointestin

tumor (genellikle ileogekal bolge)

i e Diyaframin farkli taraflarina 2 ekstranodal tutulum

¢ Diyaframin Ustu ya da altinda 2= 2 lenf nodu bdlgesi tutulumu

e Herhangi primer intratorasik timoér (mediastinal, plevral ya da timik)

e Yaygin primer intraabdominal hastalik

e Herhangi paraspinal ya da epidural timor

v o Yukaridakilere ek olarak SSS, kemik iligi ya da her ikisinin tutulumu

Tedavi

Pediatrik NHL'da tedavi hastaliyin evresine ve hicre tipine goére kemoterapi

kombinasyonlarini igerir (21, 22).
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MiIKRO-RNA

Tanim

MikroRNA’lar genom Uzerinde protein kodlayan intron ve ekzon bdlgeleri ve
protein kodlamayan RNA genlerinden traskripsiyonu saglanan fakat proteine
translasyonu gerceklesmeyen fonksiyonel RNA molekuilleridir. MiRNA’lar fonksiyon
olarak gen ekspresyonunun duzenlenmesinde rol oynayan, yaklasik 22 nukleotid
uzunlugunda tek iplikcikli bir RNA molekiil gesididir. insan genomunda miRNA'lari
kodlayan yuksek seviyede korunmus ytzlerce gen bdlgesi kesfedilmistir. Su ana kadar
yaklagik 1000 miRNA tanimlanmistir (25).

Tarihge

ilk miRNA Lee ve arkadaslari tarafindan 1993 yilinda kesfedilmis olup, ‘micro
RNA'’ terimi 2001 yilindan itibaren kullanilmaya baslanmistir. ilk defa Caenorhabditis
elegans isimli nematodda tanimladigi ilk miRNA, lin-4, lin 14 geninin mMRNA’sInin

3'UTR bdlgesine baglanarak islev gérdigu bulunmustur. (26, 27).

Sentezlenme Basamaklari

MikroRNA sentezi primer miRNA’larin transkripsiyonu, pre-miRNA olusumu ve
miRNA’nin aktif halinin olusumu basamaklari ile gergeklesmektedir.

1. MikroRNA’lar primer transkript olarak RNA polimeraz Il enzimi tarafindan
genomik DNA’da sentezlenir. Primer miRNA ‘cap’ ve ‘poli A’ kuyruguna sahip ilmik
yapisindadir.

2. Nukleusta primer miRNA, RNAaz Il enzim ailesinin bir endonukleazi olan
Drosha ve kofakori Pasha (DGCRS8) (microprocessor kompleks) tarafindan yaklasik
70 nikleotid uzunlugunda pre-miRNA’ya doénusturdr.

3. Pre-miRNA molekuli Exportin 5 ve RAN-GTP’ye bagl olarak
sitoplazmaya taginir.

4, Pre-miRNA'lar sitoplazmada RNAaz lll enzim ailesinde Dicer adli niikleaz
ile kesilerek 18-24 nukleotid uzunlugunda gift zincirli miRNA: miRNA dubleksine
cevrilir.

5. Dicer ve partner proteini gift iplikli miRNA molekulini keserek gift iplikgigi
acar.

6. Dicer ayni zamanda RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-
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induced silencing complex: RISC) olusumunu baslatir (Sekil 1).

MiRNA’lar aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra argonuate proteinleri
yardimi ile mRNA yikimina ya da proten translasyonunun baskilanmasina neden
olurlar (28, 29).

T OTIINT. gent

(RNA Pol I1)
: PIENA | (Primer Transkript)

/\—_’_u‘—"H) sommnn | (Prekiirsar miRNa,
70 nikleotid, sap ilmik)

miRNA/MIRNA® Precursor miRNA
duplex JUAC
Mature

mANA miRNA

) miRISC ¥

miRNA sentez Asamalari

Sekil 1: mikroRNA sentez basamaklari (28).

Fonksiyonlar

Matur miRNA’lar hedef genlerin ekpsresyonunu azaltarak protein sentezinin
dizenlenmesine katilirlar. MikroRNA’lar kendi nikleotid dizilerine komplimenter hedef
genleri tanima oOzelligine sahiptirler. MikroRNA, RISC ile kompleks olusturarak
mRNA’ya baglanir ve protein translasyonunun inhibisyonu ya da mRNA’nin yikimina
neden olur (30). MikroRNA'nin hedef mRNA’'ya baglanma sekli sonucunda mRNA
yikimi ya da translasyonun inhibisyonu durumu gelisir. Bunun nedeni miRNA hedef
mRNA’nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan bdlgeye baglanirsa tam olmayan
komplementerlik olugsmasina ve bu translasyon baskilanmaktadir. Ancak tam
komplementasyon var ise miRNA hedef mRNA’nin ‘open reading frame’ bdlgesine
baglanir ve Argonaute 2 tarafindan mRNA yikimi gerceklesir (28). Her bir miRNA
birden fazla mRNA ekspresyonunu duzenlerken, mRNA’larin da birden fazla miRNA
tarafindan hedef olabildigi saptanmistir (31).
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MikroRNA ve Kanser

MikroRNA’lar hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi bir ¢ok biyolojik sirecte gbrev
almalari nedeniyle kanser biyogenezinde de etkili olduklari diisiinilmektedir. ilk olarak
Calin ve arkadaslarinin (32) 2001 yilinda kronik lenfositik I6semili hastalarda yaptiklari
molekiler ¢calismada vakalarin %50’sinde 13914 gen bdlgesinde delesyon saptanmis
ve bu bdlgelerde sadece miR-15a ve miR-16-1 genlerinin bulundugu tespit edilmistir.
Daha sonra kronik lenfositik 16semili vakalarin %68’inde bu miRNA ekspresyonlarinin
azaldigl ya da olmadiginin gosteriimesi ile miRNA’larin kanser biyogenezindeki dnemi
ortaya ¢ikmistir.

MikroRNA’lar hedef mRNA’nin molekiler yolaktaki roline gére onkojenik ya da
timor supresor 6zellik kazanabilirler. MikroRNA'larin kanser vakalarindaki etkileri ile
ilgili birkag mekanizma tanimlanmistir.

1. Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon analizleri miRNA ekspresyonlari
ile iligkili bircok DNA kopya bozukluklari géstermistir (33). Ornegin; néroblastom,
kolorektal kanser, meme kanseri, over timorinde kromozom 1’in kisa kolunda
delesyon gorilmesidir. Bu bélge miR-34a genini barindirmakta bu nedenle hastaligin
seyrinde 6nem arz etmektedir (34-37).

2. MikroRNA’lar onkojenik transkripsiyon faktorleri tarafindan aktive
edilebilir ya da baskilanabilir. Ornedin; MYC geninin fazla ekspresyonu birgok
kanserde kotl prognozla iligkilidir (38). Birgok miRNA’nin MYC tarafindan kontrol
edildigi ve bunun sonucunda miRNA ekspresyonununda artis ya da azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (39).

3. MikroRNA ekspresyonu epigenetik mekanizmalarla dizenlenmektedir.
Tdmorlerde timor slpresor genlerdeki promoter bdlgesindeki CpG bdlgesinin
hipermetilasyonu, genomik hipometilasyon ya da normal olmayan histon
modifikasyonu kanser gelisiminde énemli mekanizmalardandir. Birgok kanserde DNA
demetilleyici ajanlarin ya da histon deasetilaz inhibitorlerinin miRNA artisina neden
oldugu gosterilmigtir (40).

4. MiRNA sentezlenme basamaginda goérevli olan Drosha ve Dicer
enzimlerinin duzeyleri azalmis olan kanser hicrelerinde daha agresif seyir gozlendigi
gosterilmistir (41).

5. MikroRNA RISC kompleksinin aktivitesini dizenleyen proteinlerdeki
(AGO2, GW182, DDX5) ekspresyon farkhliklari ile kanserler arasinda iligki
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gosterilmigtir (42).

miRNA diger hastaliklar

MiRNA’larin sadece kanser yolaklarinda degil, sistemik lupus eritematoz gibi
inflamatuar hastaliklar, miyokardit gibi kardiyak hastaliklar, nefritik sendrom gibi
glomeruler hastaliklar hepatit gibi enfeksiyon hastaliklar ile iligkili oldugu da
gosterilmistir (43-45).

MiRNA hematopoez

Sadece patolojik durumlarda degil, normal hiicre isleyisi i¢cin de mikroRNA’larin
onemli oldugu bilinmektedir. Normal hematopoezin hemen her basamaginda
mikroRNA’larin etkili oldugu gdsterilmistir (47). Megakaryopoezde miRNA-34a’nin
megakaryosit farklilagsmasinda etkili oldugu, miRNA-155’in megakaryopoezi
downregule ettigi, miRNA-146a ve miRNA-145'in immun sistemi aktive ederek

megakaryopoez asamasinda yer aldigi farkli galismalarda gosterilmistir (48-50).

T-hicre farkhlasmasinda da miRNA’larin etkili oldugunu gésteren bir ¢calismada
dogal, efektdér ve CD8 T-hiucrelerinde miRNA-16, miRNA 142-3p, miRNA,150, miRNA
15b ve let-7fnin digerlerinden 7 kat fazla oldugu saptanmistir (51). MiRNA’larin T-
hlcrelerdeki farklilasmanin yani sira olgun ve peripheral T-hiicrelerde miRNA-181a’nin
daha az eksprese olurken c¢ift pozitif T-hicrelerinde artmis ekspresyonunun bulunmasi
T-hucreleri reseptor sensitivitesinde de miRNA’larin etkili oldugunu distndirmastir
(52). Bunun yani sira miR-150’nin T- htcre farklilasmasinda etkili oldugunu goésteren
bircok calisma bulunmaktadir (63-55). Literatiirde miR-155’in CD34+ hucrelerinin T
helper 1 yonunde farklilasmalarinda etkili oldugunu gdsteren calismalar mevcuttur (56,
57).

B-lenfositlerdeki miRNA ekspresyonlarinin incelendigi bir calismada germinal
merkezde miRNA-106a, mIRNA-181b ve miRNA-17-5p ve miRNA-150
ekspresyonunun fazla oldugu goértulmustir (58). miRNA-150’nin pro-B hiicreden pre-B
hicreye gegcisini cMyb Uzerinden bloke ettigi saptanmistir (59). Bir calismada miRNA-
181’in B hlicre serisinde arttig1 gosteriimis ve miRNA-181’in B-hucre farkhlagmasinda

kritik 6neme sahip oldugunu disundurmustir (60).

21



MiRNA ve hematolojik kanserler

Kanserlesme surecinde miRNA’larin etkisinin gdsterildigi ilk calisma 2001 yilinda
Calin ve arkadaslan tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada KLL hastalarinin yaklasik
yarisinda 13914 gen bolgesindeki delesyonun goérilmesi Uzerinden yola ¢ikarak ayni
gen bdlgesinde lokalize olan miRNA-15 ve miRNA-16’nin da KLL vakalarinin biyik
kisminda (%68) down reglle oldugu saptanmigstir (61).

Daha sonraki yillarda yapilan bir bir galismada (62) yedi erigskin ALL hastasinin
miRNA analizleri yapiimis ve alti saglikli kontrolle karsilastirilmistir. ALL hastalarinda
mMiR-128b, miR-204, miR-218, miR-331 ve miR-181-1’in ekspresyonlarinin arttigi, miR-
135b, miR-132,MiR-199, miR-139 ve miR-150'nin ekspresyonlarinin azaldigi
saptanmistir. Yeni tani almis 40 pre-B cell ALL hastalarinda yapilan baska bir
calismada miR-222, miR-339, miR-142-3p’nin upregule, miR-451, miR-373’4n down
regule oldugu go6sterilmistir (63). Pediatrik ALL hastalarinin alt gruplarinin miRNA
analizleri incelendiginde miR-148, miR-151 ve miR-424 ekspresyonlarinin B ve T cell
ALL ayriminda kullanilabilecegi saptanmistir (64). ALL hastalarinin tedaviye
direnglerinin miRNA ekspresyonlari arastirildiinda miR-18a, miR-193a, miR-218,
mMiR-532, miR-550, miR-625, miR-633, miR-638'’in prednizolon direnci ile iliskili oldugu
farkli calismalarda belirtilmistir (65, 66). Zhang ve arkadaslarinin (65) calismasinda
ALL’'de SSS relapsi, risk gruplarinda gére miRNA analizleri yapildiginda 18 hastanin
4’Gnde bir yil icince SSS relapsi gelismis. Bu hastalarin miRNA analizlerinde miR-7,
mMiR-198 ve miR-663’ln Ug¢ kat arttigi, miR-126, miR-345, miR-222 ve miR-551a’nin ise
azaldi§i gosterilmistir. Bagka bir calismada miR-16 upregilasyonunun koétd prognozla
iliskili oldugu, hastaliksiz sag kalimi azalttig1 gosterilmistir (67). MiRNA’lar ve ALL'de
sag kahm ile iligkisi incelenmis miR-223, miR-708, miR-223 ve miR-27a ekspresyon
artisini hastaliksiz sag kalim ile orantili oldugu bulunmustur (68).

Lenfomalarda yapilan ilk calisma Metzler ve arkadaslarinin calismasidir.
Arastirmada hastalarda miR-155'1 kodlayan BIC ekspresyonunun Burkitt lenfomal
cocuklarda arttigi gosterilmistir (69). B cell lenfomada miR-17-92’nin p21 kontrolu ile
hicreyi G1/S fazinda durdurarak lenfogenezi duzenledigi gosterilmistir (70). Difflz
buyuk B cell lenfomada miR-155'in ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (71). Burkitt
lenfoma, diffiz blylk B cell lenfoma gibi agresif seyirli lenfomalarin MYC

ekspresyonunun bu durumla iligkili oldugu bilinmektedir. Bir calismada miR-29’un
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down reglle olmasinin hlcre déngusinid aktive ettigi, daha sonra miR-494

ekspresyonunun azalarak MYC upregulasyonu ile sonuglandigini gdstermiglerdir (72).

Tedavide Kullanimlari

MikroRNA fonksiyonlarini inhibe eden ya da duzelten bircok preklinik hayvan
calismalari yapiimistir. MikroRNA'lar antisense oligonikleotidler (antagomir ya da
antimir) tarafindan inhibe edilebilimektedir. Antagomirler miRNA’larin hedefine
baglanmasini yarismali olarak inhibe eden sentetik molekullerdir. Hayvan modellerinde
intratimdral enjeksiyonu sonucunda timér boyutunda kigllme gézlenmistir. Anti-miR-
17-5p’nin ndéroblastom hiicrelerine enjeksiyonu sonucunda 1 hafta gibi kisa bir slirede
timor hicrelerinin yok oldugu gdsterilmistir (73).

MikroRNA’larl bloke eden antagomirlerin yaninda miRNA down regllasyonunu
ya da kayiplarini dnlemek amaciyla Uretilen miRNA ‘mimetik’ ya da ‘mimiK’leri
kullaniimigtir. MikroRNA mimikleri endojen miRNA’nin benzeri kilavuz dizi ve kilavuz
diziye komplementer ‘passenger’ dizi icermektedir. Antagomirler konjugasyona ihtiyac
duymazken miRNA mimikler konjugasyon ya da enkapsllasyon iglemi
gerektirmektedirler. Kolon kanseri olan xenograftlara aterokolajen-miR-34a kompleksi
enjeksiyonu sonrasinda timoér blyUmesinin orta derecede slprese oldugu
gOsterilmisken, prostat kanseri olan fare modellerinde miR-16-aterokolajen
kompleksinin verilmesi sonucu kemik metastazinin tamamen inhibisyonu gézlenmistir
(74, 75).
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GEREG VE YONTEM

Bu galigma Agustos 2014- Eylil 2015 tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi

Tip Fakiiltesi Hastanesi, izmir Dr Behget Uz Cocuk Hastaliklari ve Cerrahisi Egitim

Aragtirma Hastanesi ve Ankara Cocuk Saghgi Hastaliklari Hematoloji Onkoloji Egitim

arastirma Hastanesi’nde yeni tani almisg, akut I6semi ve lenfoma hastalarinda yapildi.

Calisma igin Pamukkale Universitesi Tip Fakultesi Etik Kurulundan onay alindi.

(13.08.2013 tarihli 11 sayih karar). Ayrica hasta ve ebeveynlerinden ve kontrol

grubundan bilgilendirilmis onam formu alindi.

Hastalarin ¢alismaya dahil edilme kriterleri

0-25 yas arasi
Yeni tani almis akut I16semi ya da lenfoma olmasi

Kemoterapi almamig olmasi

Olgularin ¢alismaya dahil edilmeme kriterleri

Calismaya katilmayi reddetme
Kalitsal veya benign hematolojik hastaligi olmasi.

Genetik sendroma sekonder gelismis I16semi ve lenfoma olmasi

Hastalarin demografik, klinik ve laboratuvar 6zellikleri formlara kaydedildi. Bu

formlarda bulunan bilgiler sunlardir:

Dogum tarihi

Tani tarihi

Tani yasi

Tani konulan hastane

Cinsiyeti

Losemi/ lenfoma tipi

FAB siniflamasi

immunfenotipik siniflama

Tani anindaki I6kosit sayisi

Tani aninda periferik yaymadaki blast orani (%)
Tani aninda kemik iligindeki blast orani (%)
Sitonegetik analiz sonucu

Risk grubu

24



. Lenfomalarda evre

o ALL hastalari i¢in 8. glin steroide yanit durumu
) ALL hastalari i¢in 33. glin remisyon durumu

) AML hastalari i¢in 15. glin remisyon durumu

) Hastalari remisyon/relaps durumlari

) Hastalari son durumlari (yasiyor, exitus)

MIRNA iCiIN KAN ORNEKLERIN TOPLANMASI

Calismaya alinan akut I6semi ve lenfoma hastalarindan tedavi 6éncesi ve tedavi
sonrasl 2.5 mL ven6z kan ornekleri elde edildi. RNA'nin kimyasal yapisindan dolayi
RNA seviyesi hizli bir sekilde azalmaya basglamaktadir. Calismanin guvenilirligi
agisindan alinan érnekler icinde RNA"y! stabilize eden kimyasal bulunan ézel tiplerde
saklandi. Bu sayede 6rneklerin alindiklar yerden izolasyonun yapilacagi laboratuara
kadar RNA seviyelerinin korunmasi amagclandi. Bu calismada stabilizatér olarak
(PAXgen) kullanildi. Bu tlpler igerisine alinan érnekler RNA yapi ve miktarlarini 18-25
‘C'de 3 glin, 2-8°C"de 5 glin koruyabilmektedirler. -70 °C"de ise yaklasik 50 ay

depolanabilir.

Calisma Basamaklari

o Periferik vendz kan 6rnegdi alinmasi
o Plazma ekstrasyonu

o RNA izolasyonu

. cDNA sentezi

o gRT-PCR miRNA ekspresyon analizi
. Verilerin analizi

gRT-PCR miRNA ekspresyon analizi

RNA izolasyonu Protokolii

Hastalardan toplanan 2,5 ml kan drnekleri I6kosit calismalari icin eritrosit liziz tampon
(1/5) ile muamele edilip 1800-2000 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek elde edilen
pellet ve lenfoma galigmalar igin kan érnekleri 4000 rpm de 7 dakika santriflij edilerek

elde edilen serum &rnekleri taze olarak RNA izolasyonu igin kullanildi.
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RNA izolasyonu icin Qiagen miRNeasy kit (katalog no:217184, Germany) kullanildi.
Protokol ise; 16kosit galismalari i¢in elde edilen pellet ya da serum (100 pl) 6rnegine

giazol 900 pl ilave edilerek oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

. Ardindan 180 pl kloroform ilave edilerek 15 saniye vorteks edildi. Santriflij islemi 12000

xg de 15 dakika +4°C de gergeklestirildi.

Olusan Ust berrak faz alinarak toplam hacmin 1,5 kati %96’lik saf alkol eklendi.

Daha sonra kit icerisinde bulunan kolonlardan 8000 xg de 15 saniye santriflj edildi.

Kit icerisinde bulunan RWT ve RPM solisyonlari ile pes pese 700 pl ve 500 ul
konularak 8000 xg de 15 saniye santrifuj edilerek kolon yikandu.

% 80’lik alkol 500 pl konularak 8000 xg de 2 dakika santrifuj igslemi yapildi.

8000 xg de 4 dakika alkol buharlastirma islemi igin santriftij edildi.

Son olarak 20000 xg de 1 dakika RNase icermeyen su koyularak RNA elde edildi. Elde
edilen RNA -80°C de sakland..

cDNA Eldesi

izolasyonu gerceklestirilen RNA'lar (retici firmanin belirttigi sekilde elde edildi
(miScript Il RT kit Qiagen, Germany). Total RNA (1ng-4 ng) 8 ul, HiSpec tamponu 4 pl,
nucleis mix 2 pl, miScript RT 2 pl, saf su 4 ul toplam 20 pl olacak sekilde reaksiyon
miksi hazirlandi. Reaksiyon sartlari; 37°C de 60 dakika, 95°C de 5 dakika 1 siklus
olarak gergeklestirildi. Ardindan reaksiyon sonunda érnekler -20°C de saklandi.

mMiRNA Hedef Genleri Analizi
miRNA  hedef genleri miRGen target veritabani kullanilarak belirlendi.
(http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/miRGen/v3/Targets.cgi). Yapilan analizde

akut I16semi ve lenfoma ile iligkili hedef genler belirlendi.

Real-Time Reaksiyonu

Real time reaksiyonu igin elde edilen cDNA’lar kullanildi. Bunun igin Qiagen
(Germany) Ozel olarak dizayn edilen hsa-miR-1, hsa-let-7b, hsa-miR-7, hsa-miR-10,
hsa-miR-21, hsa-miR-222, hsa-miR-23, hsa-miR-27a_1, hsa-miR-25, hsa-miR-30,
hsa-miR-31, hsa-miR-132, hsa-miR-135 b, hsa-miR-1281, hsa-miR-145, hsa-miR-
146a, hsa-miR-150, hsa-miR-155, hsa-miR-181, hsa-miR-192, hsa-miR-200b, hsa-
miR-200c, hsa-miR-204, hsa-miR-218, hsa-miR-331, has-miR-372, hsa-miR-375, hsa-
miR-422, hsa-miR-451, hsa-miR-494, hsa-miR-499, hsa-miR-520, hsa-miR-548,
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primerleri kullanildi. Normalizatér olarak U6 kullanildi. 12,5 yl master miks, 1 universal
primer ul, 1 yl primer, 5,5 yl RNase igcermeyen su, 5 pul cDNA olarak toplam hacim 25
ul olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon sartlari; 95°C de 15 dakika bir basamak, 94°C
30 saniye, 55°C 30 saniye, 70°C 15 saniye 40 basamak olarak gerceklestirildi.

Tedavi oncesi ve Tedavi Sonrasi hastalar arasinda farkli mikroRNA
ekspresyonlarinin tanimlanmasi

gRT-PCR sonuglar analiz edilerek tedavi éncesi ve tedaviye hastalar arasinda
farklilik gosteren mikroRNA'larin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar biyoinformatik
destek alinarak saptandi.

Verilerin Degerlendirilmesi

gRT-PCR calismalarinin istatiksel analizi icin, c¢alismalarda elde edilen Ct
degerleri kat degisim analizi igin delta delta Ct analizi yapildi. Gruplar arasindaki
farklar 2°°¢T = ((ACT(hasta) — ACT(u6) — (ACT(kontrol) — ACT(u6)) formili ile
hesaplandi. Verilerin analizinde SPSS 20.0 paket programi kullanildi. Arastirmada
hastalarin 6zellikleri icin tanimlayici istatistik yapildi, ALL-AML miRNA ekspresyon
farklhihklarinin kontrol grubu ile karsilastirnimasi icin Mann-Whitney U testi kullanildi.
Risklere gore siniflandirilan ALL hastalarinin miRNA ekspresyon farkliliklari icin
Kruskal-Wallis analizi yapildi. Lokosit sayisi, periferik yayma ve kemik iligindeki blast
yuzdesi ile miRNA ekspresyonlarindaki degisim arasindaki iliski Spearman

korelasyonu ile yapildi. Tim testlerde p< 0,05 anlamlilik dlizeyi olarak belirlendi.
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BULGULAR

Calismaya 26 hasta ve 5 saglikli kontrol alindi. Hastalarin 21’i akut |6semi, 5'i
lenfoma idi. Kontrol grubuna herhangi kronik hastaligi olmayan saglkli ¢cocuklar alindi.
Kontrol grubunu yas ortalamasi 9,2 £2,2 yil olup 3’G erkek (%60), 2’si kizdi (%40).
Akut 16semi hastalarinin dokuzu (%42,9) kiz, 12’'si (%57,1) erkekti. Akut I6semi
hastalarinin ortalama yasi 8,5 7,2 yil, ortanca yasi 5,7 yil (1-27) olarak saptandi. ALL
hastalarinin 2’si erigkin (22 ve 27) yas grubunda idi. LOsemi hastalarinin 15’i (%71,4)
ALL, 6’s1 (%28,6) AML idi. Akut lenfoblastik 16semi hastalarinin 2’si (%13) T cell ALL,
13’0 (%86,6) B cell ALL idi. FAB siniflamasina gére ALL hastalarinin 5’i L1, tgu L2, biri
L3 olarak tanimlandi. Alti hastanin FAB siniflamasi belirtiimedi. AML hastalari FAB
siniflamasina gére 3’0 M2, 2’si M4, 1’i MO’di. AML hastalarinin birinde hastada inv(16)
birinde de t(8:21) pozitifligi saptandi. BFM protokollne goére risk gruplarina ayrildiginda
ALL hastalarinin 4G (%26,6) standart risk grubunda, 8'i (%53,3) orta risk, 3’0 (%20)
yuksek risk grubuna girdi. AML hastalarinin dordu disik (%66,6), ikisi (%33,3) yuksek
risk grubunda idi. ALL hastalarinin tamaminda 8. gin steroid yaniti alinirken, sadece
bir hasta 33. glinde remisyona girmedi (%4,8). AML hastalarinin tamami 1. ayinda
remisyona girdi. Hastalarin basvuru anindaki ortalama l6kosit degeri 29 535 +32499
/Imm?3, periferik yaymada blast orani ortalama %75,9 (12-100) iken kemik iliginde
ortalama blast orani %85,1 (16-100) olarak saptandi. ALL hastalarinin tamaminda
Philedelphia kromozomu negatifti. Bir hastada hiperdiploidi, iki hastada t(12:21)
saptandi. Akut I6semi hastalarinin demografik, klinik ve laboratuvar 6zellikleri tablo
9'de gosterilmistir.

Tablo 9: ALL hastalarinin demografik zellikleri.

Cinsiyet Kiz:9 (%42,9) Erkek:12 (%57,1)

Yas Oort:8,5 7,2 yil Ortanca: 5,75 (1-27) yil
Losemi tipi ALL: 15 (%71,4) AML: 6 (%28,6)
immunfenotip B-cell: 19 (%90,5) T-cell: 2 (%9,5)
FAB-ALL L1:5 L2:3 L3:1 Bilinmiyor:6
FAB-AML MO:1 M2:3 M4:2

BFM risk grubu- ALL SRG: 4 MRG:8 HRG:3

BFM risk grubu-AML Dusik: 4 Yiksek: 2

Lokosit sayisi 29 535 * 32 499 /mm? (770-110 000)

PY blast yiizdesi %75,9 (12-100)

Ki blast yiizdesi %85,1 (16-100)
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Tablo 10: Akut I6semi hastalarinin demografik, klinik ve laboratuar 6zellikleri.

Hasta Yas Cinsiyet Tip Imm FAB Sitogenetik Risk Remisyon
no (y1) unfe grubu Durumu
notip
1 3 K ALL B-cell L1 t(12:21) Standart Remisyonda
3 22 E ALL B-cell - Yuksek Exitus
4 6 K ALL B-cell L1 t(12:21) Orta Remisyonda
7 5 E AML MO - Yuksek Remisyonda
8 4,5 K AML M4 Inv 16 Dusuk Remisyonda
10 13 K AML M2 1(8:21) Diisiik Remisyonda
12 4 E ALL B-cell L3 - Yuksek Relaps
13 27 K AML M2 - Dusuk Remisyonda
14 13 E ALL B-cell L2 - Orta Remisyonda
16 2 E ALL B-cell L1 - Standart Remisyonda
17 13,5 E ALL B-cell L2 - Orta Remisyonda
18 4 E ALL T- - Orta Remisyonda
cell
19 14 E ALL T-cell - Yuksek Remisyona
girmedi
20 5 E ALL B-cell - Standart Remisyonda
21 1 K ALL B-cell - Orta Takipten ¢ikti
22 7 E ALL B-cell hiperdiploidi Orta Remisyonda
23 2 E AML M4 t(4:11) Yiksek Remisyonda
24 16 E AML M2 - Disuk Remisyonda
26 2 K ALL B-cell L1 - Standart Tedavisi suriyor
27 14 K ALL B-cell L1 - Orta Remisyonda
28 2 K ALL B-cell L2 - Orta Remisyonda

Lenfoma hastalarinin biri HL (%20), dérdi NHL tanisi aldi. Hastalarin dordu
erkek, biri kizdi. Ortalama yaslari 8,1 +3,34 yil, ortanca 6,5 yil (5-13,5). Hodgkin
lenfomali hasta noduler sklerozan tip iken, NHL hastalarinin ikisi Burkitt lenfoma, biri
blylk B hicreli lenfoma, biri lenfoblastik lenfoma tanisi aldi. Hastalarin ikisinde
mediasten tutulumu, ikisinde de kemik iligi tutulumu vardi. Hastalarda santral sinir
sistemi tutulumu yoktu. Hastalarin ikisinde c-MYC geni pozitif saptandi. Lenfoma
hastalarinin basvuru aninda ortalama I6kosit sayisi 6960 +2126 /mm?3, ortalama
hemoglobin degeri 12,5 +0,63 g/dl, ortalama trombosit sayisi 305800 +1343 /mm?,
ortalama laktat dehidrogenaz duzeyi 452 + 316 1U/ml, eritrosit sedimentasyon hizi 22
121/saat, ortalama C-reaktif protein degeri 1,2 + 1,3 mg/dl, ortalama urik asit dizeyi
4,2 £3,3 mg/dl olarak saptandi.

Lenfoma tanili hastalarin demografik ézellikleri tablo 11°de verilmigtir.
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Tablo 11: Calismaya dahil edilen lenfoma tanili hastalarin demografik ve klinik
Ozellikleri.

Hasta Yas Cinsiyet Tani Evre Risk Sitogenetik Tedaviye
no (y1) yanit durumu
2 6,5 E NHL Evre Risk c-myc Yanit var
(BL) 1 2

5 5 E NHL Evre Risk - Yanit var

3 2
6 13,5 E NHL(BL) Evre Risk c-myc Yanit var

4 3
9 6,5 K HL(NS) Evre Risk - Yanit var

2 2
15 9vyas Erkek NHL(LL) Evre Risk - Yanit var,

2 2 tedavisi devam

etmekte

HL: Hodgkin lenfoma, NHL: non-Hodgkin lenfoma, BL: Burkitt Lenfoma, NS: Nodiiler sklerozan tip,

LL: lenfoblastik lenfoma.

MiRNA sonuglan

Hastalarda 33 adet miRNA’nin ekspresyon dlizeyleri tedaviden 6nce ve tedavinin
1. ayinda incelendi. incelenen miRNA'lar literatiirde kanser patogenezinde rol
oynadiklari gosterilmis miRNA’lardan segcildi. Bunlar; miR-1, let-7b, miR-7, miR-10,
miR-21, miR-222, miR23, miR-27a, miR-25, miR-30, miR-31, miR-132, miR-135b,
miR-128-1, miR-145, miR-146a, miR-150, miR-155, miR-181, miR-192, miR-200Db,
miR-200c, miR-204, miR-218, miR-331, miR-371, miR-375, miR-422, miR-451, miR-
494, miR-499, miR-520, miR-548 idi. Standardizasyon icin u6 kullanildi.

Akut 16semili hastalarda tespit edilen miRNA dlzeylerinin, kontrol grubuna goére
karsilastirmasi ve tedavi 6ncesi ve sonrasinda kac kat degistikleri ‘fold change analizi’
yapilarak hesaplandi. MiRNA fold change analizleri tablo 12-13'de gosterilti.

Akut I6semili hastalarin saglikl kontrollerle karsilastirmasinda miR-21, miR-222,
miR-30, miR-145, miR-146a ve miR-181'in ekspresyonlarinin istatistiksel olarak
anlamli duzeyde ylksek; let-7b, miR-128-1, miR-218, miR-331, miR-422, miR-451,
miR-520, miR-31, miR-372 ve miR-375’in ekspresyonunun ise anlamh olarak diguk
oldugu saptandi. Akut I6semi ve kontrol grubunun miRNA fold change analizleri tablo
11'da gosterildi. Kontrol grubuna gore AML hastalarinda miR-155 eksresyonunun
arttigl, miR-10 miR-23, miR-218, miR-422, miR-451'in ekspresyonunun azaldig!
saptanirken, ALL hastalarinda kontrol grubuna gbére miR-21, miR-222, miR-30, miR-
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145, miR-146a, miR-155 ekspresyonun arttiyi, miR-375 ekspresyonunun azaldigi
bulundu (Tablo 13).

Lenfoma hastalarinin  miRNA dizeyleri  kontrol grubu ile miRNA
karsilastirildiginda let-7b, miR-7, miR-10, miR-23, miR-25, miR-128-1, miR-375, miR-
422’in lenfoma hastalarinda kontrol grubuna goére dusuk oldugu, miR-21, miR-222,
miR-145, miR-146a ve miR-1871’in lenfoma hastalarinda ylksek oldudu saptandi
(Tablo 14).

Toplam 21 akut I6semi, 5 lenfoma tanili hastadan kemoterapi 6ncesi ve 17
I6semi ve 5 lenfoma tanili hastadan tedaviden 1 ay sonra izole edilen miRNA’larin fold
change yapildi. iki kat ve (izeri artis anlamli kabul edildi. Hastalardan biri kemik iligi
nakli oldugu, ikisi takipten ¢iktigi ve biri tedavisinin 1 ayi tamamlanmadigi i¢in kontrol
miRNA analizleri yapilamadi. En fazla artis gosteren miRNA, miR-331 olmasina karsin
sadece 5 hastada izolasyonu yapilabildigi icin istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmedi. Buna gore en fazla ekspresyonu degisen miRNA; I6semi hastalarinda tedavi
sonrasi 30 kat artis gosteren miR-375 ve lenfoma hastalarinda 29 kat artan miR-200c
idi. Bunlarin diginda 16semi hastalarinda miR-1, miR-23, miR-146a, miR-192 ve miR-
548'’in 16semi hastalarinda tedavi sonrasi ekspresyonlarinin arttigi ve let-7b ve miR-
132’nin eksresyonunun azaldigi bulundu. Lenfoma hastalarinda tedavi sonrasi
ekspresyonu artan miRNA'lar miR-7, miR-21, miR-132, miR-135b, miR-200c iken,
ekspresyonu azalan miRNA’lar let-7b, miR-10miR-222, miR-27a, miR-25 ve miR-145
idi. Diger miRNA’larin dizeylerinde tedavi dncesi ve sonrasinda anlamh degisiklik
saptanmadi (Tablo 15).

Losemi hastalarinin 16kosit sayilar ile tedavi 6ncesi ve sonrasi miRNA
ekspresyonlari karsilastirildiginda sadece miR-128-1 ve miR-331 ile |0kosit sayisi
arasinda pozitif yonde orta derecede iliski bulundu (sirayla p=0,026; r=0,537 ve
p=0,037; r=0,9).

Ldsemi hastalarinin tani anindaki kemik iligindeki blast orani ile tedavi dncesi ve
sonrasi miRNA degisimleri arasindaki iliskide; miR-21 ve miR-27a ekspresyonlarida
istatistiksel olarak anlamli artis bulundu (sirayla p=0,001, r=0,74 ve p=0,08, r=0636) .
Tani aninda bakilan periferik yaymadaki blast orani ile sadece miR-200c¢ ekspresyonu

negatif iligkili olarak anlamli bulundu (r=-0,586, p=0,035).
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Tablo 12: Lésemi hastalari ve kontrol grubunun miRNA fold diuzeylerinin karsilatirmasi.

MiRNA

Median (Min - Max)

p

MiRNA

Median (Min - Max)

P

miR1

let7b

miR7

miR10

miR21

miR222

miR23

miR27a

miR25

miR30

miR31

miR132

miR135b

miR128-1

miR145

[6semi (n=21)
kontrol (n=5)
[6semi (n=21)
kontrol (n=5)
I6semi (n=21)
kontrol (n=5)
[6semi (n=21)
kontrol (n=5)
|6semi (n=21)
kontrol (n=5)
[6semi (n=21)
kontrol (n=5)
I6semi (n=21)
kontrol (n=5)
|6semi (n=21)
kontrol (n=5)
I6semi (n=21)
kontrol (n=5)
|6semi (n=21)
kontrol (n=5)
[6semi (n=21)
kontrol (n=3)
|6semi (n=21)
kontrol (n=5)
[6semi (n=21)
kontrol (n=5)
|6semi (n=21)
kontrol (n=5)
[6semi (n=21)
kontrol (n=5)

12,57 (0 - 18458,53)
20,86 (15,96 - 21,53)
0,71 (0 - 636,49)
16,69 (15,76 - 18,06)
38,91 (0 - 21203,28)
24,19 (22,4 - 25,64)
4,4 (0 - 6374,07)
25,38 (22,85 - 26,14)
353,61 (0 - 288058,04)
17,65 (11,94 - 24,2)
100,99 (0 - 52064,05)
22,26 (18,15 - 25,96)
1,14 (0 - 1325,21)
16,1 (15,78 - 18,1)
13,87 (0 - 4918,49)
20,93 (20,08 - 26,99)
13,95 (0 - 1353,05)
22,53 (19,26 - 24,9)
229,13 (0 - 42524,3)
25,05 (13,36 - 29,01)
0 (0-0,98)

17,78 (15,52 - 18,45)
61,65 (0 - 9449,35)
29,89 (23,33 - 34,9)
17,9 (0 - 81924,08)
21,09 (16,97 - 26,6)
1,28 (0 — 21,89x10%)
31,55 (25,78 - 35,67)
972,8 (0 - 739402,3)
27,4 (25,49 - 33,27)

0,659
0,034*
0,569
0,374
0,003*
0,003*
0,157
0,659
0,486
0,023*
0,001*
0,659
’
0,049*

0,012*

miR146a

miR150

miR155

miR181

miR192

miR200b

miR200c

miR218

miR331

miR372

miR375

miR422

miR451

miR520

miR548

I6semi (n=21)
kontrol (n=5)
l6semi (n=21)
kontrol (n=5)
|6semi (n=21)
kontrol (n=5)
l6semi (n=21)
kontrol (n=5)
|6semi (n=21)
kontrol (n=5)
[6semi (n=21)
kontrol (n=5)
[dsemi (n=21)
kontrol (n=5)
|6semi (n=21)
kontrol (n=5)
I6semi (n=20)
kontrol (n=5)
|6semi (n=21)
kontrol (n=5)
I6semi (n=21)
kontrol (n=5)
|6semi (n=21)
kontrol (n=5)
I6semi (n=21)
kontrol (n=5)
|6semi (n=20)
kontrol (n=5)
I6semi (n=21)
kontrol (n=5)

2234,91 (0,01 — 704,38 x107)

32,61 (26,39 - 35,38)
35,31 (0- 11051,85)
24,2 (20,52 - 30,57)
127,47 (0 - 46148,62)
28,5 (25,96 - 33,71)

3134,46 (0 - 5071566,49)

22,89 (17,58 - 24,89)
49,11 (0 - 34588,38)
22,16 (18,53 - 29,93)
136,62 (0 - 81471,06)
33,08 (31,95 - 44,9)
85,87 (0 - 55261,99)
34,25 (29,59 - 35,67)
2,82 (0-614,81)
29,03 (25,35 - 31,21)
0 (0 —68,04x10")
18,64 (16,3 - 19)

0 (0-0,24)

20,93 (19,36 - 25,53)
0,01 (0 - 13,78)
17,67 (17,65 - 25,04)
0,24 (0 - 388,02)
19,67 (14,56 - 24,89)
0,57 (0 - 3800,57)
7,53 (5,33 - 10,54)
1,21 (0 — 54,82x10™%)
32,6 (29,66 - 33,36)
4,18 (0 - 14915,24)
34,45 (21,35 - 36,8)

0,001*
0,659
0,157
0,001*
0,057
0,224
0,659
0,012*
0,001*
0,0001*
0,0001*
0,003*
0,003*
0,042*

0,659
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Tablo 13: ALL ve AML hastalarinda miRNA ekspresyonlari.

Median (Min - Max) P Median (Min - Max) ]
let7b ALL (n=16) 0,58 (0 - 636,49) miR145 ALL (n=16) 1144,25 (3,22 - 739402,3) 0,003*
AML (n=10) 0,59 (0 - 87,06) 0,044* AML (n=9) 341,56 (0 - 1456,21)
kontrol (n=5) 16,69 (15,76 - 18,06) kontrol (n=5) 27,4 (25,49 - 33,27)
miR7 ALL (n=16) 48,98 (2,03 - 21203,28) miR146a ALL (n=16) 4087,64 (309,97 - 704382,72) 0,002*

AML (n=9) 13,57 (0 - 59,06) 0,141 AML (n=9) 1945,6 (0,01 - 87197,55)
kontrol (n=5) 24,19 (22,4 - 25,64) kontrol (n=5) 32,61 (26,39 - 35,38)

miR10 ALL (n=16) 20,48 (0 - 6374,07) miR155 ALL (n=16) 304,64 (12,08 - 46148,62) 0,032
AML (n=9) 2,11 (0-19,81) 0,013* AML (n=9) 34,39 (0 - 430,54)
kontrol (n=5) 25,38 (22,85 - 26,14) kontrol (n=5) 28,5 (25,96 - 33,71)

miR21 ALL (n=16) 917,28 (0,79 - 288058,04) miR192 ALL (n=16) 133,37 (1,2 - 34588,38) 0,004*
AML (n=9) 200,3 (0 - 901,39) 0,003* AML (n=9) 43,65 (0 - 98,91)
kontrol (n=5) 17,65 (11,94 - 24,2) kontrol (n=5) 22,16 (18,53 - 29,93)

miR222 ALL (n=16) 200,73 (11,3 - 52064,05) miR200b ALL (n=16) 302,93 (12,33 - 81471,06) 0,018*
AML (n=9) 49,45 (0 - 314,3) 0,003* AML (n=9) 30,78 (0 - 1462,28)
kontrol (n=5) 22,26 (18,15 - 25,96) kontrol (n=5) 33,08 (31,95 - 44,9)

miR23 ALL (n=16) 6,68 (0,22 - 1325,21) miR218 ALL (n=16) 3,45 (0 - 614,81) 0,041*
AML (n=9) 0,56 (0 - 5,46) 0,011* AML (n=9) 0,79 (0 - 696,51)
kontrol (n=5) 16,1 (15,78 - 18,1) kontrol (n=5) 29,03 (25,35 - 31,21)

miR27a ALL (n=16) 58,07 (2,09 - 4918,49) miR375 ALL (n=16) 0,02 (0-13,78) 0,001*
AML (n=9) 4,77 (0 - 368,62) 0,032* AML (n=9) 0(0-1,7)
kontrol (n=5) 20,93 (20,08 - 26,99) kontrol (n=5) 17,67 (17,65 - 25,04)

miR30 ALL (n=16) 283,18 (5,84 - 42524,3) miR422 ALL (n=16) 0,82 (0,05 - 388,02) 0,002
AML (n=9) 57,12 (0 - 241,52) 0,003* AML (n=9) 0,12 (0-1,27)
kontrol (n=5) 25,05 (13,36 - 29,01) kontrol (n=5) 19,67 (14,56 - 24,89)

miR31 ALL (n=16) 0,02 (0 - 0,98) miR451 ALL (n=16) 1,38 (0 - 3800,57) 0,005
AML (n=9) 0(0-0,17) 0,007* AML (n=9) 0,37 (0 - 2,35)

kontrol (n=3)

17,78 (15,52 - 18,45)

kontrol (n=5)

7,53 (5,33 - 10,54)
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Tablo 14: Lenfoma hastalari ve kontrol grubunun miRNA duzeyleri.

MiRNA

Median (Min - Max)

MiRNA

Median (Min - Max)

miR1

let7b

miR7

miR10

miR21

miR222

miR23

miR27a

miR25

miR30

miR31

miR132

miR135b

miR128-1

miR145

lenfoma (n=5)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=5)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol(n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)

32,72 (0- 126,41)
19,93 (17,33 - 21,79)
0,01 (0 - 0,63)

16,77 (14,36 - 18,3)
15,67 (10,72 - 19,59)
24,64 (20,27 - 26,93)
8,21 (0,57 - 19,81)
27,07 (19,61 - 29,53)
704,22 (41,53 - 1000,15)
24,77 (17,71 - 27,65)
178,93 (63,47 - 774,97)
24,56 (14,87 - 25,33)
1,92 (0,45 - 8,01)

15,02 (12,89 - 20,88)
12,63 (1,28 - 67,84)
21,83 (20,08 - 23,12)
8,37 (2,48 - 9,93)

20,24 (17,66 - 29,29)
209,16 (55,18 - 257,07)
22,37 (19,25 - 26,8)
0(0-0)

19,07 (13,3 - 20,32)
17,88 (0,24 - 38,75)
29,93 (28,91 - 31,09)
19,09 (10,57 - 26,39)
21,55 (18,93 - 27,5)

3,7 (0,33-7,53)

30,4 (29,64 - 32,39)
495,59 (341,56 - 841,02)
29,14 (28,36 - 30,38)

miR146a

miR150

miR155

miR181

miR192

miR200b

miR200c

miR218-

miR331

miR372

miR375

miR422

miR451

miR520

miR548

lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=5)
lenfoma (n=4)
kontrol (n=4)

1703,47 (574,44 - 4347 ,59)

30,96 (27,59 - 34,2)
29,62 (3,16 - 59,38)
25,26 (23,71 - 26,11)
52,55 (9,74 - 221,94)
28,89 (27,3 - 31,89)

1485,43 (721,07 - 3650,81)

22,16 (15,7 - 29,93)
85,91 (12,54 - 299,83)
20,24 (14,55 - 33,08)
75,7 (3,1 - 191,87)
33,36 (31,77 - 36,67)
21,24 (5,67 - 2278,71)
35,29 (33,94 - 36,93)
12,8 (0,57 - 696,51)
28,18 (27,09 - 33,53)
43,9x10% (0 — 53,16x10°)
15,76 (11,55 - 24,98)

0 (0 —51,49x10%

20,4 (13,27 - 26,08)

0 (0 - 0,04)

18,16 (12,61 - 27,07)
0,29 (0,1 - 3,05)

18,86 (14,52 - 24,2)

0,6 (0,18 - 2,35)

7,71 (5,96 - 11,81)

0,32 (0,06 — 42,83x10")
34,24 (31,91 - 35,66)
66,29 (0,44 - 172,98)
33,87 (29,97 - 34,95)

0,016*
0,286
0,286
0,016*
0,286
0,286
0,286

0,286

0,286

0,016*
0,016*
0,016*

0,286




Ge

Tablo 15: Tedavi dncesi ve sonrasi degisen miRNA analizleri.

MiRNA

Ortx SD

Median (Min - Max)

MiRNA

Ort+SD

Median (Min - Max)

miR1

let7b

miR7

miR10

miR21

miR222

miR23

miR27a

miR25

miR30

miR31

miR132

miR135b

miR128-1

miR145

miR146a

[6semi (n=17)
lenfoma (n=5)
[6semi (n=17)
lenfoma (n=5)
[6semi (n=17)
lenfoma (n=5)
|dsemi (n=15)
lenfoma (n=5)
Lésemi (n=17)
lenfoma (n=5)
[Gsemi (n=17)
lenfoma (n=5)
[Gsemi (n=17)
lenfoma (n=5)
|6semi (N=17)
lenfoma (n=5)
|Gsemi (n=17)
lenfoma (n=5)
[Gsemi (N=17)
lenfoma (n=5)
[Gsemi (N=17)
lenfoma (n=5)
|6semi (n=16)
lenfoma (n=5)
I6semi (n=17)
lenfoma (n=5)
|8dsemi (n=17)
lenfoma (n=3)
[Gsemi (n=17)
lenfoma (n=5)
IGsemi (N=17)
lenfoma (n=5)

9,11 £14,95
2,01 £1,93
0,52 +0,26
0,63 +0,76
23,32 +27,67
54,62 +71,96
11,34 +18,98
0,96 +0,7
14,54 +40,65
6,78 £7,04
3,54 £3,74
1,11 +1,64
9,98 +14,88
2,38 £2,44
2,55 +3,39
2,14 3,44
3,13 5,68
0,73 +0,89
7,9 £19,47
1,29 +1,4
8,63 £23,39
7,84 £9,12
11,61 +29,09
49,42 +70,9
16,31 +26,18
28,42 +33,03
20,33 +40,06
93,33 +150,43
5,35 +7,32
0,79 +0,83
5,67 +6,15
1,25 +0,6

3,48 (0,50 - 62,68)
1,04 (0,04 - 4,08)
0,55 (0,02 - 1,01)
0,23 (0,09 - 1,91)
4,79 (0,78 - 72)
4,32 (0,96 - 133,44)
3,58 (0,38 - 72,5)
0,47 (0,46 - 1,87)
1,53 (0,09 - 170,07)
5,62 (0,06 - 14,22)
1,96 (1,01 - 14,93)
0,05 (0,03 - 3,78)
4,32 (0,08 - 53,82)
0,93 (0,05 - 5,03)
0,95 (0,07 - 11,79)
0,4 (0,08 - 8,11)
0,99 (0,16 - 22,16)
0,16 (0,12 - 2,13)
2,46 (0,12 - 82,71)
0,38 (0,1 - 3,07)
1,82 (0,02 - 98,36)
2,16 (1,12 - 22,32)
0,38 (0,13 - 116,16)
8,82 (0,76 - 164,28)
2,71 (0,77 - 99,73)
12,82 (12,47 - 87,43)
2,48 (0,01 - 147,03)
13,09 (0,04 - 266,87)
1,88 (0,13 - 26,35)
0,3 (0,04 - 1,69)
3,18 (0,08 - 19,97)
1,55 (0,19 - 1,61)

miR150
miR155
miR181
miR192
miR200b
miR200c
miR204
miR218
miR331
miR372
miR375
miR422
miR451
miR494
miR499

miR520
miR548

[6semi (n=17)
lenfoma (n=3)
6semi (n=17)
lenfoma (n=3)
[6semi (n=17)
lenfoma (n=5)
I6semi (n=17)
lenfoma (n=5)
I6semi (n=15)
lenfoma (n=4)
I6semi (n=14)
lenfoma (n=5)
I6semi (n=17)
lenfoma (n=5)
I6semi (n=14)
lenfoma (n=2)
I6semi (n=5)

I6semi (n=12)
I6semi (n=17)
lenfoma (n=5)
I6semi (n=17)
lenfoma (n=5)
I6semi (n=16)
lenfoma (n=5)
|6semi (n=16)
lenfoma (n=5)
I6semi (n=11)
I6semi (n=11)
I6semi (N=16)
lenfoma (n=4)

4,25 4,06
2,98 £1,71
13,31 +26,04
5,3 +4,44
16,68 +28,6
4,1+3,85

11,3 23,4
9,29 +12,48
8,93 +12,48
5,32 6,32
15,22 +43,97
35,99 +30,69
39,36 +74,27
3,08 +0,55
19,56 +26,38
104,34 119,31
134,35 +79,66
43,57 +100,54
1664,91 +4653,99
396,33 +869, 1
18,14 +30,74
5,2 5,3
20,25 +37,71
64,29 +114,56
11,58 +23,74
2,53 +2,41
39,62 +117,72
45,34 +95,79
425 58 +1546,55
16,86 +22,34

2,89 (0,04 - 13,74)
2,06 (1,93 - 4,96)
5,17 (0,16 - 108,38)
4,14 (1,55 - 10,2)
2,95 (0,2 - 88,03)
1,72 (0,51 - 8,28)
3,46 (0,08 - 96,34)
1,27 (0,22 - 27,47)
2,55 (0,3 - 36,25)
2,85 (0,95 - 14,62)
2,53 (0,14 - 167,73)
29,65 (2,07 - 77,71)
6,41 (0,08 - 242,19)
3,16 (2,19 - 3,71)
2,46 (0,11 - 62,68)

104,34 (19,97 - 188,71)

165,42 (3,89 - 209,38)
2,89 (0 - 349,71)

30,06 (0,18 - 18432,96)

8,46 (0,36 - 1951)
6,63 (0,65 - 114,56)
4,59 (0,01 - 10,63)
5,07 (0,34 - 152,22)
15,45 (0,13 - 268,73)
2,75 (0,06 - 96,34)
3,2 (0,13 - 5,9)

1,75 (0,16 - 394,16)
6,87 (0 - 300,25)
3,69 (0,05 - 6208,38)
8,87 (0,19 - 49,52)




TARTISMA

Cahsmamizda 21 ALL, 6 AML ve 5 lenfoma tanili hastadan tedavi 6ncesi ve
tedavinin 1 ay1 tamamlandiktan sonra alinan érneklerde galisilan miRNA profilleri 5
saghkli kontrol ile karsilastirildi. Buna goére l6semi hastalarinda miR-21, miR-30,
miR-145, miR-146ai miR-181, miR-222 ekspresyonlari kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli dizeyde artmis saptanirken; let-7b, miR-128-1, miR-218,
mMiR-331, miR-422, miR-451, miR-520, miR-31, miR-372, miR-375 ekspresyonlari
azalmig olarak saptandi. AML hastalarinda miR-155 ekspresyonu artarken, miR-10,
mMiR-23, MiR-218, miR-422, miR-451 ekspresyonlari azalmis olarak saptandi. ALL
hastalarinda artan miRNA’lar; miR-21, miR-222, miR-30, miR-145, miR-146a, miR-
155 idi. Lenfoma hastalarinda ise miR-21, miR-222, miR-145, miR-146a ve miR-
181’in ekspresyonunun arttigi; let-7b, miR-7, miR-10, miR-23, miR-25, miR-128-1,
miR-375 ve miR-422’in ekspresyonunun azaldigi bulundu. Tedaviden sonra lI6semi
hastalarinda miR-204, miR-375, miR-1, miR-23 ve miR-146a, miR-192
ekspresyonu artarken, let-7b ve miR-132 ekspresyonu azaldi. Lenfoma
hastalarinda tedaviden sonra miR-200c, miR-7, miR-132, miR-21, miR-548, miR-
204 ve miR-135b ekspresyonunun arttigi, let-7b, miR-10, miR-222, miR27a, miR-25

ve miR-145 ekspresyonlarinin azaldigi tespit edildi.

MiR-204, 9921.12 lokalizasyonunda, proliferasyon, anjiogenez, anti-apoptoz
etkileri olan JAK2 Uzerinden etki ettigi gosterilen bir miRNA’dir. Meme kanserli
hastalarda yapilan bir arastirmada, kanserli dokularda miR-204 ekspresyonunun
azaldigr ve tumér supresor etki gosterdigi saptanmistir (76). MiR-204’Un
malignitelerde etki mekanizmasinin arastirildig1 diger calismada, renal hicreli
kanser vakalarinda miR-204’lUn direk olarak SOX4 geni Uzerinden timor slpresor

etki gosterdigi saptanmistir (77).

Zanette ve arkadaslan (62) 2007 yiinda 7 ALL ve 6 KLL hastasinda malign
hicreler ile normal CD19+ hicreleri karsilastirmiglar, ALL hastalarinda apoptozu
indikleyen miR-204 ve miR-218; sitokin sinyal stpresori-1’in hedefi olan ve bu yol
ile STAT yolagini dizenleyen miR-331; B-hucre farkhlagmasini dizenleyen miR-
181b ekspresyonunun arttigini bulmuslardir. ALL hastalarinda en fazla down regtle
olan miRNA’lar miR-135b, miR-132, miR-199, mMiR-139 ve miR-150 olarak
saptanmis ve KLL- ALL gibi hematololjik kanserlerde miRNA’larin patogenezdeki
Onemine dikkat cekmigtir. Doksan bes eriskin AML hastasinda yapilan bir

caligmada (78) miR-204’Un hastalarin remisyona girmeleri ve yasam sureleri ile
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iligkili oldugu saptanmigtir. Diger faktorlerden bagimsiz olarak azalmis miR-204
ekspresyonunun yasam oraninda kisalma ve artmis ekspresyonunun remisyona
girme oraninda artis ile karakterize oldugu bulunmustur. Arastirmamizda da hem
I6semi hem de lenfoma hastalarinda tedaviden sonra miR-204 ekspresyonun
artmis oldugu bulundu. Bu sonu¢ miR-204°Gn timor stpresor etkili oldugunu
dogrulamaktadir. Biz l6semi ve lenfoma hastalarimizda herhangi bir degigiklik

bulamadik. Bu konuda daha fazla hastada ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

MiR-331 12922 lokalizasyonunda bulunan sipresor sitokin sinyal-1 tizerinden
STAT aktivasyonunu gerceklestirerek JAK/STAT yolagini bozarak kanser
patogenezinde yer alan miRNA'dir. Zanette ve arkadaslarinin ¢alismasinda (62)
miR-331’'in ALL hastalarinda arttidi ve KLL'den ayirmada kullanilabilecegi
belirtilmistir. Hepatoselller karsinomlu olgularda doku &rneklerinde yapilan bir
arastirmada, 6zellikle lenf nodu metastazi olan olgularda daha fazla olarak miR-
331-3p ekspresyonunun artmis oldugu saptanmistir. Artmis miR-331-3p’nin
epitelyum mezenkimal gegis Uzerinden metastazi arttirdiyi ve dolayisiyla kétu
prognoz ve kisa yasam orani ile iligkili oldugu bulunmustur (79). Akut I6semi
hlcrelerinden olusan hiicre kiltlrinde yapilan bir arastirmada, doksurubisin direnci
ile mikroRNA’larin arasindaki iligki arastirilmis ve ilag direnci gelisimi icin dnemli
olan P-glikoprotein artisi ile miR-331-5p ve miR-27a arasinda negatif iliski oldugu
saptanmistir. Bu mikroRNA’larin ayrica olgulardaki relaps ile iliskili olabilecegi de
belirtiimistir (80). Eriskin AML’li 95 hastanin kemik iliginden alinan 6rneklerde
yapilan bir arastirmada artmis miR-331 ekspresyonunun AML hastalarinda kétu
prognoz ile iligkili oldugu ve tedavi sonrasi miR-331 duzeyleri ile remisyona girme
arasinda iliski olmamasina karsin kemoterapi sonrasinda miR-331 diizeylerinde
daha fazla duslis olanlarin remisyon strelerinin arttigi gosterilmistir (81). Bizim
calismamizda literatliriin aksine miR-331’in 16semi hastalarinda azaldigini, lenfoma
hastalarinda degismedigini saptadik. Biz ayrica miR-331 ekspresyonu ile tani
anindaki I6kosit sayisi arasinda dogru orantili iliski saptadik. Calismamizda da miR-
331 ekspresyonundaki dedisim ile I0kosit sayisi arasindaki iligki prognostik etkisini
gostermektedir. MiR-331 ile lenfoma hastalarinda iliski bulamamis olmamiz hasta
sayininin az olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Hasta sayimiz az oldugu icin daha

fazla sayida hasta ile yapiimis galismalara ihtiyag oldugunu distnmekteyiz.
MiR-128-1, miR-128a’nin es anlamlisi olarak kullaniimakta ve 2q21.3
lokalizasyonunda bulunmaktadir. CpG hipometilasyonu ile iligkili olan miR-128nin

I6semi patogenezinde rol oynadigi bircok ¢alismada gdsterilmigtir. Elli dort AML ve
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18 ALL hastasinda Mi ve arkadaslarinin (80) yaptigi ¢calismada, ALL hastalarinda
miR-128a, miR-128b, miR-151, j-miR-5, miR-130b ve miR-210'un daha fazla
eksprese oldugu, let-7b, miR-223, let-7e, miR-125a, miR-130a, miR-221, miR-222,
miR-23a, miR-23b, miR-24, miR-27a, miR-27b, let-7a, let-7c, miR-199b, miR-264a,
miR-335 ve miR-21’in AML hastalarinda daha fazla eksprese oldugu saptanmistir.
Ayni caligmada myeloid gen olan miR-223; miR-128a ve miR-128b; let-7b
ekspresyonlarindaki farkliligin %97 dogruluk orani ile ALL-AML ayirici tanisinda

kullanilabilecegi belirtilmigtir.

Pediatrik akut 16semi hastalarinda SSS relapsi, prednizon yaniti ve prognoz
ile miRNA iligkisinin arastirildigi bir ¢alismada (65), AML hastalarinda miR-100,
miR-125b, miR-335, miR-146a ve miR-99a ekspresyonunun arttigi, ALL
hastalarinda da miR-128b, miR-213, miR-210, miR-130b, miR-146a, miR-34a
ekspresyonun arttigi saptanmistir. SSS relapsi olan 4 hastada 3 kattan fazla artan
miRNA’larin miR-7, miR-198 ve miR-633 oldugunu, azalan miRNA’larin miR-126,
mMiR-345 miR-551a oldugunu bulmuslardir. Kéti prognoz ve relaps olan hastalarda
mMiR-7, miR-216, miR-100’n énemli derecede arttigi, miR-486, miR-191, miR-150,
MiR-487 ve miR-342’nin azaldigi tespit edilmistir. Bu miRNA’lar i¢inde bizim 16semi
hastalarinda sadece miR-222’nin artis1 s6z konusu idi. Hastalarimizin higbirinde

SSS relapsi gortlmedi.

Cocukluk cagi ALL hastalarinda sitogenetigin miRNA ile iligskisini arastiran bir
calismada (82) 20 MLL rearrangement olan infant 16semi, hiperdiploidi, TEL-AML1,
BCR-ABL, E2APBX translokasyonlar olan 38 non-infant 16semi, ve 19 sitogenetik
olarak normal bulunan pre B-cell ALL hastalari olarak 3 grupta incelenmistir. MLL-
rearrangement olan hastalarda artan miRNA’lar miR-128a, miR-142, miR-150, miR-
181, miR-30e, miR193, miR-34b, miR-365, miR-582, miR-708 olarak saptanmistir.
miR-708’in ikinci grupta en fazla arttigi, miR-196b’nin en fazla MLL-rearrangement
olan infant hastalarinda arttigi saptanmigstir. Biz genetik sonuglarla miRNA arasinda

iliski tespit etmedik.

Toplam 128 pediatrik ALL hastasinda yapilan bir ¢galismada miR-100, miR-
196b ve let-7e’'nin azaldigi, miR-181 ve miR-128’in arttigr saptanmistir. T-cell ALL
hastalarinda miR-196b’nin, B-cell ALL hastalarinda ise t(12:21) ve hiperdiploid
olmayan hastalarda miR-100’Gn arttigi saptanmistir (83). Bizim hastalarimizin
tamamina yakini (19/21) B-cell ALL idi. Fakat biz miR-100 ve miR-196yi

calisamadik. Ayni calismada induksiyon tedavisinin 28. glnunde kotu yaniti
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olanlarda miR-125a-5p ve let-7e’nin ekspresyonlarinin az oldugu tespit edilmis ve
let-7e’nin 15. gun minimial reziduel hastaligi olanlarda ekspresyonunun fazla
oldugu gosterilmistir. Ancak miRNA’lardan hicbirinde 5 yillik sag kalim ile iligki

bulunamamistir (83).

Ulkemizde Duyu ve arkadaslarinin yaptigi calismada (84), 43 ALL (34 B-cell,
9 T-cell) ve 15 kontrol grubunun tedavi oncesi ve tedavinin 6. ayinda miRNA
analizleri yapilmis ve miR-128, miR-146a, miR-155, miR-181a ve miR-195’in ALL
hastalarinda arttiy1 ve tedaviden 6 ay sonra miR-146a, miR-155, miR-181a ve miR-
195’in belirgin olarak azaldigi gosterilmigtir. MiR-548, miR-3140 ve miR-181b’nin T
cell ALL’'de, miR-708, miR-181b ve miR-369-3p’nin B cell ALL’de daha fazla
eksprese oldugu saptanmistir. Bizim hem Iésemi hem de lenfoma hastalarinda
tedavi 6ncesinde miR-128 azalmis, miR-146a ve miR-181 artmis bulundu. B-cell
[6semi hastalarinda ise miR-181 artmis bulundu. Tedavi sonrasinda ise miR-375,
miR-1, miR-23, miR-146a, miR-192, miR-204 ve miR-548 artarken, let-7b ve mir-
132 azalmis olarak saptandi. MiR-181 ve miR-146a’nin azalmamasinin nedeni

olarak tedaviden kisa stire miRNA analizi yapmamiz olabilir.

MiR-181 hem B hem de sitotoksik T hicre farkllasmasinda énemlidir (85).
Ulkemizden Duyu ve arkadaslarinin yaptigi calismada (84), miR-181a’'in ALL
hastalarinda artti§i ve tedaviden 6 ay sonra belirgin olarak azaldi§i gdsterilmistir.
Otuz dort pediatrik ALL hastasi ile 5 saglikli kontrolin karsilastirildigi bir baska
calismada (86) ALL hastalarinda miR-708, miR-210, miR-181b, miR-345, miR-
125p, miR-324’Un arttigi, miR-23a, miR-27a ve miR-23b’nin azaldi§1 gosterilmistir,
Ayrica miR-708 ve miR-181b’nin ylksek risk grubunda standart ve orta risk
grubuna gore daha fazla eksprese oldugu saptanmistir. Bizim calismamizda da
mMiR-181’in ekspresyonunun [6semi hastalarinda arttigi gosterilmistir. Bizim
hastalarimizin sadece 3'U yuksek risk grubundaydi. Bunlarda da miR-181 ylksekti

ancak hasta sayisi az oldugu ic¢in istatistiksel degerlendirme yapilamadi.

Let-7b 22q13.21 lokalizasyonunda bulunan timor supresor etki gosterdigi
dustnilen bir miRNA’dir. Renal karsinomlarda yapilan bir calismada, miR-let-7b ve
7c¢’nin karsinomlu dokularda ekspresyonunun belirgin olarak azaldigi gosterilmis ve
miR-let-7b’deki azalmanin patolojik evreleme ile iligkili oldugu bulunmustur. Ayni
calismada dokulara 5-FU ile birlikte miR-let-7b ve 7c verildiginde dokularin
kemoterapiye duyarlihginin arttigr ve miR-let-7b ve 7c’deki azalmanin renal hucreli

karsinomda kemorezistans ile iligkili olabilecegi belirtiimistir (87). Benzer sekilde
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hepatoseliler karsinomlu hastalarda yapilan c¢alismada let-7b’nin  Bcl-xl
ekspresyonu uzerinden 5-FU sensitivitesini arttirdigi gosterilmistir (88). Gastrik
kanserli olgularda yapilan bir arastirmada miR-let-7b ekspresyonu az olan dokularin
metastaz potansiyellerinin daha fazla oldugu ve dokulara in vivo olarak miR-let-7b
verildiginde tumor metastaz ile iligkili gen olan ING1 ekspresyonu tUzerinden tumor
migrasyon ve metastazini azalttigi gosterilmigtir (89). Lenfomali kdpeklerde yapilan
bir arastirmada 61 lenfomali ve 40 saglikli kbpegin serum érnekleri incelenmis, let-
7b; miR-223, miR-25, miR-92a ve miR-423a’nin lenfoma grubunda ekspresyonunun
azaldigr saptanmistir (90). Miu ve arkadaslarinin (81) yaptigi ¢alismada let-7b’nin
AML hastalarinda ALL hastalarina kiyasla daha fazla eksprese oldugu ve ALL-AML
ayriminda kullanilabilecedi belirtiimigtir. Bizim ¢alismamizda let-7b’nin hem I6semi
hem de lenfoma hastalarinda belirgin azalmis oldugu bulundu. Tedaviden sonra ise
let-7b’nin ekspresyonunda belirgin degisiklik gorulmedi. Bu tedavi suresinin kisa

olmasina bagl olabilir.

MiR-7, 15026.1 lokalizasyonunda bulunmaktadir. Epidermal biylime faktori
reseptori ve fokal adezyon kinaz ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilen miR-7’in
servikal kanserli dokuda ekspresyonunun azaldigi, metastatik olgularda
ekspresyonunun az oldugu goésterilmistir (91). Servikal ve meme kanserinde timor
supresor etki gosteren miR-7, kiclk hicreli akciger kanserinde kemorezistansta
etkilidir ve over kanserinde ileri evre hastalarda ekspresyonunun disik
evredekilere kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir (92, 93). Cinde yapilan bir
calismada 49 cocuk ALL hastalari ile kontrol grubu olarak 12 immun trombositik
purpura hastasinin miRNA profilleri karsilastirildiginda yiksek risk grubunda miR-7,
mMiR-216 ve let-7i ekspresyonlarinin arttigi, miR486, miR191, miR150, miR487 ve
miR341’nin ekspresyonlarinin azaldi§i gorilmustir (66). Takiplerinde SSS relapsi
olan dort ALL hastasinin dahil oldugu bir calismada miR-7, miR-551a, miR-633’ln
ekspresyonu artarken, miR-126, miR-345, miR-222 ve miR-551a’nin
ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir. Ayni ¢alismada, retrospektif olarak
prednizolon yanitina goére grupladiklari hastalarda miR-18a, miR-532, miR-218,
miR-625, miR-193a, miR-638, miR-550 ve miR-633’Un steroid yanitini 6n gérmede
kullanilabilecegi belirtilmigtir (65). Calismamizda miR-7 duzeyi lenfoma hastalarinda
duglk, I6semilerde normal bulundu. Bunun yani sira tedaviden sonra her iki grupta
da ekspresyonun artmasi hematolojik malignitelerde tumoér supresor etki

gosterdigini dugindurmektedir.
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Foliktler lenfoma ve foliliker hiperplazi ayriminda miRNA’larin etkisini
arastiran bir calismada, 44 miRNA incelenmigtir. Let-7a ve miR-9'un timor
supresor etki gésteren bu gende down reglilasyona neden olduklari bulunmustur.
Folikuler lenfoma hastalarinda hiperplazi hastalarinda farkli miRNA ekspresyonlari
oldugu saptanmistir. Ayni ¢alismada let-7a, let-7f, miR-7-1, miR-9, miR-20a, miR-
20b, miR-30b, miR-96, miR-98, miR-194, miR-195, miR-221, miR-374a, miR-374b,
mMiR-451, miR-454, miR-502-3p, miR-523-3p, miR-664, miR-1274b, miR-1274a ve
miR-1260 ekspresyonunun lenfoma hastalarinin gcogunda ve folikiler hiperplazi
hastalarinin bir kisminda arttigi bulunmus ve kemoterapi yanitinin bu grupta daha
iyi oldugu belirtilmistir (94). Calismamizda lenfoma hastalarinda kontrol grubuna
gore miR-7 ve miR-25 ekspresyonunun azaldigi goruldd. Bizim lenfoma
hastalarimizda mir-21, miR-222, miR-145, miR-146a ve miR-181 ekspresyonunu
artmis, let-7b, miR-7, miR-10, miR-23, miR-25 miR-128-1 miR-375 ve miR-422

ekspresyonu azalmis bulundu. Fakat hasta sayisi ¢ok az idi.

Nukleofosmin mutasyonu ve bunun sonucunda timoér sipresor p53/ARF
yolagini inaktivasyon ile iligkilendirilen miR-10 6zellikle AML patogenezinde énemli
olup 17q21.32 lokalizasyonuna yerlesmistir. Zhi ve arkadaslarinin (95) 108 yeni tani
AML, 39 remisyonda AML ve 21 relaps AML vakasini aldigi ¢alismalarinda miR-
10a-5p ekspresyonu ile AML prognozu arasindaki iligki arastirilmis, kontrol grubuna
gbére miR-10a-5p’nin arttigi goézlenirken AML-M3 grubu ile saglikli kontroller
arasinda ekspresyon farkliigi goézlenmemistir. MiR-10a-5p’nin tanisal degeri
arastinldiginda %79,6 sensitivite ve %80 spesifite ile potansiyel biyomarker oldugu
saptanmistir. Remisyondaki hastalar ile relaps olgular kiyaslandiginda miR-10a-5p
ekspresyonunun relaps olgularinda artmis oldugu ve AML progresyonu ile iligkili
olabilecegi sonucuna varilmistir. MiR-10a-5p ile sag kalim karsilastirildiginda
yuksek ekspresyonu olanlarin sag kaliminin daha az oldugu saptanmistir.
Calismamizda miR-10 ekspresyonu AML hastalarinda ALL ve kontrole gore belirgin
azalmisti. Calismamizda miR-10 ekspresyonunun AML hastalarinda azalmis

olmasinin hasta sayimizin yetersizliginden kaynaklandigini diginmekteyiz.

Calismamizda hem lenfoma hem de I6semi hastalarinda arttigi saptanan
miR-21, 17923.1 lokalizasyonunda birgok kanser turunde etkili oldugu gosterilmis
bir mikroRNA’dir. Lokomogenezde rolu bulunan ve tumor supresor etki gosteren
PTEN geni ekspresyonunu azaltarak etki gostermektedir (96). Glioblastom, akciger
kanseri, prostat, meme, pankreas, kolon, bas boyun kanserleri, mide, 6zofagus ve

karaciger kanserlerinde ekspresyonunun arttigi gosterildigi gibi KLL, lenfoma ve
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multiple myeloma gibi hematolojik kanserlerde de arttigi gosterilmistir (96, 97). MiR-
21 hemen tim kanserlerde artan onkogen olarak iglev gérmektedir (98). Akut
myelositer 16semi ile miR-21 arasindaki iligkinin arastirildig! bir calismada, miR-21
ekspresyonunun AML’de 6zellikle nukleofosmin mutasyonu olan AML hastalarinda
arttig1 saptanmistir (99). BCL-ABL pozitif KML hastalarinda yapilan bir arastirmada;
miR-21 artisi ile imatinib direnci arasinda iligki olabilecegini sonucuna varilmigtir
(100). MiR-21 ile lenfoma arasindaki iligki de birgcok ¢alismada incelenmis ve miR-
21 upregulasyonu ve lenfoma arasinda pozitif iliski bulunmustur (101). NK hdcreli
lenfoma/lésemide miR-21 ve miR-155'in ekspresyonlarinin arttigi ve miR-21’in NK
hicresi lenfomagenezi indikleyerek onkomir olarak etki gdsterdigi saptanmistir
(102). Klasik HL olgularinda miR-21 ve miR-30D ekspresyonlarinin inhibe
edilmesinin doxorubicin ile induklenen apoptoz duyarhhdini arttirdid1 saptanmistir
(103). Diffuz bayuk B hucreli lenfomalarda miR-21 ile ilgili farkli sonuglar mevcuttur.
Bai ve arkadaslarinin (104) yaptigi ¢alismada miR-21’in down reglle olmasinin
kemoterapi duyarlihgini arttirdid1 gésterilmisken, Krichevsky ve arkadaslarinin (105)
yaptidi calismada ylksek timdral miR-21 dizeyinin daha iyi prognostik sonuclar
dogurdugu gdsterilmigstir. Viruslerle iligkili lenfomalarda mikroRNA’larin arastirildigi
calismalar gostermistir ki Epstein-Barr virus tarafindan kodlanan Epstein-Barr
niklear antijen 2 ile transfekte olmus B hiicreli lenfoma hicrelerinde miR-21 ile bu
viral antijen arasinda pozitif iliski oldugu saptanmistir. Bu iliski Burkitt lenfoma
hicrelerinde gosterilememis olmasina karsin Epstein-Barr nuiklear antijen 2
antijeninin mikroRNA (zerinden etki gostererek B hiicresine girdigi dusunulmektedir
(106). Calismamizda da literatlire uygun olarak miR-21 ekspresyonunun lenfoma
hastalarinda arttigi gosteriimis, tedaviden sonra ekspresyonunun arttigi
saptanmistir. Tedaviden sonra azalmasi beklenirken artmis olmasi tedavi suresinin
kisaligindan kaynaklanabilir. Calismamizdaki diger bir sonu¢ da kemik iligi blast

oranli ile miR-21 ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski bulunmasiydi.

20.35 lokalizasyonunda bulunan miR-375 farkli kanserlerde timor stpresor
ve onkojenik etkisi gosteriimis bir miRNA'dir. Bu etkisini hicre proliferasyonu
migrasyonu ve invazyonunu azaltarak gosterdigi ve G1 evresinde hiicre déngusunu
durdurarak apoptozu indukledigi gosterilmigtir (107). Wang ve arkadaslari (107) 106
pediatrik AML hastasinda miR-375 ekspresyonunun kontrol grubuna gore arttigini
saptamistir. Ozellikle AML-M7 alt grubunda miR-375 ekspresyonunun artti§i ve
artmis ekspresyonun kotu prognoz ile iligkili oldugu gosterilmistir. Farkli kanser
turlerinde  miR-375’in prognostik etkilerinin degerlendirildigi bir metaanalizde

6zofagus kanseri ve kucuk hucreli olmayan akciger kanserinde miR-375'in down
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regulasyonunun kétl prognozla iligkili oldugu, metastatik meme kanseri olgularinda
ise artmis miR-375 ekspresyonunun kotu prognoza isaret ettigi belirtiimistir (108).
Solid tumorlerde miR-375'in prognoz ile iligkisinin degerlendirildigi bir derlemede, 16
¢alisma incelenmis, artmis miR-375 ekspresyonunun koétl prognozla iligkili oldugu
belirtilmistir. Alt grup incelemelerinde 6zellikle 6zofagus kanserinin sag kalm ile
miR-375 arasinda ters oranti oldugu gosterilmistir (109). Bizim c¢alismamizda
Wang ve arkadaslarinin aksine AML, ALL ve lenfoma hastalarinda azalmis miR-
375 ekspresyonu saptandi. Tedavi sonrasinda ise miR-375 ekspresyonu artti. Bu
durum miR-375’in tUmoér slpresor etkide oldugunu disidndirmesine karsin daha

fazla sayida hasta ile galismalar yapiimasi gerektigi kanaatindeyiz.

Arastirmamizda hem I6semi hem de lenfoma hastalarinda ekspresyonu artan
miR-145 kromozom 5q32’de Iokalizedir. AML’'ye ilerleyen miyelodisplastik
sendromlarin %10-20’sini olusturan 5gq sendromu ile ayni lokalizasyonda bulunan
miR-145 arasinda iliski oldugu dusinilmektedir. Bu bdlgedeki delesyonlarin
hastalarda miR-145 ve miR-146 kaybina da yol actigi ve bu miRNA’larin hedefleri
olan Toll-inteleukin-1 reseptdr kismi iceren adaptér protein ve timoér nekroz faktor
reseptor ile iligkili faktor 6’nin kaybi ile sonuglandigi saptanmistir. Bu durumun
trombositoz, hafif ndtropeni ve megakaryositik displazi ile iligkili oldugu bulunmustur
(110). Hematolojik maligniteler disinda akciger kanseri, kolorektal kanser, meme
kanseri, prostat kanseri gibi malignitelerle de iligkili oldugu gosterilmis olan miR-145
tumor slpresor etki gostermektedir (111- 113). Sigara dumanina maruz birakilan
ratlarda miR-145’in down regule oldugu gdsterilerek timaor stipresor etkisi deneysel
olarak gosterilmistir (114). in vitro ve in vivo yapilan calismalarda c-MYC’i etkiledigi
saptanmistir. Erigskin T hicreli I6semi/lenfoma tanisi almis 40 hastanin tedavi
oncesi alinan biyopsi 6rneklerinde miR-130b, miR-145, miR-150 ve miR-223
ekspresyonlari incelenmis, miR-130b’nin artmis, miR-150, miR-223 ve miR-145’in
azalmis oldugu saptanmistir. Ancak sadece miR145’'in azalmasi ile hastahgin
prognozu arasinda iliski oldugu gosterilmistir (115). Birgok kanser patogenezinde
etkili oldugu bilinen ve ekspresyonu p53 geni tarafindan dizenlenen c-MYC
protoonko geni ile miRNA ekspresyonu arasindaki iligkiyi inceleyen calismalarda
p53’un miR-145 transkripsiyonunu indukledigi gdsterilmistir. MiR-145 ayrica c-MYC
ile dogrudan iligkilidir. MiR-145 c-MYC ekspresyonunu azaltmasina karsin hicrelere
anti-miR-145 transfekte edildiginde ise c-MYC ekspresyonu artmaktadir. Bu
sonugclar gostermistir ki miR-145 p53 ve c-MYC arasindaki iliskiyi saglayarak hucre
dénglsinu duzenlemektedir (116). Kirk sekiz eriskin AML hastasinda yapilan bir

calismada, AML hastalarinda miRNA ve mRNA ekspresyon profilleri arastiriimis ve
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miR-23a, miR-145, miR-196a, miR128a ve miR-26a ekspresyonlarinin pro-
apoptotik genlerle pozitif iligkili oldugu saptanmistir. Sonug olarak AML olgularinda
miR-145, miR-26a ve miR-128a’nin apoptoz ile iligkili oldugu in vitro olarak
gOsterilmistir (117). Calismamizda literatliriin aksine miR-145’in ekspresyonunun
artmasinin nedeni hasta sayisinin az olmasi ve I6semi hastalarinin alt gruplarindaki
sayilarin yetersiz kalmasindan kaynaklandidini dusunmekteyiz. Tedaviden sonra
miR-145 ekspresyonunun lenfomada azalmasi, lenfomada onkojenik etki
gOsterdigini disundirse de bu konuda daha fazla hasta sayisi ile yapilacak

¢alismalara ihtiya¢ oldugu kanisindayiz.

Onkojenik etkisi oldugu dusundlen miR-146a 5q33.3 lokalizasyondadir. Akut
promyelositik 16semi hicre kuiltirinde ATRA tedavisi ile miRNA degisimlerinin
incelendigi bir calismada tedavi ile miR-146a’nin azaldigi, Smad4’in ise arttigi
gOsterilmistir (118). Baska bir ¢alismada miR-146a’nin etkisi 32 AML-M3 ve 10
demir eksikligi anemisi hastasi incelenmis ve AML-M3 hastalarinda miR-146a’nin
kontrol grubuna gore arttiyi ve miR-146a ekspresyonu ile I6kosit sayisinin pozitif
iliskili oldugu saptanmistir. MiR-146a’nin yas ve blast yilzdesi ile iliskisi
bulunmazken Smad4 proteini ve T-helper/T-slipresér orani ile negatif iligkili oldugu
bulunmustur. Bu sonuglarla miR-146a’nin I6komogenezde onkojenik etki gosterdigi
disinilmistir (119). Iran’da cocukluk c¢agi ALL’si ile miR-146a ve miR-499
miRNA’larin polimorfizmi arasindaki iligkinin arastirildigi bir calismada 75 ALL
hastasi ve kontrol grubu olarak 115 saglikli ¢ocuk incelenmis ve miR-146a’nin
rs291064 G>C varyantinin ALL riskini arttirdigi bulunmustur (120). Spinello ve
arkadaslarinin 38 AML (M1:7, M2:6, M3:11, M4:7) hastasinda miR-146a’nin etki
mekanizmasini hicre kilturlerinde inceledikleri calismalarinda CXCR4 protein
ekspresyonunun M4/M5 grubunda daha fazla oldugu ve miR-146a ile CXCR4
ekspresyonunun ters orantili oldugu gosterilmistir (121). Bizim ¢alismamizda da
hem I6semi hem de lenfoma hastalarinda literatiire uygun olarak miR-146a’nin
ekspresyonunun arttigi bulundu ancak I6kosit sayisi ve blast yiuzdesi ile bir iligki

saptanmadi.

Mir-155 21921.3’de lokalize olan hematolojik malignitelerle iligkisi gosterilmis
bir miRNA'dir. ilk kez 2005 yilinda Eis ve arkadagslari tarafindan B-cell lenfoma
hicrelerinde primer miRNA olan BIC geni ve miR-155’in ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir (122). Daha sonra HL, primer mediastinal ve diffuz blayuk B hucreli
lenfomalarda da BIC ve miR-155 ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (123), Kluver

ve arkadaslari (124) Burkitt lenfoma hastalarinda miR-155 ve BIC ekspresyonunun
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olmadigini bildirmiglerdir. Metzler ve arkadaslarinin (69) 21 Burkitt lenfoma, 11 pre
B cell ALL, 4 T-cell ALL tanih ¢ocukta yaptiklar arastirmalarinda Burkitt lenfoma
hastalarinda miR-155’in 100 kata kadar arttigi ancak bu artisin 16semik hicrelerde
goOrilmedigi saptanmistir. Bu calismanin aksine normal karyotipli FLT3 internal
tandem duplikasyonu olan 50 AML hastasinda ve 50 diger sitogenetik anomalisi
olan AML hastasinda yapilan c¢alismada miR-155’in arttigi ve koéti prognozla
iliskilendirildigi gosterilmigtir (125). Calismamizda miR-155 ekspresyonu lésemi ve
lenfoma hastalarinda artmamisti. Ancak AML hastalarinda artmis miR-155
ekspresyonu saptandi. Lenfoma hastalarinda ekspresyon farki saptamamizin
nedeni olarak hastalardan periferik kan 6megdinden miRNA analizi yapilmis

oldugunu dustuinmekteyiz.

MiR-200 ailesi de kanser patogenezinde énemli oldugu distnllen ve birgok
arastirmaya konu olmus mikroRNA'lardandir. Ozellikle miR-200¢’nin meme kanserli
olgularda KRAS yolagi uzerinden anti onkojenik etki gosterdigi, miR-200 ailesinin
azalmasinin meme kanserli olgularda lenf nodu metastazini arttirdigi saptanmistir
(126, 127). Benzer sekilde renal hicreli karsinom hayvan modellerinde in vitro
olarak miR-200c¢’nin kanser hicrelerinde hicre blyldmesini inhibe ettigi ve hlicre
donglsunu GO/G1 evresinde duraklattigi goésterilmistir (128). MiR-200c’nin farkh
kanserlerdeki timor sUpresor etkilerinin  gosteriimesine karsin  Shao ve
arkadaslarinin  (129) yaptiklari sistematik derlemede miR-200c’nin  disuk
ekspresyonlarinin erken evredeki kanser hastalarinda kéti prognozla iliskili oldugu
ancak, ileri evredeki kanser hastalarinda yliksek miR-200c¢c ekspresyonunun koétu
prognozla iligkili oldugu sonucuna varilmistir. Calismamizda I6semi ve lenfoma

hastalarinda miR-200b ve miR-200c ekspresyonunda fark saptanmadi.

Kromozom 4p’de yerlesen miR-218'in miR-204 ile birlikte HeLa hlicrelerinde
apoptozu indukledigi ve bircok farkli kanser tiriinde ekspresyonunun azaldigi
saptanmistir (130). Bunun yani sira meme kanseri hastalarinda miR-218 dizeyinde
etoposit sensitif olgularda direngli olgulara gére yaklasik 8 kat azalma oldugu
gOsterilmistir (131). Servikal kanser hastalarinda hastaligin klinik evresi ile miR-218
arasinda negatif iligki oldugu tespit edilmis ve HPV pozitif kanser dokularinda da
miR-218 ekspresyonunun azaldi§i saptanmistir (132). Literattrle uyumlu olarak
I6semi hastalarinda miR-218'in ekspresyonundaki azalma tumor supresor etkide

oldugunu dogrulamaktadir. Lenfoma hastalarinda kontrol grubuna gére anlamli fark
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bulunamadi. Hematolojik malignitelerde miR-218’in rolu ile ilgili daha fazla sayida

hasta ile yapilmis ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu distinmekteyiz.

MiR-372’nin renal hicreli karsinomda down regule olan ve etkisini IGF -2
binding protein 1 tGzerinden gdsteren tiumdr sipresor miRNA'dir (133). Renal hiicreli
karsinomun aksine kolorektal kanserde miR-372 ileri evre timor, artmis timor
boyutu ile iliskilendirilmis ve biyomarker olabilecegi belirtiimistir (134). Benzer
sekilde oral skuamoz hiicreli kanserde de miR-372 ve miR-373'Un artmis
ekspresyonlarinin metastaz, lenfovaskuler invazyon ve kéti prognoz ile iligkili
oldugu  bulunmustur (135). Calismamizda tedaviden sonra miR-371
ekspresyonunun arttig1 saptandi. Bu sonug literattirde daha dnce bildiriimemistir. Bu

konu ile ilgili daha genis ¢alismalar yapiimaldir.

MiR-451 kromozom 17c¢11.2 bdlgesine yerlesmistir. KML hastalarinda miR-
451'in etki mekanizmasini arastirmada, hastalarda Philadelphia kromozom
pozitifligi ve miR-451 ekspresyonu arasinda iligki olup olmadigi arastiriimis ancak
dogrudan iligkili olmadigi, farkh etkilerle miR-451 ekspresyonunun KML
patogenezinde yer aldi§i belirtiimistir (136). T cell ALL patogenezinde 6nemli
oldugu bilinen NOTCH1 sinyal vyolagi Uzerinde miRNA'larin etkileri
karsilastirildiginda NOTCH1 nedeniyle gelisen T-cell ALL modellerinde miR-451’in
timor slpresor etki gosterdigi saptanmistir. MiR-451'in ayrica MYC mRNA
Uzerinden etki ettigi, fare T-cell ALL modellerine miR-451 eklendiginde myc
ekspresyonunun yaklasik 10 kat azaldig1 gosterilmistir (137). Ju ve arkadaslarinin
(63) 1 yastan blytk 40 pre-B cell ALL tanili hastalari dahil ettikleri calismalarinda
miRNA analizlerini 6 normal kemik iligi ile kiyaslamig, normal hucrelere gore pre-B
cell ALL hastalarinda miR-451’un azaldigi ve miR-339’un arttigi tespit edilmistir.
Calisilan diger miRNA’lardan miR-142 ve miR-222’nin arttigi, miR-373’Un azaldigi
saptanmistir. Bizim ¢calismamizda da miR-451 ekspresyonu hem lenfoma hem de
I6semi hastalarinda azalmis olarak saptandi. MiR-451’in her iki grupta da tedaviden
sonra artmasi hematolojik kanserlerde tumoér supresor etkide oldugunu

dusindurdd.

Arastirmamizda sadece loésemi hastalarinda anlamh duzeyde artis
saptadigimiz miR-520e, miR-520 ailesine dahil tumor slpresor etki gosteren
miRNA'dir.  MiR-520 ailesi ile yapilan ¢aligmalarda meme kanserinde TGF-B ve
NK-KB sinyal yolag! Gzerinden anti-onkojen olarak etki gdsterdigi, benzer sekilde

gliom hicrelerinde de kanser sipresor etkilerinin goruldigua saptanmigtir (138,
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139). MiR-520 ailesinin anti kanser etkide oldugunun gosterildigi baska bir
calismada ise kolorektal kanserlerde miR-520d-5p’nin metastazi engelledigi
saptanmistir  (140). Calismamizda da lenfoma hastalarinda miR-520
ekspresyonunda farkliik saptanmazken, l6semi hastalarinda artmis ekspresyon
oldugu bulundu. Ldsemi hastalarinda artmig miR-520 ekspresyonu ilk defa

calismamizda goésterilmigtir.

Literatirde miR-548 ile ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Meme kanserli
olgularin dokularinda yapilan bir arastirmada miR-548-3p’nin ekspresyonunun
azaldigi gosterilmistir. MiR-548-3p’nin meme kanseri hiucrelerinde proliferasyonunu
inhibe ettigi ve apoptozu indikledigi ancak kanserli hlicrelerde ECSH7T’in
ekspresyonunun belirgin olarak artmis oldugu saptanmistir. Bu nedenle miR548-
3p’'nin etkisini ECHS1 Uzerinden gercgeklestirdigi belirtiimistir  (141). Bizim
calismamizda miR-548 ekspresyonunun lésemi ve lenfoma hastalarinda farkhlik

gbstermemesine karsin tedaviden sonra her iki grupta da artmasi yeni bir bulgudur.

MiR-222, miR-221 ile birlikte Xp11.3’e lokalize olmus in vitro calismalarda
protoonkogen olan ETST’i etkileyerek I6semik hicrelerde proliferasyonu inhibe
ettigi ve hlicre déngusiuni ve apoptozu indikledigi gosterilmistir (142). Heidari ve
arkadaslar (143) miR-221/miR-222 kumesinin beyin gelisiminde etkili oldudu,
kortekste ekspresyonu azken, serebellumda artmis oldugunu géstermistir. MiR-
222'nin miR-221 ile p27 protein ekspresyonunu azaltarak proliferasyonu ile akut
I6semide SSS relapsinda etkili oldugu belirtiimistir. Rommer ve arkadaslari (144)
pri-miR-221 ve 222 ekspresyonunun AML hastalarinda arttigini géstermis ve pri-
miR221/miR222 oraninin myeloid hicre kiltlrlerinde azaldigini, dolayisiyla
Iokomogenezde etkili oldugunu saptamiglardir. Wang ve arkadaslarinin
calismasinda da miR-222’'nin AML hastalarinda ALL’ye kiyasla daha fazla eksprese
oldugu saptanmistir (76). Arastirmamiz da miR-222 ekspresyonu hem I6semi hem
de lenfoma hastalarinda artmis olarak saptandi. Tedaviden sonra lenfoma
hastalarinda miR-222 ekspresyonunun azaldigi saptandi. Bu durum miR-222’nin

onkojenik etkisini dogrulamaktadir.
Sonug olarak miRNA’lar hematolojik malignitelerin patogenezinde, tedavi

yanitinda, relaps ve prognozunda rol oynamaktadirlar. Bu konuda yapilacak

calismalarla kesin bilgiler elde edilecektir.

47



SONUCLAR

. Akut 16semi hastalarinda saglikh kontrollere gére miR-21, miR-222,
miR-30, MiR-145, miR-146a, miR-181’in ekspresyonlari artmis bulundu.

. Akut 16semi hastalarinda saglikli kontrollere goére let-7b, mir-31, miR-
128-1, miR-218, miR-331, miR-372, miR-375, miR-422, miR-451 ve miR-520
ekspresyonlari azalmig bulundu.

. ALL hastalarinda miR-375 eksresyonunun azaldigi, miR-21, miR-222,
mMiR-30, MiR-145, miR-146a ve miR-155 ekspresyonunun arttigi saptandi.

. AML hastalarinda miR-155’in ekspresyonu artarken, miR-10, miR-23,
miR-218, miR-422, miR-451’in ekspresyonunun azaldigi gérulda.

o Lenfoma hastalarinda kontrol grubuna gére miR-222, miR-30, miR-
145, miR-146a, miR-181’in ekspresyonlari artmis bulundu.

o Lenfoma hastalarinda kontrol grubuna goére let-7b, miR-7, miR-10,
mMiR-23, miR-25, miR-128-1, miR-422 ve miR-451’in ekspresyonlari azalmis
bulundu.

. Losemi hastalarinda tedavi sonrasi miR-204, miR-7, miR-10, miR-30,
miR-155, miR-192, miR-422, miR-451, miR-520, miR-548, miR-375, miR-1, miR-23
ve miR-146a’nin ekspresyonlarinin arttigi saptandi.

. Lésemi hastalarinda tedavi sonrasi let-7b ve miR-132'nin
ekspresyonlarinin azaldigi saptandi.

. Lenfoma hastalarinda tedavi sonrasi miR-200c miR-7, miR-132, miR-
21, miR-520, miR-155, miR-375, miR-422, miR-451, miR-200c, miR-204 ve miR-
135b’nin ekspresyonlarinin arttigi saptandi.

. Lenfoma hastalarinda tedavi sonrasi let-7b, miR-10 mir-30, miR-222,
miR-27a, miR-25 ve miR-145 ekspresyonlarinin azaldigi saptandi.

o Ldsemi hastalarinin tedavi 6ncesi 16kosit sayilari ile tedaviden sonra
degisen miRNA’lardan miR-128-1 ve miR-331 ile I6kosit sayisi arasinda pozitif
yonde orta derecede iligki bulundu.

J Losemi hastalarinin tani anindaki kemik iligindeki blast orani ile miR-
21 ve miR-27a’nin tedaviden sonra degisimi arasinda istatistiksel olarak pozitif

yonde iligki tespit edildi.
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o Tani aninda bakilan periferik yaymadaki blast orani ile tedaviden
sonra miR-200c ekspresyonundaki degisim arasinda negatif yonde istatistiksel

olarak anlamli iligki bulundu.
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