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MIYELOID MALIGNITELERDE, TET2 ve DNMT3A GENLERI ILE hsa-miR-29
IFADE DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

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

Uzm. Biyolog Besime Deniz BABACAN

Besime Deniz BABACAN, Ozlem iZCI AY, Kenan CEVIK, M. Ertan AY, Anil
TOMBAK, Didem DERICi YILDIRIM, M. Emin ERDAL

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

ORCID NO: 0000-0002-2343-3285

OZET

Hematolojik maligniteler, kemik iliginde bulunan miyeloid veya lenfoid hiicrelerin kontrolsiiz
ve asirt ¢ogalmasina bagli olarak gelisen hastaliktir. Son on yilda yapilan ¢aligmalarla
hematolojik malignitelerin patobiyolojisi daha iyi anlasilmakla birlikte prognostik faktorleri de
belirlenmeye baglanmustir. Ozellikle genlerdeki ekzon ve onlar1 ¢evreleyen intron bolgelerinin
taranmasi ile yapilan hedeflenmis dizi analizlerinin gelistirilmesiyle hastalik hakkinda daha
fazla bilgi sahibi olmamiz saglanmustir.

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

Calisma grubumuza, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi I¢
Hastaliklar1 B6liimii Hematoloji Bilim Dali’na bagvuran ve tani alan, 28 AML, 34 MDS, 19
KML, 10 ET ve 11 PV olmak iizere toplam 102 hasta ve 13 kontrol grubu dahil edildi. Hasta
ve saglikli bireylerden alinan kemik iligi 6rneklerinden total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gerceklestirildi. Saptanan ekspresyon diizeyleri; hasta ve kontrol gruplari arasinda, SPSS-11.5
Windows veya Statistica 6.1 paket programlar kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

Arastirma sonuglara gore DNMT3A4 (p<0,001), TET2 (p<0,001), miR-29a (p<0,001), miR-
29b (p<0,001) ve miR-29¢’nin (p<0,001) ifade diizeylerindeki tiim gruplar kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bulundu. DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c¢’nin
ifadelerinin korelasyonlari incelendiginde; DNMT3A sirastyla miR-29a,b,c ve TET?2 ile korele
bulundu. TET?2 sirastyla miR-29a,b,c ile korele bulundu. miR-29a,b,c kendi aralarinda korele
bulundu.
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Bu calismada, TET2 ve DNMT3A genlerinin ifade diizeylerinin degisimi saptanmis olup, bu iki
geni en yiiksek skorla (> 97) hedefleyen, post translasyonel kontrolleri saglayan miR’lerin ifade
diizeylerinin etkisi arastirilmistir. Bulunan sonuglar dogrultusunda saptanan degisimlerin,
klinik anlamda miyeloid malignitelerde birer biyobelirte¢ olup olamayacagina dair literatiire
katki sunabilecegini diistinmekteyiz. Ayn1 zamanda miR’lerin ifade diizeylerinin etkisininde,

hastaligin tan1 ve tedavisinde 6nemli bir veri oldugunu diisiinmekteyiz.
Anahtar Kelimeler: Miyeloid malignite, TET2, DNMT3A, miRNA, Ekspresyon

ABSTRACT

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

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

samples taken from patients.

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

According to the results of the study, when all groups in expression levels of DNMT3A4
(p<0,001), TET2 (p<0,001), miR-29a (p<0,001), miR-29b (p<0,001) and miR-29¢ (p<0,001)
were compared was found to be statistically significant. When the correlations of the
expressions of DNMT3A, TET2, miR- 29a, miR-29b and miR-29c were examined; DNMT3A
was correlated with miR-29a,b,c and TET2, respectively. TET2 was correlated with miR-
29a,b,c, respectively. miR-29a,b,c correlated among themselves, miR-29a,c and miR-29b,c

were found.

In this study, the changes in the expression levels of TET2 and DNMT3A genes were
determined, and the effect of the expression levels of miRs that target these two genes with the
highest score (> 97) and provide post-translational controls were investigated. We think that the
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changes detected in line with the results may contribute to the literature on whether they can be
clinical biomarkers in myeloid malignancies. At the same time, we think that the effect of the

expression levels of miRs is an important data in the diagnosis and treatment of the disease.

Keywords: Myeloid malignancy, TET2, DNMT3A, miRNA, Expression

GIRIS

Hematopoez, memeli kan hiicrelerinin yasam boyu rejenerasyonunu siirdiirebilmek icin hem
kendini yenileme hem de hematopoetik kok hiicrelerin (HKH) iyi diizenlenmis farklilasma
stirecini gerektiren olduk¢a dinamik bir gelisim siirecidir [1]. Hematopoez, insan sagligi i¢in
cok onemlidir. Kan ve bagisiklik sistemleri viicuda oksijen ve besin saglamaktan, yara
iyilesmesini desteklemekten ve patojenlerle savasmaktan sorumludur. Bu islevler,
hematopoetik sistemi olusturan cesitli hiicre tipleri tarafindan gergeklestirilir. Bunlar, kirmizi

kan hiicreleri (alyuvar), trombositler, dogustan gelen bagisiklik hiicreleri (nétrofiller,
monositler, vb. ) ve adaptif bagisiklik hiicreleridir (T hiicreleri ve B hiicreleri) [2].

Tiim kan hiicresi tipleri, yetiskin hematopoezinin dnemli bir bolgesi olan kemik iliginde
bulunan HKH’den kaynaklanir [3]. Memeli yetiskinlerde, HKH’ler nispeten hareketsiz bir
durumda bulunurlar, hem kendini yenileme hem de ¢ok potansiyelli yeteneklerini korurken,
kemik iliginde dmiir boyu bakimlarini saglarlar. HKH’lerin kendini yenileme ve farklilagma
potansiyeli arasinda dinamik denge bozuldugunda, yasami tehdit eden hematolojik bozukluklar
meydana gelebilmektedir [1,2].

Hematolojik maligniteler (HM’ler), kan hiicresi gelisiminin herhangi bir asamasinda ortaya
¢ikabilir ve kan hiicrelerinin iiretimini ve islevini etkileyerek enfeksiyonlarla savasamama veya
kontrolsiiz kanamaya yatkinlik gibi sonuglar dogurabilir. Kemik iligindeki HKH’ler, miyeloid
veya lenfoid soylarin, olgunlasmamis progenitor hiicrelerinin cogalmasina neden olur. Normal
hematopoetik farklilasmanin bozulmasi klinikte, l6semi, lenfoma ve miyelom olmak {izere ii¢
ana tip kan kanseri ile sonuglanabilir. Losemiye, kemik iliginde asir1 miktarda anormal beyaz
kan hiicresi tiretimi neden olur ve bu da kanda l6semik hiicrelerin dolasimina neden olur.
Losemi, neoplastik hiicrelerin, soyuna ve klinik seyrine bagli olarak kategorize edilir [1].

Miyelodisplastik Sendromlar (MDS) ve Akut Miyeloid Losemi (AML), kemik iligindeki
hematopetik kok hiicrelerle yakindan iligkili olan bozukluklardir. AML, miyeloblastlarin
farklilagmas1 ve hiperproliferasyonu ile karakterize edilirken, MDS, kemik iligi kok
hiicrelerinin displazisi ile birlikte miyeloblastin bir miktar dediferansiye olmasi ve
hiperproliferasyonu ile karakterize edilir. AML, de novo veya dnceden var olan MDS veya
Miyeloproliferatif Neoplazmalardan (MPN) gelisebilir. Kronik MPN’ler ise, olgun periferik
kan hiicrelerinin agir1 tiretimi ile karakterize edilir. MPN’lerden biri olan Kronik Miyeloid
Losemi (KML), kromozom 9 iizerindeki ABL proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase
(ABL1) geninin, kromozom 22 iizerindeki BCR activator of RhoGEF and GTPase (BCR)
genine translokasyonu ile karakterize edilir. Boylece Philadelphia kromozomu ve onkojenik
BCR-ABL fiizyon proteini olusturulur. Philadelphia kromozomu negatif (Ph-neg) MPN’ler,
Esansiyel Trombositemi (ET), Polisitemiya Vera (PV) ve Primer Miyelofibroz (PMF) olmak
iizere ii¢ temel bozuklugu olusturur [4].

Molekiiler biyolojik g¢aligmalar, hematolojik malignitelerin mekanizmasini aydinlatmak ve
patolojisine 151k tutmak i¢in dnemli bir yere sahiptir [5]. Malignitelerin siniflandirilmasinda ve
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prognostik faktdrlerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Akut 16semilerin patogenezini ve
hiicre biyolojisini anlamak i¢in en yaygimn olarak klasik karyotipleme, Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) veya Real-time PCR (RT- PCR) gibi molekiiler teknikler
kullanilabilmektedir [6]. Sitogenetik testin, miyeloid malignitelerde risk siniflandirmasinin
temel tas1t oldugu sdylenmektedir [7]. Cesitli c¢aligmalar, sitogenetik degisikliklerin
(kromozomal translokasyonlar ve genetik materyal kaybi veya kazanci gibi) molekiiler
belirteclerle  karsilastirildiginda  hastaligin~ prognozunu  dogru  belirleyebilecegini
gostermektedir. cDNA mikrodizileri gibi gen ifadesinin degerlendirilmesi i¢in yeni tekniklerin
gelistirilmesi ile hem hematolojik malignitelerde hem de solid tiimorlerde kanserin teshisi,
siiflandirilmasi ve prognozunda biiyiik ilerlemeler saglanmistir [6].

Son yillarda, molekiiler biyoloji teknikleri sayesinde farkli epigenetik degistiricilerdeki
mutasyonlar da tespit edilmistir. Bu epigenetik degistiricilerin degisen fonksiyonlari, gen
aktivasyonu ve gen baskilanmasi arasindaki fizyolojik dengeyi bozar ve anormal gen ifade
diizenlemesine katkida bulunur [6]. Bir dizi sekanslama ¢alismalari ile miyeloid malignitelerde
DNA Metiltransferaz 3 Alfa (DNMT3A4) ve Ten-Eleven Translocation 2 (TET2) genlerinin
epigenetik modifikasyonlarla siklikla mutasyonlardan etkilendigi gézlenmistir [7,8]. DNMT3A,
hedef DNA’da DNA metilasyonunu katalize eden de novo metiltransferazlardir. TET2, 5-metil
sitozinin (5- mC) 5-hidroksimetil sitozine (5-hmC) dontsiimiinii katalize ederek DNA
demetilasyonunda merkezi bir rol oynayan bir enzimdir [8]. DNMT3A ve TET2 genlerinde
meydana gelen mutasyonlarin, kemik iliginde anormal HKH birikmesine neden oldugu ve
boylece hastalik riskini arttirdig1 soylenmektedir [6].

Yapilan molekiiler calismalar mikroRNA’larin (miRNA’lar) Akut Miyeloid Losemi (AML),
Miyelodisplastik Sendrom (MDS) ve Miyeloproliferatif Neoplazmalar (MPN) dahil miyeloid
malignitelerde 6nemli role sahip oldugunu one siirmektedir [9]. miRNA’lar, gen ifade
modellerini ve hiicresel mRNA’y1 hedefleyen, gen ifadesinin 6nemli epigenetik diizenleyicileri
olarak gorev yapan, kisa kodlanmayan RNA’lardir. Genomun protein kodlayan genlerin
intronlarinda veya ekzonlar i¢inde kodlanirlar ve diger epigenetik diizenleyicileri diizenleyen
posttranskripsiyonel gen susturma ve protein kodlama genlerinin ifadesini modiile ederler [6].
Farkl1 16semik alt tiplerin farkli miRNA ifade profillerine sahip oldugu diistiniilmektedir [9].

Bu calismada, miyeloid malignitesi olan bireylere ait koleksiyon kemik iligi 6rneklerinden
TET2, DNMT3A genleri ve bu genleri hedefleyen ortak miR’lerin (miR29a-3p, 29b-3p ve 29c-
3p) ifade diizeyindeki farkliliklarin arastirilmasi amacglanmistir. Klinik anlamda bu degisimin
miyeloid malignitelerde birer biyobelirte¢ olup olamayacagina dair literatiire katki sunmak
amaglanmistir. Ayn1 zamanda, her iki geni de en yiiksek skorla (>97) hedefleyerek post
translasyonel kontrollerini saglayan miR’lerin ifade diizeylerinin etkisi de arastirilmak
istenmistir.

YONTEM
Kontrol ve Hasta Grubunun Secimi

Calismamiza, miyeloid malignite tanist almis (28 AML, 19 KML, 34 MDS, 11 PV ve 10 ET )
102 goniillii hastaya ait, rutin amacl alinmis koleksiyon kemik iligi 6rnekleri dahil edilmistir.
13 drnekten olusan kontrol grubumuz ise; herhangi bir hematolojik malignite tanis1 almayan
hastalarin kardiyovaskiiler cerrahi sirasinda sternumlariin kesilmesiyle operasyon alanina
s1izan ve herhangi bir tanisal ya da tedavi degeri olmayan, cerrah tarafindan aspire edilerek atilan
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kemik iligi 6rneginden olugmaktadir. Calismamiz, asagidaki is akis semasinda gdsterilen temel
basamaklar kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bu ¢alisma Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi tarafindan ( proje No: 2020-
1-TP2-4003) desteklenmistir.

RMA izolasyonu

¥ b

miR, spesifik primerler ile cDNA polia yada randam hexamer,
eldesi primerleri ile cDNA elde (3pplisd
bigsystem Veriti-96)
|
|I '
| |
v ¥
LDMA Tann kontrol geni B-gktin
Real-Time FCR veyz Gapdh leuyennluklannm
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' |
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i v
Real-Time Kantitatif PCR jle_ Real-Time Kantitatif PCR ile
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Aragtiriimasz Comparative (AACT) Analizi
-\.‘ .r.'r
b '
Y, ri
kY r
x\ .r"'
\.* ‘

igili gznlere ve miR|ege ait ifade
werilerinin istatistiksel yintemlerle
degerlendirilmesi ve vorumlznmas

MOLEKULER GENETIK ANALIZi

Hsa-miR-29 ailesinin (miR-29a, miR-29b ve miR-29c), TET2 ve DNMT3A genlerinin AML,
KML, MDS, ET ve PV hastalarinda ve kontrol grubunda ifade degisimleri Real-Time PCR
yontemi ile belirlendi. Ct degerleri tlizerinden 2 -AACT degerleri hesaplandi. Elde edilen
verilerin dagilimi Shapiro Wilk testi ile kontrol edilmistir. Sayisal degiskenler normal
varsayiminin saglanip saglanmadigina gore medyan [25P- 75P] veya ortalama+tstandart sapma
seklinde, kategorik degiskenler ise say1 ve yiizde cinsinden dzetlenmistir. Ikiden fazla bagimsiz
grup karsilagtirmasi i¢cin Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Anlamlilik tespit edilen degiskenler
icin post-hoc test olarak Dunn-Bonferroni testi kullanilmis olup, Box-Whisker grafigi
cizilmistir. Yas degerlerinin karsilagtirilmasi amaciyla ANOVA testi kullanilmistir. Kategorik
degiskenler arasindaki iliskiyi tespit etmek amaciyla ki-kare testinden yararlanilmistir. Siirekli
degiskenler arasindaki iliskiyi tespit etmek amaciyla ise Spearman korelasyon katsayisindan
yararlanilmigtir. p<0,05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.
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BULGULAR
Calisma Gruplarinin Yas ve Cinsiyet Bakimindan Degerlendirilmesi

Calisma grubumuzda toplam 64 erkek birey ve 51 kadin birey bulunmaktadir. Cinsiyetlerin
dagilimi (p=0,142) ve yas degerleri bakimindan (p=0,071) gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik yoktur.

Genlerin ifade Degisimlerinin Degerlendirilmesi

Genlerin ifade seviyeleri ve gruplar arasindaki ifade degerlerinin degisimleri RQ degerlerine
gore tespit edilmistir. Tiim genler gruplara ayirmaksizin birlikte degerlendirildiginde, gruplar
arasinda tim genler i¢in ifade diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
vardir (p<0,001).

DNMT3A ifade Seviyesindeki Degisimlerinin Degerlendirilmesi

DNMT3A geninin ifade seviyesi kontrol grubuna gdre tiim hastalik grubunda azalmis olarak
bulundu. Hastalik gruplari arasinda kiyaslama yapildiginda AML grubuna kiyasla KML, MDS,
ET ve PV gruplarinda daha az DNMT34 ifadesi bulundu. DNMT34 ifadesi PV grubuna kiyasla
daha fazla ET ifade seviyesi bulundu. Son olarak MDS grubuna kiyasla daha az KML, ET ve
PV grubu bulundu. Tablo 1°de goriildiigii gibi, DNMT34 geni ifade degerleri bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,001).

Tablo 1: DNMT3A gen ifadesinin gruplar arasinda kiyaslanmasi.

Grupl-2 jstatistik Test | Standart Hata | Standart P Degeri Adj. P Degeri
istatistik Test

ET- Kontrol -53,269 14,024 -3,798 0,001 ,002
ET-PV -3,136 14,568 -215 /B30 1,000
ET-KML -12,974 13,026 -,996 319 1,000
ET-MDS -17,206 11,994 1,435 151 1,000
ET-AML -36,750 12,283 -2,592 003 042
PV- Kontrol -50,133 13,659 -3,670 0,001 004
PV-KML 9,837 12,632 79 A36 1,000
PV-MDS 14,070 11,565 1,217 224 1,000
PV-AML 33,614 11,864 2,833 ,005 063
KML-Kontrol | -40,296 12,001 -3,358 001 012
KML-MD5 4,232 9,550 -443 658 1,000
KML-AML 23,776 9,910 2,399 016 246
MDS-Kontrol | -36,063 10,872 -3,317 ,001 014
MDS-AML 19,544 8,509 2,297 022 324
AML- Kontrol | -16,519 11,190 1,478 140 1,000

TET? ifade Seviyesindeki Degisimlerinin Degerlendirilmesi

TET? geninin ifade seviyesi kontrol grubuna gére AML, KML, MDS ve ET gruplarinda artmis
olarak bulundu. Diger yandan kontrol grubuna kiyasla PV grubunda azalmis olarak bulundu.
Hastalik gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda AML grubunda KML grubuna kiyasla daha
fazla TET?2 ifadesi bulundu. AML grubuna kiyasla ise KML, MDS, ET ve PV gruplarinda daha
az TET? ifadesi bulundu. Son olarak ET grubunda PV grubuna kiyasla daha fazla TET2 ifadesi
bulundu. Tablo 2’de goriildiigii gibi, 7E72 geni ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,001).

Tablo 2: TET2 geni ifadesinin gruplar arasinda kiyaslanmasi.
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Grupl-2 istatistik Test | Standart Hata | Standart P Degeri Ad]. P Degeri
Istatistik Test

BV Kontrol -34,965 13,659 2,560 010 157
PV- MDS 31,008 11,555 2,681 ,007 110
PV-KML 41,273 12,632 3,267 001 016
PV-ET 44,973 14,568 3,087 ,002 030
PV-AML 55,130 11,864 4,647 0,001 0,001
MDS-Kantral -3,957 10,872 - 364 716 1,000
MDS-KML 10,265 9,550 1,075 282 1,000
MDS-ET 13,965 11,994 1,164 244 1,000
MDS-AML 24,122 8,509 2,835 ,005 069
Kontrol-KML 6,308 12,001 526 539 1,000
Kontrol-ET 10,008 14,024 714 475 1,000
Kontrol-AML 20,165 11,190 1,802 072 1,000
KML-ET 3,700 13,026 284 776 1,000
KML-AML 13,857 9,910 1,398 ,162 1,000
ET-AML -10,157 12,283 -827 408 1,000

miR-29a ifade Seviyelerindeki Degisimlerin Degerlendirilmesi

miR-29a ifade seviyesi kontrol grubuna gére KML, ET ve PV gruplarinda azalmis olarak
bulundu. Diger yandan AML ve MDS gruplarinda ise kontrol grubuna gére miR-29a ifadesi
artmig olarak bulundu. Hastalik gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda AML grubuna kiyasla
KML, MDS, ET ve PV gruplarinda miR-29a ifadesi azalmig olarak bulundu. AML grubunda
diger hastalik gruplarina gore daha fazla miR-29a ifadesi bulundu. Son olarak ET ve PV
gruplarindaki miR-29a ifadesi kontrol grubuna gore olduk¢a az bulundu. Tablo 3’de goriildiigii
gibi,miR-29a ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmaktadir (p<0,001).

Tablo 3: miR-29a geni ifadesinin gruplar arasinda kiyaslanmasi.

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

PY-Kontrol -40,385 13,903 -2,905 004 055
PV-AML 55,964 12,177 4,556 0,001 0,001
PV-ET 9,200 14,782 622 534 1,000
PY-KML 28,684 12,913 2,221 ,026 ,395
PY-MD5 38,765 11,390 3,260 001 017
ET-Kontrol -31,185 13,903 -2,243 L0325 373
ET-AML -46,764 12,177 -3,841 0,001 002
ET-KML 19,484 12,913 -1,509 131 1,000
ET-MDS -29,565 11,890 -2,486 ,013 194
KML-Kontrol -11,700 11,897 -,983 325 1,000
KML-AML 27,280 9,824 2,777 005 .08z
KML-MDS -10,080 9,467 -1,085 287 1,000
MDS-Kantrol -1,620 10,778 -,150 881 1,000
MDS-AML 17,200 8,435 2,039 ,041 022
Kontrol-AML 15,580 11,093 1,404 ,160 1,000

miR-29b ifade Seviyelerindeki Degisimlerin Degerlendirilmesi

miR-29b ifade seviyesi kontrol grubuna gore KML, ET ve PV gruplarinda artmis olarak
bulundu. Diger yandan AML ve MDS gruplarinda ise kontrol grubuna gore miR-29b ifadesi
azalmis olarak bulundu. Hastalik gruplar1 arasinda kiyaslama yapildiginda AML grubuna
kiyasla KML, ET ve PV gruplarinda miR-29b ifadesi artmis bulundu. Son olarak ET grubuna
kiyasla PV grubunda miR-29b ifadesi artmis bulundu. Tablo 4’de goriildiigl gibi,miR-29b geni
ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmaktadir (p<0,001).

Tablo 4: miR-29b geni ifadesinin gruplar arasinda kiyaslanmasi.
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Grupl-2 Istatistik Test | Standart Hata | Standart P Degeri Adj. P Degeri
istatistik Test

AML-Kontral -42,920 11,190 -3,836 0,001 ,002
AML-KML -55,694 9,910 5,620 0,001 0,001
AMLET 61,036 12,283 4,969 0,001 0,001
AML-PY -68,445 11,864 5,769 0,001 0,001
AML-MDS -19,036 8,509 2,237 025 379
MDS-Kontrol -73,885 10,872 2,197 028 421
MDS-KML 36,658 9,550 3,838 0,001 ,002
MDS-ET 42,000 11,994 3,502 0,001 007
MDS-PV -49,409 11,565 4,272 0,001 0,001
Kontrol-KML 12,773 12,001 1,064 287 1,000
Kontrol-ET 18,115 14,024 1,292 196 1,000
Kontrol-PV 25,524 13,659 1,869 D62 925
KML-ET 5,342 13,026 410 682 1,000
KML-PY 12,751 12,632 -1,009 313 1,000
ET-PV -7,409 14,568 -,509 611 1,000

miR-29c¢ ifade Seviyelerindeki Degisimlerin Degerlendirilmesi

miR-29c ifade seviyesi kontrol grubuna gére KML, MDS, ET ve PV gruplarinda azalmis olarak
bulundu. Diger yandan AML grubunda ise kontrol grubuna gore miR-29c ifadesi artmis olarak
bulundu. Hastalik gruplar1 arasinda kiyaslama yapildiginda AML grubuna kiyasla diger hastalik
gruplarinda miR-29c ifadesi azalmis olarak bulundu. Son olarak MDS, ET ve PV gruplarina
kiyasla KML grubunda miR-29c ifadesi artmis bulundu. Tablo 5’de goriildiigii gibi, miR-29c
geni ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmaktadir (p<0,001).

Tablo 5: miR-29c geni ifadesinin gruplar arasinda kiyaslanmasi.

Grupl-2 Istatistik Test | Standart Hata | Standart P Degeri Adj. P Degeri
istatistik Test

PY-Kontrol 53,643 13,659 -3,927 0,001 001
PV-ET 7,182 14568 493 622 1,000
PV-MDS 24,123 11,565 2,086 037 555
PV-KML 26,656 12,632 2,110 035 523
PV-AML 53,218 11,864 4,485 0,001 0,001
ET-Kontrol 45,462 14,024 -3,313 ,001 014
ET-MD5 16,341 11,994 -1,412 158 1,000
ET-KML 19,474 13,026 1,495 135 1,000
ET-AML -46,036 12,283 -3,748 0,001 ,003
MDS-Kantrol -29,520 10,872 2,715 007 095
MDS-KML 2,533 9,550 265 791 1,000
MDS-AML 29,095 8,509 3,419 ,001 009
KM L-AML 26,562 9,910 2,680 007 110
KM L-Kontrol -26,388 12,001 -2,249 025 368
AML-Kontrel -426 11,190 -,038 L5970 1,000

Gen Ifade Seviyelerinin Birbiri ile Korelasyonu

Calismamizdaki DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c genlerinin ifadelerindeki
degisimlerin birbiri ile iligkili olup olmadigin1 her grup i¢in arastirdik. Tablo 6’da gorildigi
gibi,ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmaktadir (p<0,001).

Tablo 6: Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda DNMT3A4, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29¢’nin
korelasyon tablosu.
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Kontrol Grubunun Gen ifade Seviyelerinin Birbiri ile Korelasyonu

Kontrol grubunda DNMT3A, TET2, miR-29a, miR-29b ve miR-29c¢ genlerinin ifade
seviyelerindeki degisimlerinin birbiri ile iliskili olup olmadig1 spearman korelasyonu ile
istatistiksel olarak degerlendirildi ve ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<<0,001).

TARTISMA VE SONUC

Miyeloid maligniteler icin bircok calisma mevcuttur ve yapilan ¢aligmalar sayesinde bazi
sitogenetik anormalliklerle birlikte birden fazla genin driver/non-driver mutasyona ugradigi,
ayni zamanda miRNA’larin hematopoetik kok hiicrede bir¢ok geni kontrol ettigi ve ilgili
genlerin ifade seviyesini etkiledigi bu yiizden malignite gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir.
Bu mutasyonlar hastalik alt tipine goére ve her bir hastada farklilik gostermektedir. Hastalik
tedavisi i¢in birgok ila¢ mevcuttur, fakat hastalarda zamanla ilaca kars1 direng artmaktadir. Bu
yiizden yeni ilaglar gelistirilmektedir ama daha etkili bir tedavi ve hastalikta erken tani igin
biyobelirteglere ihtiya¢ vardir [10-14]. Calismamizda, TET2, DNMT3A4 genleri ve bu genleri
hedefleyen ortak miR’lerin (miR-29a-3p, 29b-3p ve 29¢-3p) ifade diizeyindeki farkliliklarini
arastirdik. Bu arastirma da amacimiz; TET2 ve DNMT3A genlerinin ifade diizeylerinin ne
derece degisime ugradigin1 saptamak ve klinik anlamda bu degisimin miyeloid malignitelerde
birer biyobelirte¢ olup olamayacagi sorusuna cevap aramakti. Ayni zamanda, her iki geni de en
yuksek skorla (>97) hedefleyen, post translasyonel kontrolleri saglayan miR’lerin ifade
diizeylerinin etkisini de arastirmak amag¢lanmistir.

Calismamizda miyeloid malignite hastalarinda DNMT3A geninde ifade degerleri bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,001).

Na Lin ve ark. bir ¢alismalarinda DNMT3A varyantlarinin alternatif eklenmesinin ifade
seviyelerini degerlendirmeyi ve bunlarin AML’deki rollerini arastirmayir amaglamistir.
DNMT3A varyantlarinin gen ifadesini, hiicre proliferasyonu tizerindeki etkilerini 6lcerek
degerlendirmislerdir. Ek olarak, AML hastalarinda DNMT3A4 varyantlarinin ifadesini
degerlendirmiglerdir. AML hiicre hatlarinda baskin dért DNMT3A4 varyanti tanimlamiglardir
[15]. Baska bir calismada da, Samantha Bruno ve ark. DNMT3A protein ifadesindeki
degisikliklerin CpG metilasyonunda goézlenen degisikliklerden sorumlu oldugunu
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sOylemektedirler [16]. Biz ¢alismamizda; miyeloid malignite gruplarinda DNMT3A genindeki
ifade seviyesi azalmis olarak bulunmugtur. AML grubunda, diger gruplara kiyasla daha fazla
bir ifade diizeyi s6z konusudur. Bu durumun DNMT3A varyantlarinin olmasindan ve AML alt
tiplerinin bulunmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamizda DNMT3A
mutasyonuna ve protein diizeyinde varyant proteinlerin varligina bakmamis olmamiz
yorumlamamizi giiglestirmektedir.

Calismamizda TET2 geninde ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulduk (p<0,001).

Arastirmacilar bebek AML’sinde yaptiklart ¢alismada TET enzim ailesini, t(10;11)
translokasyon kirilma noktasindan klonlamistir. Sonraki genomik analizlerle somatik
mutasyonlar1 ortaya ¢ikarmislardir ve hematolojik neoplazmlarda zenginlestirilmis bir dizi
malignite boyunca TET ailesi iiyelerinin ifadesini bastirdigin1 gdzlemlemislerdir. Ilging bir
sekilde, TET2 mutasyonlarina sahip AML hastalarinin ¢ogu, wild-type allel ifadesini korurken,
hastalarin sadece %10’u bialelik mutasyonlara sahip oldugunu gormiislerdir. 7E72’nin islevi
tam olarak bilinmemekle birlikte, bu veriler bir timor baskilayici rolii ve TET2 mutantlarinda
potansiyel olarak haplo yetmezlik islev kaybi roliinii diisiindiirmektedir [ 17]. Biz ¢alismamizda;
miyeloid malignite gruplarinda TET2 genindeki ifade seviyesini PV grubunda azalmis, ET,
KML, AML ve MDS grubunda ise artmis olarak bulduk. Bu durumun 7ET?2 fonksiyon kaybinin
malignitelerde degiskenlik gosteren, sitogenetikanormallik ve TET2 geninde meydana gelen
mutasyon sikliklarindan kaynaklandigini ~ diisiinmekteyiz. Calismamizda TET2 gen
mutasyonuna bakmamis olmamiz yorumlamamizi giiglestirmektedir. Onemli olarak, TET2
geninin diisiik ifade seviyeleri, mutasyonlardan bagimsizda olabilmektedir. TET2 geninde
nadiren mutasyona ugradigi bilinen bir popiilasyon olan pediatrik MDS vakalarinda TET2 gen
ifadesi ve 5-hmC seviyelerinin de azaldigini bulmuslardir [18]. Biz calismamizda MDS
gruplarinda TET? ifade seviyesini artmis olarak bulduk. Bu durum, TET2’nin tek basina
miyeloid maligniteye neden olamayacagindan ve MDS grubundaki hasta sayimizin yetersiz
olabileceginden kaynaklanan bir sonu¢ oldugunu diisiindiirmektedir.

Hematolojik malignitelerde meydana gelen sitogenetik anormallik ve gen mutasyonlari
sonucunda genlerin ifade seviyelerinindeki artis ya da azalig literatiirde bahsedilmektedir. Bu
nedenle, bulmus oldugumuz DNMT3A ifadesindeki azalma ve TET72 ifade seviyesinin
maligniteler arasindaki degiskenligin literatiirdeki bu durum ile benzer oldugunu
disiinmekteyiz. Fakat gen mutasyonlarina bakmamis olmamiz  yorumlamamizi
giiclestirmektedir. Miyeloid malignitelerde DNMT3A4 ve TET2 ifadelerindeki diizensizlige
neden olabilecek miRNA ifade seviyelerini aragtirmak i¢in, DNMT3A4 ve TET2 genini en ¢ok
skorla hedefleyen miR-29 ailesini segtik.

Calismamizda miR-29a, miR-29b ve miR-29¢’nin ifade degerleri bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,001).

Bazi ¢alismalarin sonuglar ile ilgili olarak, DNMT3A’nin diisiik ifadesi, tiimor progresyonunun
artmast ve hastalarin zayif sagkalimi ile iliskilidir; buna gore c¢esitli miRNA’lar bu geni
hedefleyebilir ve bu nedenle kanserde bu epimiRNA’larin asag1 regiilasyonu tahmin edilebilir.
miR-29 ailesi (a, b ve ¢), DNMT3A’y1 hedefleyen ve diizenleyen epimiRNA’lardan biridir. AML
lizerinde yapilan bir deney, miR-29b’nin DNA metilasyonunu azaltabilecegini ve DNMT34 ve
DNMT3B’nin dogrudan down regiilasyonu yoluyla p/5 ve ESRI ifadesini artirabilecegini
gostermislerdir. Salati et al. KML 16semik kok hiicrelerde miR-29a’nin yukari regiilasyonunun,
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TET? geninin dogrudan hedeflenmesi yoluyla tirozin kinaz inhibitorleri direncine yol agtigini
gostermistir [19]. Bizim ¢alismamizda da; AML grubunda, DNMT3A ile miR-29¢ ve miR-29b
arasinda orta diizeyde negatif yonde istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmugtur. KML
grubunda ise, miR-29a ve miR-29¢ arasinda iyi diizeyde pozitif yonde istatistiksel olarak
anlamli bir sonug¢ bulunmaktadir. Ayn1 zamanda miR-29a ifadesi kontrol grubuna kiyasla; AML
ve MDS’de artmis, KML, ET ve PV’de azalmis olarak, miR-29b ifadesi; AML ve MDS’de
azalmis, KML, ET ve PV’de artmis, miR-29c ifadesi; AML’de artmis, KML, MDS, ET ve
PV’de azalmig olarak bulunmustur. Literatiirde de farklilik gdsteren miR-29 ifade sonuglari
tartigmali oldugundan, bu farkliligin hastalik alt tiplerinden ve hedefledikleri genlerden
kaynaklandigini diistinmekteyiz.

DNMT3A4 ve TET2 genlerini en ylksek skorla hedefleyen miR-29 ailesinin miyeloid
maligniteler i¢in birer biyobelirte¢ olabilecegini diisiinmekteyiz. Fakat, mutasyon ve protein
diizeyinde varyant proteinlerin varliginin, 6zellikle miR-29 ailesinin miyeloid maligniteler
iizerindeki etkilerinin daha kapsamli arastirmalar1 gerekmektedir.
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