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OZET

Tunger B. S. B-Hiicreli Hodgkin dis1 Lenfomada miR-15a/miR-16-1 Genlerinin ifade
Diizeylerinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel
Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans. Istanbul. 2012.

MikroRNA (miRNA)'lar 21-23 niikleotid uzunlugunda tek iplikgikli, proteine
doniistiiriilmeyen RNA molekiilleridir. Olgun miRNA molekiilleri bir ya da birden fazla
mesajct RNA (mRNA) ile kismi tamamlayicilik gostermekte ve baglandiklar1 genlerin
ifadelerini diizenlemektedirler. miRNA'lar onkogenlerin ifadesini inhibe ederek timor
baskilayict  etki, timor Dbaskilayict  genleri  susturarak  onkogenik  etki
olusturabilmektedirler. Hodgkin Dis1 Lenfomalar kan kanserleri grubunun bir ¢esididir.
Etiyolojik, histolojik ve klinik acidan son derece heterojen bir grup kanser tiirtidiir. Son

birkag dekatta tiim diinyada Hodgkin Dis1 Lenfoma siirekli olarak artmaktadir.

miRNA'lar ile kanser arasindaki etkilesim ilk olarak Kronik Lenfositik Losemi
(KLL) hastalarinda bildirilmis ve bu hastalarin ¢ogunda miR-15-a ve miR-16-1
ifadesinin ¢ok diisiik veya hi¢ olmadig gosterilmistir. Ozellikle B-hiicreli lenfoma ve
Kronik Lenfositik Losemiler CD19* ve CD20" B lenfositlerinden koken almaktadirlar.
Bu konu ile ilgili, B-hiicreli lenfomalari kapsayan literatiirde heniiz bir bilgi
bulunmamaktadir.

Calismamizda B-hiicreli Hodgkin Dis1 Lenfoma’li hastalar ile yas, cinsiyet ve 1k
olarak eslestirilmis saglikli kisilerin periferik kan lenfositlerinde miR-15a ile miR-16-1
MiRNA gen ifade diizeyleri Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir reaksiyonu kullanilarak
arastirildi. miR-15a geni ekspresyon diizeyinde saglikli kontroller ile hastalar arasinda
istatistiksel bir fark bulunmazken (p>0,05), miR-16-1 geninin ekspresyon diizeyinin
hasta grubunda 8,54 oraninda azaldigi ve istatistiksel olarak anlamli oldugu

saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Diffiiz biiyik B hiicreli Hodgkin Dis1 Lenfoma, gen
anlatimi, MikroRNA, miR-15-a, miR-16-1

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 17516
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ABSTRACT

Tunger B. S. The Investigation of miR-15-a and miR-16-1 Gene Expressions In B-Cell
Non-Hodgkin Lymphomas (NHLS). 1staan1 University, Institute of Health Science,
Basic Oncology Department Master Thesis. Istanbul (2012)

MicroRNAs (miRNA) are 21-23 nucleotide-long single-stranded RNA
molecules that are not converted to proteins. Mature miRNA molecules show partial
complementation to a part of one or more messenger RNAs (MRNAS) and regulate the
expressions of binding genes. miRNAs can show tumor suppressor effect by inhibiting
the expression of oncogenes and oncogenic effect by silencing tumor suppressor genes.
Non-Hodgkin Lymphomas (NHLs) are strikingly heterogeneous in clinical course and
in etiology because NHLs encompass a variety of histologically distinct forms. Non-
Hodgkin Lymphoma occurence has risen steadily and dramatically in most parts of the

world for several deacades.

The interaction between miRNAs and cancer was reported in chronic
lymphocytic leukemia (CLL) patients initially. In a majority of these patients the
expression levels of miR-15-a and miR-16-1 were shown to be very low or none. In
particular, B-cell lymphomas and chronic lymphocytic leukemias are derived from
CD19" and CD20" B lymphocytes. There is no evidence of the expression levels of
miR-15a and miR-16-1 genes in B cell lymphomas which come from the same cell

lineage like CLL in literature.

In this study, the expression levels of miR-15a and miR-16-1 genes in RNAs of
peripheral lymphocytes for B-cell Non-Hodgkin Lymphoma patients and ethnicity, age
and gender matched healthy controls were investigated.using Real Time PCR. The level
of miR-16-1 gene expression was found 8,54-fold higher in the patient group compared
with healthy controls (p<0.05) although the level of gene expression of miR-15a was

not statistically different between patients and healthy controls (p>0.05),

Key Words: Diffuse B-Cell Non-Hodgkin Lymphoma, Gene expression, MicroRNAs,
mir-15a, mir-16-1.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 17516



1. GIRIS VE AMAC

Lenfoma, tek bir lenfosit onctil hiicrenin somatik mutasyonu sonucu ortaya ¢ikan
klonal habis bir hastalik grubudur. Hastalik klinigi, morfolojik 6zellikleri, tedavileri ve
tedavi cevaplarina gore Hodgkin Lenfoma ve Hodgkin Dis1 Lenfomalar olarak baglica
iki biiylik gruba ayrilir [1]. Hodgkin Dis1 Lenfomalar (HDL) klinik, histolojik,
immiinolojik, molekiiler ve genetik, 06zelliklerine gore birbirinden ayirt edilebilen
olduk¢a heterojen bir hematolojik malignite grubudur. HDL c¢ogunlukla B ve T
lenfositlerden daha az oranda dogal oldiiriici (NK) hiicrelerinden olusmaktadir.
HDLgenellikle lenf diigiimlerinden koken almakla birlikte diger lenfoid dokulardan da
kaynaklanmaktadir [2].

Hodgkin Dis1 Lenfomalar tiim kanserlerin % 2,8’i kadarin1 olusturur. HDL,
erkeklerde %6,1 goriilme siklig1 ve %3,5 6lim orani; kadinlarda ise % 4 goriilme siklig1
ve %2,3 6liim orani ile 6. sirada yer alir ve 5/100.000 siklikta goriiliir [3]. Kadin/Erkek
orani 1/1.5 seklindedir. Ayrica gelismis iilkelerde HDL’lar artan orani ile daha yaygin
olarak goriilmektedir [4].

Son yillarda hizla gelisen ve yayginlasan laboratuar incelemelerinin yardimiyla
lenfoma hastalik grubunda da oldukca 6nemli gelismeler kaydedilmis ve morfolojik,
immunofenotipik, sitogenetik ve ozellikle de klinik ve prognostik 6zelliklerine goére
30’a yakin alt grup tanimlanmustir. Bu alt gruplar arasinda en 6nemlilerinden biri Diffiiz
Biiyiik B Hiicreli Lenfomadir (DBBHL). DBBHL tiim lenfoma olgularinin %30-40’1n1,
agresif lenfomalarin ise %380’inden fazlasin1 olusturur. DBBHL, tutulan lenf
gangliyonunun ya da ekstranodal alanin normal yapisini bozan diffiiz biiyiime gdsteren
bir alt tipidir [1-2].

Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfomalar (DBBHL) agresif lenfomalarin prototipidir.
Genel olarak lenfomalar tiim sistemik kanserler iginde besinci sirada yer alirken
bunlarin yaklasik %30 ile 40’1n1 DBBHL’lar olusturur. DBBHL ler agresif lenfoma

grubunun ise %80’inden fazlasini olusturmaktadir [5].

DBBHL cocuklar dahil her yas grubunda goriilmekle birlikte yas ilerledikce
goriilme siklig artar ve en sik yedinci dekatta goriiliir. Goriilme siklig1 erkeklerde biraz

daha fazladir [6].



MikroRNA(mMiRNA)'lar 21-23 niikleotid uzunlugunda tek iplikgikli, proteine
doniistiirilmeyen RNA molekiilleridir [7-8]. miRNA'lar DNA molekiiliinden ilk olarak
pri-miRNA olarak yazilirlar..Daha sonra farkli enzimlerin yardimu ile islenerek kisa sap
ve ilmik yapisindan olusan pre-miRNA'ya ve son olarak da fonksiyonel formu olan
olgun miRNA’ya donistiiriiliirler. Olgun miRNA molekiilleri bir ya da birden fazla
mesajct RNA (mRNA) ile kismi tamamlayicilik gostermekte ve bu tamamlayicilik

sayesinde baglandiklar1 genlerin ifadelerini diizenlemektedirler [9].

Olgun miRNA'larin hedef mRNA'y1 taniyan 6zel bolgeleri (tohum bdlgeleri)
bulunmaktadir. miRNA’larin bir genin ifadesini durdurabilmesi i¢in hedef mRNA ile
bire bir tam anlamiyla baglanmasi gerekmektedir. miRNA’lar, mRNA iizerinde
genellikle 3'UTR (gevrilmeyen bolgeler) bolgeye ve ¢ok nadir olarak da 5' UTR'ye
baglanmaktadirlar. miRNA'nin ilgili bolgeye baglanmasi, mMRNA ¢evirim ifadesinin
azalmasma ve dolayisyla mRNA'nin yikimina neden olmaktadir [9-10]. miRNA'lar
onkogenlerin ifadesini inhibe ederek tiimor baskilayici etki, tiimor baskilayici genleri
susturarak onkogenik etki olusturabilmektedirler. Ornegin miR-21'in bir timér
baskilayici olan p53 ile etkilesimi onkogenik etkiye yol acarken, miR-let-7 ve miR-
15/16/dleu2 'nin onkogenik bir protein olan BCL-2 ile etkilesmesi tiimor baskilayict etki
yaratmaktadir [11-12].

Insan miRNA genlerinin ¢ogu kromozomlar iizerindeki kirilgan bolgelerde yer
almaktadir. Bu kirilgan bolgelerin ve dolayisiyla bu noktalarda bulunan miRNA
genlerinin kanserle iligkili oldugu bilinmektedir. miRNA'lar ile kanser arasindaki
etkilesim ilk olarak Kronik Lenfositik Losemi (KLL) hastalarinda bildirilmis ve bu
hastalarin ¢ogunda miR-15-a ve miR-16-1 ifadesinin ¢ok diisiik veya hi¢ olmadigi
gosterilmistir [13].

Diffiiz Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma ile Kronik Lenfositik Losemiler CD19+ ve
CD20" B lenfositlerinden koken almaktadirlar. Daha 6nce CD19+ KLL'lerde yapilan
caligmalarda 26 farklt miRNA'nin ifadesinin azaldig: bildirilmistir [14].

C19" KLL’lerde varolan miRNA’larin ayni hiicrelerden koken alan Diffiiz
Biiyilk B-Hiicreli Lenfoma’da varligini bildiren literatiirde heniiz bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Calismamizda Oncelikle Diffliz Biiyilk B-Hiicreli Lenfomali
hastalarin periferik kaninda dolasan tiimor hiicrelerinde miR-15a ve miR-16-1

genlerinin ifade diizeyleri arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. B-Hiicre gelisim asamalari

Kemik iligindeki pluripotent kok hiicre, lenfosit dizisi dahil tiim kan hiicrelerinin
kaynagidir [15]. Pluripotent kok hiicreler boliinerek lenfoid kok hiicre ve miyeloid kok
hiicre olmak iizere iki 6zellesmis Onciil hiicreye degisir. Lenfoid kok hiicre hem B hem
de T lenfositlerinin onciil hiicresidir. Miyeloid kok hiicre ise 1okosit, eritrosit,
megakaryosit ve makrofajlarin onciiliidiir [16].

Olgun B-hiicre neoplazileri normal B-hiicre farklilasma asamalarini taklit eder.
Isimlendirme ve siniflama da &nciil hiicre kokenine dayanilarak yapilmaktadir. Normal
B hiicre farklilasmasinda baslangi¢ hiicresi onciil B lenfoblasti’dir. Bu hiicrelerde Ig
VDJ geni yeniden diizenlenmeye ugrar ve ylizey Ig farklilasmasi gergeklesir, sonucta
naif B hiicreleri gelisir. Naif B hiicreleri IgM(+), IgD(+) ve CD5(+)’ tir [17-18]. Naif B
hiicreleri normalde kan dolasimindaki kii¢iik ve dinlenme halindeki B lenfositleridir,
primer lenfoid folikiil i¢inde folikiiliin mantle bdlgesinde yerlesirler. Tiimorleri diisiik
gradli ve yavas seyirlidir. Siklikla normal naif B hiicrelerinin davranisina uygun olarak
genis alana yayilir, I6semik olabilir. CD5(+) B hiicrelerinden B hiicreli KLL (%50) ve
mantle hiicreli lenfoma gelisir [17-18]. Antijenle karsilasan naif B hiicreleri blastlara
doniistir, gogalma olur ve sonunda IgG ve IgA antikoru salgilayan plazma hiicreleri ve
bellek B hiicrelerine olgunlagirlar.

Antijenle karsilasan naif B hiicrelerinin doniisiimii sonucu olusan blastik
hiicreler primer folikiile go¢ ederler. Primer folikiiller dendritik hiicre ag1 ile birlikte
germinal merkezi olustururlar. Germinal merkezin blastik hiicreleri sentroblast olarak
bilinir. Bu hiicreler vesikiiler ¢ekirdekli, 1-3 adet belirgin ve periferik yerlesimli niikleol
ve dar bazofilik sitoplazmali biiylik hiicrelerdir. Cogunda yilizey immiinoglobiilini ve
BCL-2 protein ifadesi yoktur. Bu durum asir1 derecede apoptotik hiicre 6liimiine
ugradiklarini gosterir.

Sentroblastlar BCL-6 proteinini ifade ederler. Bu bir niikleer zincir yazilim
faktoridiir. Sentrosit ve sentroblastlarin her ikisinde de ifade edilir. Naif B hiicreleri,
bellek B hiicreleri, mantle hiicreleri ve plazma hiicrelerinde BCL-6 ifadesi goriilmez.

Ayni 6zellikler CD10 i¢in de gegerlidir.



Germinal merkezde Ig degisken (IgV) bdlge geninde somatik mutasyon
meydana gelir, sonugta sadece az sayida Oncii hiicreden kaynaklanan ve belirgin
intraklonal farklilik gdsteren bir hiicre popiilasyonu olusur ve bazi hiicrelerden IgM,
IgG ve IgA yapimu tetiklenir. Bu mekanizma ile ge¢ primer veya sekonder immiin
yanitta uygun IgG veya IgA yapimi meydana gelir. Germinal merkezde BCL-6 geni, Ig
genlerinden daha az oranda somatik mutasyona ugrar [17-18].

DBBHL’nin lenf diigiimleri ya da sekonder lenfoid organlarin germinal
merkezlerine go¢ eden, antijenik uyariya maruz kalmis normal B hiicrelerinden koken
aldig1 disiiniilmektedir. Germinal merkezde B lenfositlerinin gelisimi siiresince
immiinglobulin degisken agir zincir bolge (IgV) genlerinde somatik hipermutasyon
olusmakta ve mutasyon olgunlasma siirecinin bu basamaginda belirte¢ gorevi
gormektedir. Somatik hipermutasyon antikor cesitliligine neden olmakta, antijene
egilimi arttirmakta ve ayni zamanda kromozomal translokasyonlarin olusumu igin
zemin yaratmaktadir. Biiylik B-hiicreli lenfoma hiicrelerinin bir kismi sentroblastlari
animsatan hiicrelerden olusur. Siklikla BCL-6 gen mutasyonu gostermeleri germinal
merkezden koken aldiklarini isaret eder [17-18]. Burkitt lenfoma hiicreleri de BCL-6 (+)
ve Ig gen mutasyonu gosterir. Burkitt ve Biiylik B-hiicreli lenfomalarin her ikisi de
klinik olarak agresif timdrlerdir [17, 19].

Sentroblastlarin olgunlasmis hali sentrositlerdir. Bunlar ¢entikli folikiil merkez
hiicreleridir. Orta boyutlu, diizensiz niiveli, belirsiz niikleollii ve dar sitoplazmali
hiicrelerdir. Sentrositler yiizey immiinoglobiilini ifade ederler. Progenitor hiicresi ile
karsilastirildiginda, agir zincir sinifinda meydana gelen somatik mutasyonlar sonucu
degismis bir antikor baglanma bdlgesi igerirler. Mutasyonlu sentrositlerde, folikiiler
dendritik hiicrelerin uzantilarinin antijene kars1 afinitelerinin artmasi sonucu, apoptotik
oliimden kagmasi kolaylasir ve dolayisiyla BCL-2 protein ifadesi baslar.

Folikiiler dendritik hiicre ve T-hiicrelerinin yilizey molekiilleri (CD23 ve CD40
ligand) ile etkilesimleri sayesinde sentrositler BCL-6 ifadesini kaybeder ve sentrosit,
bellek B-hiicresi ya da plazma hiicresine farklilagir. Folikiiler lenfomanin germinal
merkezin B-hiicreleri olan sentrosit ve sentroblastlarin tiimorii olduguna inanilmaktadir.
Ancak daha c¢ok sentrosit igerir ¢linkii sentrositlerin apoptoza gidisi, t(14;18)
translokasyonu ve buna bagli olarak normal BCL-2 protein ifadesinin kaybi yoluyla
engellenmektedir [17].



Bellek B-hiicreleri, tipik olarak folikiiliin marjinal bolgesinde bulunurlar. Bu
hiicreler yuvarlak veya hafifce diizensiz niive, hafif yogun kromatin ve az miktarda
soluk sitoplazma igerir. Bu hiicreler tipik olarak yiizey IgM ifade eder ancak bu
hiicrelerde IgD ve Pan B antijenleri, CD5 ve CDI10 ifadesi gézlenmemektedir. Plazma
hiicreleri, yogun kromatin ve bol bazofilik sitoplazma ile baskin olarak IgG veya IgA’ya
sahipken, yiizey Ig ve Pan B antijenlerini tagimamakta ancak CD138 ve CD79’a
antijenlerini de eksprese etmektedirler.

Bellek B-hiicreleri ile plazma hiicrelerinde IgV bdlgesi genleri mutasyona
ugramistir ancak var olan mutasyonlara yenileri eklenmedigi i¢in intraklonal farklilik
gostermezler. Postgerminal merkez hiicreleri yilizeylerindeki integrin ifadesi yoluyla
antijen stimiilasyonuna wugrayan dokulara yerlesirler. Marjinal Zon lenfoma,
postgerminal merkez hiicrelerinden 6zellikle de marjinal bolgenin bellek B
hiicrelerinden gelismektedir [17-18]. Plazma hiicreli miyelom ise kemik iligi yerlesimli
IgG veya IgA iireten plazma hiicrelerinden gelisir [17].

B lenfosit gelisim asamalari, lokalizasyonlar1 ve gelisen lenfoma tipleri Sekil 2.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.1: B-Hiicre Gelisimi



Ayrica B-Onciil hiicre kokenli Lenfoma olusumu asamalari Sekil 2.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2: Lenfoma Hiicresinin Kokeni

2.2. Hodgkin Dis1 Lenfomalar
2.2.1. Epidemiyolojisi

Hodgkin Dis1 Lenfomalar tiim kanserlerin %2,8’ini olustururlar. HDL,
erkeklerde %6,1 goriilme siklig1 ve %3,5 6liim orani; kadinlarda ise %4 goriilme siklig1

ve %2,3 6liim orani ile 6.sirada yer alir ve 5/100.000 siklikta goriiliir [3].

HDL cocukluk ¢ag1 kanserlerinin %6-7’sini olusturur. Yirmi yasin altindaki tim
lenfoma olgularinin %45’ini HDL olusturmaktadir. 15 yas altindaki ¢ocuklarda son
yirmi yildir goriilme sikliginda bir degisiklik olmamisken, 15-19 yas arasinda goriilme
sikliginda %50 artis saptanmistir. Kadin/Erkek orani 1/1.5 seklindedir. Ayrica gelismis
tilkelerde HDLlar artan orani ile daha yaygin olarak goriilmektedir [4].



HDL, hematopoetik kok hiicrelerin cesitli diferansiyasyon asamalarindan
kaynaklanir. Orjinlerini aldiklar1 diferansiyasyon asamasma gore farkli morfolojik,
immunolojik ve klinik tablo olustururlar. Her bir lenfoma tipi lenfosit olgunlagsmasinin
herhangi bir basamaginda kalip, malign hiicreye transforme olabilmektedir. HDL’lar
%90 B hiicre orjinlidir, %10’luk boliimii ise T ve NK hiicrelerinden gelismektedir.
Genel olarak HDL siklig1 20.yiizyil’da belirli bir sekilde artis gostermistir. Bu artis
HDL’nin tiim histolojik tipleri, cinsiyet tipleri ve tiim yas gruplarin1 kapsamaktadir.
HDL sikligindaki bu artis, AIDS sikligindaki artisa paralellik gosterse de tek nedenin bu
olmadigi diigiiniilmektedir [1, 20].

Bunun yani sira etkili antiviral tedavinin yaygimnlasmasi ile HIV ile iliskili
lenfoma siklig1 azalmistir [21]. Bazt HDL’larin birkag alt tipinde etiyoloji belli olsa da,
¢ogunlugunda bilinmemektedir.

Bazi enfeksiydz ajanlarla iligkili lenfoma tipleri mevcuttur. Ozellikle tarim ile
ugrasanlarda ve bazi kimyasal toksinlere maruz kalanlarda HDL daha sik olarak
goriilmektedir Ancak sonug olarak biitiin lenfomalarin immiin sistem bozuklugundan
kaynaklandig1 sdylenebilir. Gelisen teknoloji ve sagliktaki ilerlemeninde hastalik

sikligindaki artisa katkisi oldugu diisiiniilmektedir [1].

Lenfoid hiicre kaynakli hastaliklar i¢in halen yaygin olarak kullanilan WHO
siniflama sisteminde B hiicreli, T / NK hiicreli ve Hodgkin Lenfoma olmak iizere ii¢
ana baslik olusturulmustur. B hiicreli ve T / NK hiicreli hastaliklar “prekiirsor ve
olgun’’ olmak tizere iki alt gruba ayrilmistir. WHO siiflamasinda lenfomalarin klinik

seyir 6zelliklerinden ¢ok patolojik 6zelliklerine vurgu yapilmistir (Tablo 2.1) [22]



Tablo 2.1: WHO’ya gore Lenfoma Simiflamasi

Lenfoid neoplaziler icin WHO siniflamasi

B hiicre neoplazileri

T ve NK hiicre neoplazileri

Prekiirsor B hiicre neoplazileri

Prekiirsor T hiicre neoplazileri

Prekiirsor B hucreli lenfoblastik L6semi/ Lenfoma

Prekiirsor T hiicreli lenfoblastik
Losemi/ Lenfoma

Olgun B hiicre neoplazileri

Olgun B hiicre neoplazileri

Predominant Dissemine/Lésemik Neoplaziler

Predominant Dissemine/Lésemik
Neoplaziler

Kronik Lenfositik Losemi/ Kiigiik Lenfositik Lenfoma

B-hucreli Prolenfositik Lenfoma
LenfoplazmositikLenfoma/Waldenstrom
Makroglobulinemi

Splenik Marjinal Zon B-hiicreli Lenfoma
Hairy-cell (tuyli hicreli) Losemi
Plazma Hiicre Neoplazileri

Plazma Hucreli Miyelom

Plazmositom

Monoklonal immunoglobulin Depo Hastalig
Agir Zincir Hastalig

T-hicreli Prolenfositik Lenfoma
T-htcreli Large Graniler Lenfoma

Agresif NK hiicreli Lésemi
Eriskin T hticreli Lésemi/Lenfoma

Primer Ekstranodal Neoplaziler

Primer Ekstranodal Neoplaziler

Ekstranodal Marjinal Zon B-hiicreli Lenfoma (MALT
lenfoma)

Mediastinal (Timik) Bly{ik B-hiicreli Lenfoma
intravaskiiler Biiyiik B-hiicreli Lenfoma
Primer Eflizyon Lenfomasi

Lenfomatoid Grantlomatozis

Ekstranodal NK/T hiicreli Lenfoma,
Nazal Tip

Enteropati-tip T hicreli Lenfoma
Hepatosplenik T hiicreli Lenfoma
Subkutan Pannikulit-benzeri T hiicreli
Lenfoma

Blastik NK hticreli Lenfoma

Mycosis Fungoides/Sezary Sendromu
Primer Kutan6z CD-30 pozitif T
hicreli

Predominant Nodal Neoplaziler

Predominant Nodal Neoplaziler

Nodal Marjinal Zon B-hiicreli Lenfoma

Follikiiler Lenfoma
Mantle cell Lenfoma

Buyuk B-hiicreli Lenfoma
Burkitt Losemi/Lenfoma

Hodgkin Lenfoma

Noddler Lenfositten Baskin Hodgkin Lenfoma
Klasik Hodgkin Lenfoma

Noddler Skleroz Hodgkin Lenfoma

Miks Selliiler Hodgkin Lenfoma

Lenfositten Zengin Hodgkin Lenfoma

Anjioimmunoblastik T hiicreli
Lenfoma

Periferik T hicreli Lenfoma,
Belirtilmemis

Anaplastik Blyiik Hiicreli Lenfoma




Tablo 2.2: Tiirkiye’deki Bes Biiyiik Merkezin Hodgkin Dis1 Lenfoma ile ilgili goreceli

siklik oranlar
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Tablo 2.2 de Tirkiye’de bes biiyilkk merkezin lenfoma dokiimleri karsilagtirmali
olarak verilmistir Yurtdisinda yapilan istatistiklerde HDL sikliginin artig hizi son yillarda
biraz azalsada 1950’lerle karsilastirildiginda yiikselmeye devam ettigi goriilmektedir. HDL
sikliginda artisin nedeni olarak mesleki ve c¢evresel kimyasallara maruziyet, viriitik
hastaliklara yakalanma sikliginda artis olmasi ile birlikte goriintiileme yontemlerinde ve
patolojik incelemelerdeki teknik ilerlemelerde bu artista 6nemli rol oynamaktadir. 1999-
2003 arasinda kaydedilen hasta tetkik ve teshislerinde elde edilen istatistiki bilgi ile HDL B
hiicreli Lenfomalar alt sinifinda Diffuz Biiyilkk B Hiicreli Lenfoma %30 gibi bir oranla

goriilme sikliginda birinci olarak yer almaktadir.

2.3. Diffiiz Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma (DBBHL)

2.3.1. Genel Ozellikleri ve Sikhig

Diffiiz Biiyilk B Hiicreli Lenfomalar agresif oOzellik gosteren lenfomalar
simifinda yer alir. DBBHL lenfomalarin %30—40’1n1, agresif lenfomalarin ise %80’ini
olusturmaktadir [23]. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfomalar ¢ocuklar dahil her yas grubu
ve her iki cinsiyette goriilmekle birlikte daha sik olarak orta ve ileri yasta rastlanilan bir

hastaliktir. Bu hastalik kadinlara oranla erkeklerde daha sik goriillmektedir [1, 24]

2.3.2. Smiflandirilmasi

DBBHL klinik, patolojik ve molekiiler diizeyde heterojen bir hastaliktir.
Onceleri birgok farkli isimle tanimlanan diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomalar WHO 2008
siniflamasinda daha genis bir sekilde kismen homojen olarak alt smiflara ayrilmistir.
WHO 2008 smiflamasina gore DBBHL varyantlari, alt gruplari ve alt tipleri tabloda
belirtilmektedir. Ayrica WHO 2008 siniflandirmasinda kronik iltihapla birlikte
DBBHL, bacak tipi primer kutan6z DBBHL, yaslilarda EBV pozitif DBBHL gibi
DBBHL 3 yeni alt tip eklenmistir (Tablo 2.3) [25].

2.3.3. Klinik Ozellikleri

Klinik olarak agresif bir lenfoma olan Diffiiz Biiylik B Hiicreli Lenfomalar lenf
nodu ve/veya ekstranodal alanlarda ortaya ¢ikabilir. En sik ekstranodal tutulum alanlar
gastrointestinal bolge, cilt, kemik iligi, paranazal sinusler, tiroid, merkezi sinir sistemi,
karaciger ve dalak olarak siralanabilir [26-27]. Ancak tani esnasinda kemik iligi

tutulumu nadirdir [28].
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Cogu olgu de novo olarak ortaya ¢ikmakla beraber diisiik dereceli HDL’larin dontisiimii

ile hastalik olusabilmektedir. Folikiiler lenfoma (FL), KLL/SLL ve Mantle Cell

Lenfoma (MCL) gibi lenfoma alt tipleri Diffiiz Biiylik B Hiicreli Lenfomaya

doniisebilmektedir [1].

Tablo 2.3: Diffiiz Biiyiik Hiicreli Lenfomalarin siniflamasi

Yaygin morfolojik varyantlar

Diger biiyiik B-hiicreli lenfomalar

-Sentroblastik
-immuinoblastik

-Anaplastik

Nadir morfolojik varyantlar

Molekiiler alt gruplar

-Germinal merkez B-hiicre (GCB) benzeri
-Aktive B-hiicre (ABC) benzeri

immiinolojik alt gruplar

-CD5-pozitif DBBHL
-Germinal merkez B-hiicre benzeri (GCB)

-Germinal merkez B-hiicre benzeri disi
(non-GCB)
DBBHL alt tipler

-Primer mediastinal (timik) DBBHL
-intravaskdiler biiyiik B hiicreli lenfoma

-Kronik inflamasyon iliskili DBBHL

Lenfomatoid
-Lenfomatoid granilomatozis

-ALK  (anaplastik lenfoma kinaz)-pozitif

DBBHL
-Plasmablastik lenfoma

-HHV-8
hastahg

iliskili ~ multisentrik  Castleman

zemininde gelisen DBBHL

-Primer efflizyon lenfomasi

Borderline vakalar

-T-huicre/histiyositten zengin blylk
ozelliklerB hiicreli lenfoma

-SSS’nin primer DBBHL's|

-Bacak tipi primer kutandz DBBHL
-Yaslilarda EBV pozitif DBBHL
-Kronik iltihapla birlikte DBBHL

-DBBHL ile BL arasinda ozellikler iceren
BHL

-DBBHL ile KHL arasinda ozellikler iceren
-iceren BHL
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2.3.4. Morfolojisi

Hiicreler morfolojik olarak tutulan lenf nodunun ya da ekstranodal alanin normal
yapisini bozan diffiiz biiyiime paternine ve biiyiik hiicre boyutuna sahiptir [28]. Fakat
hiicresel morfolojileri heterojendir. Cogu vakada neoplastik biiylik lenfoid hiicreler,
sentroblastlara (biiyiikk ¢entiksiz hiicreler) ya da immiinoblastlara (tek, merkezi
yerlesimli ¢ekirdegi olan biiyiikk lenfoid hiicreler) benzer. Ayrica Reed-stenberg
hiicresine benzer veya anaplastik (garip pleomorfik ¢ekirdekli) goriiniimde olabilirler,

ve bazen ayirim i¢in immunofenotipleme yapmak gerekebilir [5].

Patolojik  degerlendirmede  tanimlanan baslica  morfolojik  varyantlar
sentroblastik, immiinoblastik, T hiicre histiyositten zengin, anaplastik seklindedir [29].
Bunlara ilave olarak plazmablastik alt tip nadir olarak goriilmekte olup siklikla HIV

pozitif hastalarda ortaya ¢ikmaktadir [30].

2.3.5. Immiinofenotip

Diffiiz Biiyilk B Hiicreli Lenfomalar genelde CD19, CD20, CD22,
BSAP/PAX5 ve CD79a gibi Pan-B antijenlerini ifade etmekle beraber vakalarin
%75’1ik boliimiinde yiizey immunglobulinlerinin de ifade edildigi gosterilmistir [28-29].
Baz1 vakalarda bu antijenlerin bir ya da birden fazlasi saptanamayabilir. CD30 ifadesi
ise siklikla anaplastik varyantta goriliir [29]. CD10 antijeni yaklasik %30-%50 olguda,
BCL-6 ifadesi ise %80 olguda, CD5 ifadesi ise %10 olguda goriilebilir [29]. BCL-2 gen
ekspesyonu ise vakalarin %75’inde eksprese edilirken CD138 ifadesine nadir olarak
rastlanmaktadir [29, 31].

Normalde T hiicrelerinde ve miyeloid kokenli hiicrelerde ifade edilen CD43
ifadesi DBBHL’de yaklasik %20-40 arasindadir [32]. Bunlar de novo olabilecegi gibi
KLL/SLL ve MCL’den transforme olmus olabilir. MCL’dan transforme vakalarda BCL-
1 ifadesi olurken, KLL/SLL den transforme vakalarda CD23 ifadesi korunur [33].
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2.4. MikroRNA (miRNA)

MikroRNA’lar (miRNA) ilk olarak 1993 yilinda C. Elegans’ta kesfedilmis ve
daha sonra insanda da bu mikroRNA’larm homologlari oldugu anlasilmistir [34]. ilk
olarak gelisimde gorev aldiklari belirlenen miRNA’larin bugiin birgok hiicresel olayda
faaliyet gosterdikleri bilinmektedir (Sekil 2.3).

Bu nedenle son yillarda miRNA’larin yap1 ve islevlerini belirlemek ve hangi
tiplerin hastaliga yol actiklarinin belirlenmesine yonelik ¢ok sayida calisma

yiirtitiilmektedir.

Okaryotik Genom

Genlerin 1/3’tinin
Diizenlenmesinde Rol Oynar,

il ‘ h“

ekil 2.3: miRNA’nin islevi
S

2.4.1. MikroRNA genleri ve yapisi

MikroRNA (miRNA)'lar 21-23 niikleotid uzunlugunda tek iplik¢ikli, proteine
doniistiirilmeyen RNA molekiilleridir [7]. mikroRNA’lar diger genler gibi DNA
tizerinden transkribe edilir ve proteine doniistiiriilmeden kiigiik RNA molekiilleri
halinde gen diizenlenmesinde gorev alirlar [35-36]. miRNA genleri Y kromozomu harig
biitiin kromozomlara dagilmis halde bulunmaktadir. Ilk zamanlar miRNA genlerinin
intergenik bolgelerde bulundugu diislinlilmesine ragmen, gilinlimiizde miRNA’lar

kodlandiklar1 genomik bolgeye gore gruplara ayrilmislardir.
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Bunlar;

1.Protein kodlayan yazilim birimlerindeki intronik miRNAlar: I¢inde bulunduklar
genin promotorunu paylastiklari i¢in bu genle ayn1 ifade paterni gosterirler.
2.Kodlamayan yazilim birimlerindeki intronik miRNAlar.

3.Kodlamayan yazilim birimlerindeki ekzonik miRNAlar: Protein kodlayan genlerde

bulunan promotorlara benzer promotorlara sahiptirler [37-38].

2.4.2. MikroRNA’larin olusum mekanizmasi

miRNA genleri RNA Polimeraz II tarafindan transkribe edilir. Olusturulan
transkript “CAP” ve Poli(A) kuyruguna sahiptir. miRNA'lar DNA molekiiliinden ilk
olarak pri-miRNA olarak transkripte olurlar. Daha sonra farkli enzimlerin yardimi ile
islenerek kisa sap ve ilmik yapisindan olusan pre-miRNA'ya ve son olarak da
fonksiyonel form olan olgun miRNA’ya doniistiiriiliirler [39]. Bu doniisiim asamalari
belirli molekiiler mekanizmalarla ger¢eklesmektedir.

Ik olarak pri-miRNA Drosha isimli enzim ile kesilerek pre-miRNA olusturulur.
160 kD’luk bir niiklear Riboniikleaz III endoniikleaz olan Drosha yaklasik 200
niikleotidlik pre-miRNA’nin dizilerini keserek 70—80 niikleotidlik pre-miRNA’y1 ortaya
cikarir. Drosha enzimi pri-miRNA’nin govde-ilmek yapisini taniyarak govdede belli bir
noktadan kesme islemini yapar. Drosha’nin tanimadaki bu 6zgiinliiglinlin, yardimci
proteinlerle saglandigi diisiiniilmektedir. Bu proteinlerden DGCRS (veya Pasha) genine
ait iki molekiil Drosha’nin iki molekiilii ile birleserek heterotetramerik bir yapi
olusturur.

Daha sonra Exportin-5(exp5) / ranGTP ile birleserek pre-miRNA heterotrimerik
yap1 olustururlar. Bu yap1 pre-miRNA’nin yapisin1 koruyarak sitoplazmaya taginmasini
saglar. Sitoplazmaya ulasildiginda RanGTP RanGDP’ye hidrolize olarak pre-
miRNA’nin serbest kalmasi saglanir.

Son olarak pre-miRNA, RNase III Dicer tarafindan 18-22 niikleotitlik ¢ift zincirli
miRNA’ya dontstiiriiliir. miRNA dubleksinden sadece biri RISC kompleksine dahil
olur. RISC kompleksinin i¢inde yer alan bir RNAz olan argonaute’un etkisiyle bu iki
iplikten 5’ucu daha kararli olanmi segilip komplekse dahil edilir. Bu iplik kilavuz iplik

olarak adlandirilir.
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Diger iplik, anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirillir ve RISC
kompleksinin substrat1 olarak sindirilir. Tek zincirli miRNA’y1 i¢eren aktif haldeki
RISC kompleksi baz c¢iftlesme 06zelligi ile mRNA’ya baglanarak ya argonaute
proteinleri yardimiyla mRNA’nin  yikimina ya da protein translasyonunun
baskilanmasina neden olurlar [35, 37-38, 40]. miRNA’larin bu olusum mekanizmasi

Sekil 2-4’de gosterilmistir.

—=
T 45 38 00 i [ DNA
5'cap\ l Poil 11

IIIIAIIIIIIIO pri-miRNA
Drosha,
PO SS S, Pasha
’llll faisi1s ) pre-miRNA
|
e l RAN-GTP. Exportin-5 ——
cytosol ‘
iET yaisieus ) pre-miRNA
l Dicer
—_— MmMiRNA/MIRNA™
* duplex
PR T miiRNA

Sekil 2.4: miRNA’larin olusum mekanizmasi

DICER aynm1 zamanda RNA indiiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced
silencing complex (RISC)) yani bir baska degisle RISC olusumunu baglatir. Bu
kompleks mIiRNA ifadesi ve RNA interferanstan aracili olusturulan gen
susturulmasindan sorumlu olup ve ayrica olgun miRNA hedef genlerin gen ifadesinde
diizenleyici rol oynamaktadir.

miRNA’lar hedef mRNA’daki komplementer diziyi tanir. miRNA-RISC
kompleksi mRNA’ya baz eslestirme yaparak baglanir. Boylece protein translasyonunun
inhibisyonuna veya mRNA’nin yikimina neden olur. miRNA, mRNA’ya 3’UTR (3’
Cevrilmeyen Bolge) bolgesinden veya ORF (Ag¢ik Okuma Alani) denilen bdlgeden

baglanmaktadir.



16

Bu baglanma pozisyonu miRNA’nin mRNAya ne oranda komplementer olma
durumuna gore farklilik gosterir. 3’UTR bolgesine baglilik tam olarak kusursuz bir
komplementerlik gostermez ve sonug¢ olarak translasyon inhibe olur. ORF bdlgesine
baglanma ise tam bir komplementerlik gerektirir yani miRNA’nin mRNA bdlgesine tam
olarak komplementer olmas1 gerekir ve sonug olarak mRNA degradasyonu gerceklesir.

MRNA degradasyonu yalnizca hedef ile miRNA’nin komplementer olmasi
sonucu olusur, bu da bir miRNA’nin birgok mRNA’ya baglanabilecegini ve her bir
mRNA’nimn birgok miRNA’ya hedef olabilecegini kanitlanmaktadir [9, 41]. mMiIRNA’nin
islevi Sekil 2.5°de ayrintili olarak gosterilmistir.

%A SINININININY, Sitoplazma \

Transkripsiyon

Drosha D
Pasha Dicer
e

miRNA

pn-mIRNA pre-miRNA

Cekirdek /
Protein
Eklenmesi @

miRISC m@ - ~—

-
~
-

s’

\
mRNA’ya kismi \ mRNA’ya tam olarak
komplementerlik komplementerlik

i OO s VRO WO
¢ Hedef mMRNA ¢

Translasyonun mRNA
inhibisyonu Degredasyonu /

-

Sekil 2.5: miRNA’larin islevi
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2.4.3. mikroRNA’lar ve Kanser

mikroRNA’larin ortaya ¢ikarilmasindan kisa bir siire sonra bu diizenleyici
molekiillerin kanserdeki rolleri de arastirilmaya baslanmistir. ilk olarak KLL
hastalarinda yapilmis bir calismada, bu hastalarin yarisindan fazlasinda goriilen 13914
delesyonunun daha once diisiiniildiigii gibi bir “tiimdr baskilayict” geni hedeflemek
yerine miR-15 ve miR-16’y1 hedefledigi gosterilmistir [13].

Yapilan bir ¢alismada bu mMiRNA’larin anti-apoptotik faktér olan BCL2’nin
ifadesini negatif olarak diizenledigi a¢iga kavusturulmustur [42]. miRNA genleri ve
kanser arasindaki iliskiyi ortaya koyan bu ilk ¢alismadan sonra buna benzer bir¢ok
calisma yapilmis ve bilinen birgok miRNA ve bunlarin ¢gogunun kanserli hiicrelerde
ifade diizeylerinde farkliliklarin ortaya konmasina ragmen kanserdeki etki mekanizmasi
aciklanan miRNA sayis1 sinirhidir [43].

Asirt c-myc (gesitli kanserlerde rol oynayan protein) iireten bir fare tiiriinde
yapilan arastirmalar miRNA'nin kanser gelismesine etki ettigini gostermistir.
Lenfomalarda bulunan miRNA'lar1 6zellikle ¢ok miktarda tiretmek lizere tasarlanmig
farelerde 50 giin i¢inde kanser gelismis ve bunlar iki hafta sonra dlmiislerdir [44].

Bir diger ¢alismada, hiicre ¢ogalmasini diizenleyen E2F1 proteininin iki tip
miRNA tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir [45].

mMiRNA, mRNA'ya baglanarak gen aktivitesine etki eden proteinlerin ¢evrimini
engellemektedir. miRNA kodlayan 217 genin etkinligi 6l¢iilerek farkli kanser tiplerini
ayirt edebilen gen aktiviteleri bulunmustur [46].

Bu konuda calismalar yogun sekilde silirmektedir. Bu c¢alismalar 1s18inda
kanserde etkili miRNA’lar protein kodlayan genlerde oldugu gibi “tiimér baskilayic1”
miRNA’lar ve “onkogenik” miRNA’lar olarak iki gruba ayrilmistir [47].

Cesitli kanser tiirlerinde ifade diizeyleri azalan bazi miRNA’larin timor
baskilayict miRNA’lar oldugu diisiiniilmiistiir. ifade diizeyi azalan bu miRNA’larla
fonksiyonel ¢alismalar yapildiginda bunlarin genelde onkogenleri hedef aldiklar
goriilmiistiir [42-43]. Dolayisiyla tiimor baskilayict miRNA’nin ifadesinin azalmasi
onkogenlerin ifadelerinin artmasmna ve timor olusumuna sebep olmaktadir. Timor
baskilayict genlerde oldugu gibi, tiimor baskilayict miRNA’lar1 inaktive etmek i¢in de
kanserli hiicrelerin ¢esitli mekanizmalar kullandig1 diistiniilmektedir.

Ifade calismalarinda, cesitli kanser tiirlerinde ifadesi azalan mikroRNA’lar

onkogenik miRNA’lar olarak diisiiniiliir. Bunlara “onkomir” ad1 verilir [48].
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2.4.4. Kanserde mikroRNA aktivitesinin ¢esitli meknizmalarla bozulmasi

2.4.4.1. miRNA ifade diizeyinin degismesi

Birgok kanser tiirinde miRNA’larin ifade diizeylerinin normal dokulara goére
degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Bazi miRNA’larin ifade diizeyleri artarken
bazilarimin ki azalmistir. Bu ifade degisimini agiklamak i¢in bir¢ok mekanizma One
siriilmiistiir. Bu mekanizmalar, miRNA’larin promotor bdlgelerindeki metilasyon,

miRNA’lardaki mutasyonlar, miRNA islenmesinin degismesi olarak siralanabilir [43].

2.4.4.2. miRNA islenmesinin degismesi

Olgun miRNA’larin, hedef genlerin anlatimmi baskilayabilmeleri icin
Argonaute-2 (Ago2) proteinine yiiklenip RNA-indiiklenmis susturma kompleksini
(RISC) meydana getirmeleri gerekir. miRNA islenmesinde gorev alan Drosha ve RISC
yapisinin olusmasinda yer alan Argonate ailesi iiyesi proteinlerini etkileyen mutasyon
veya ifade degisimleri de olgun miRNA olusmasint ve RISC kompleksinin gorevini
yerine getirmesini engeller. Bu nedenle bazi kanser tiirlerinde bu proteinlerin ifade
diizeyleri ve kodlayan genlerin mutasyonlarinin da molekiiler patogenezde rol oynadigi

gosterilmistir [49-50].

2.4.4.3. miRNA: mRNA eslesmesini saglayan dizilerde mutasyonlar

Bu mutasyonlar miRNA’lardaki mutasyonlar ve mRNA’nin 3’UTR bolgesindeki
mutasyonlar olarak iki gruba ayrilabilir. mRNA’nin 3’UTR kismindaki mutasyonlar, ya
miRNA’nin baglanmasin1 azaltabilir veya arttirabilir ya da miRNA’lar i¢in yeni

baglanma bolgeleri olusturabilir [51].

2.4.5. mikroRNA’larda mutasyonlar

Bir¢ok kanser tiiriinde kansere yakalanan bireyler i¢in aile dykiisii bulundugu
halde, bu durumdan sorumlu kalitsal mutasyonlar1 tasiyan genler sadece belli kanserler
icin tanimlanabilmistir. miRNA’larin  kanserde oynadiklart rol gbéz Oniinde
bulunduruldugunda bu miRNA’lar1 kodlayan genlerdeki mutasyonlarin da protein
kodlayan genlerde oldugu gibi ailesel kanserlerde yatkinlik etkisi veya kanser

olusumunda etkisi olabilecegi diistiniilebilir [52].
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Bu mutasyonlar ya olgun miRNA’nin yapisin1 degistirerek hedef transkripti ile
eslesmesini  degistirebilir ya pri-miRNA ya da pre-miRNA’daki mutasyonlar
miRNA’nin islenmesini etkileyebilir veya pri-miRNA’nin promotor bolgesindeki
mutasyonlar transkripsiyon oranini degistirebilir [51].

KLL ile ilgili yapilan ¢alismada miRNA genlerinde %15 somatik mutasyon
saptanmasi ve pri-miR-15a/16-1’da germ-line bir mutasyon bulunmasi miRNA’larin da
bu agidan incelenmesi gerekliligini ortaya koymustur [53]. Ayrica bir miRNA’nin
birgok genin transkriptini hedefliyor olmasi, kii¢iikk bir degisikligin bile malign

doniisiimde 6nemli sonuglar1 olacagini diisiindiirmektedir [54].

2.4.6. miR-15a/16-1

2.4.6.1. Genel Ozellikleri

miR 15a/16-1 kimeler tarafindan kodlanmis mikroRNA’lardir ve timor
baskilayic1 olarak bilinmektelerdir. Bu miRNA’larin ifadesi hiicre proliferasyonunu
inhibe ederek kanser hiicrelerini apoptoza gotiirmekte boylece hem in vitro hem de in
vivo sartlarda tiimor olusumunu baskilamaktalardir. BCL2, MCL1, CCND1 ve WNT3A
gibi birgok onkogenin fonksiyonu miR-15a/16-1 tarafindan diizenlenmektedir. Bu
miRNA’larin ifadesinin azalmasi KLL, hipofiz adenomlar1 ve prostat karsinomunda
rapor edilmistir [55]. miR 15a/16-1 kromozomun 13q14.3 bolgesine yerlesmistir ve
KLL’de bu bolge silinmis ya da diizenlenmesi azalmistir [13]. Bu bulgular miRNA
genlerinin timor olusumunda 6nemli olabileceginin ilk kanitidir.

KLL hastalarinin yarisindan fazlasinda kromozomun 13914.3 boélgesinde.
homozigotluk kayb1 gibi genetik degisimler belirtilmistir [56]. Bu bolgedeki delesyonlar
multiple miyelom, mantle hiicreli lenfoma ve prostat karsinomu gibi diger

malignitelerde de rapor edilmistir [57].

2.4.6.2. Kanserde miR-15a/16-1 diizenlenme degisiklikleri

Kanserde ¢ogunlukla degismis bir bolgede miR-15a/16-1’in haritalanmasi bu iki
MiRNA’nin 13q14.3 bolgesinin hedef genleri olabilecegini desteklemektedir. KLL ve
solid tiimorlerde yapilmis birgok calismada miR-15a/16in tiimoér hiicrelerinde silindigi
ya da ifadesinin azaldigi bildirilmistir. Bu sonuglar bu iki miRNA geninin kanser
hiicrelerinin ~ degisiminde etkin bolgeler “hot stops” olabilecegi sonucunu

desteklemektedir [58-61].
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mMiR-15a/16’in hipofiz adenomlarinda normal hipofiz dokularina kiyasla daha
diisiik seviyede ifade edildigi gosterilmistir [61]. Bu bilgi miR-15a/16-1’in tiimor
baskilayici bir role sahip oldugunu ve allelik kayipla miR-15a/16-1’in inaktivasyonunun
tiimdr olusumuna yol agabilecegi hipotezini dogrulamaktadir.

Anormal olarak ifade edilen kanser genleri g¢ogunlukla miR-15a/16-1’in
aktivasyon ya da inaktivasyonuna yol ag¢an mutasyonlar igin hedeftir [62].
miRNA’lardaki mutasyonlarin belirlenmesi kanser gelisimine neden olan yeni gen
smiflarinin ve onlarin diizenlenmesinin azalmasindan sorumlu genetik mekanizmalarin
tanimlanmasinda kritik bir asama olusturmaktadir. Tiim bunlar yine miR-15a/16-1’in
tiimdr baskilayict roliinlin oldugunu ve bu genlerdeki genetik mutasyonlarin onlarin

ifadesini inaktive edebilecegi olasiligini desteklemektedir.

Ayrica heterozigosite kaybi, epigenetik diizenlemeler, miRNA biyogenezindeki
hatalar gibi diger mekanizmalar da mIRNA ifadesinin azalmasina neden
olabilmektedirler [63]. Bu bulgular, miR-15a/16-1 dizisinin kanserin olusmasi ve
yayllmasina yol agan nokta mutasyonlar1 tarafindan inaktive edildiklerini

gostermektedir.

2.4.6.3. miR-15a/16-1’in kanser hiicrelerindeki fonksiyonu
Bu genlerin hem doku homeostazisinde hem de karsinogenezde farkli ifade
profili gosterdigi belirlenmistir [64]. Bu profiller sayesinde normal insan hiicreleri ile
insan timor hiicreleri arasinda farklilik gosteren miRNA’lar belirlenmis ve bu seviye
farkliliklar1 sayesinde onkomiR olarak adlandirilan miRNA onkogenleri tanimlanmaisgtir.
OnkomiR’ler 3°-UTR, 5’-UTR ya da tiimor baskilayici genlerin mRNA dizilerini hedef
almaktadirlar. Bu sekilde hiicresel tiimor baskilayic1 genlerin ifadesinin azalmasina
neden olurlar. Kisaca miRNA’lar onkogenlerin ifade diizeylerinde artisa ve timor
baskilayici fonksiyona sahip genlerin ifadelerinde azalma ve kayiplara yol agmaktadir
[65].
miR-15a/-16-1, BCL2, CCNDL1 (encoding cyclin D1), WNT3A mRNA olmak
tizere bircok onkogeni hedef almaktadir. Bu onkogenler hayatta kalma, ¢cogalma ve
invazyon gibi karakteristik tiimor davranisini olustururlar. miR-15a/16-1’in yikimi bu
genlerin diizenlenmesinin artmasina yol agarak prostat hiperplazisine neden olmaktadir.
Bu olusum miRNA’larin karsinogenez asamasinda etkili oldugunu diistindiirmektedir.

Ayrica miR-15a/-16-1 genlerinin BCL2 ile dogal anti-sense etkilesimleri olabilecegi ve
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BCL2’nin asir1 ifade diizeyleri, tiimor tiplerinde terapotik olarak kullanilabilecegi

diistintilmektedir [42, 60].
miR-15a/16-1’deki genetik degisimler apoptoz, ¢ogalma ve tiimoér gelisimini
tetiklemektedir. miR-15a/16-1 degisimindeki ana mekanizmalar arasinda delesyon,

diizenlenmesinin azalmasi ve mutasyonlar sayilabilir.

Neoplazi miR15a/16-1
Mutasyon Down-regulasyon Normal Ekspresyon
P Bor= & BCL-2
P ccnoq ¥ ccno1
1\ WNT3A 'L WNT3A
Sagkalim Kaspaz Aktivasyonu
_Ant-Apoptosis _ Apoptosis
Tumor progresyonu TUumor regresyonu

Sekil 2.6: miRNA’da gelisen mutasyonlar sonucu hiicresel genlerin diizenlenmesinin
azalmasi

Sekil 2.6’da miR-15a/16-1‘in deneysel hedefleri (apoptoz diizenleyici bir gen
olan BCL2 geni, siklin D1 (CCND1) ve WNT3A geni) gosterilmektedir. Timor
hiicrelerinde miR15a/16-1 genlerinin miktar1 ya da baska bir degisle anlatimlari
degismekte, bu da onlarin hiicresel hedeflerinin ifadelerini etkileyerek cogalmaya neden
olarak tiimor gelisimine yol agmaktadir. Timor hiicrelerinde miR-15a/16-1 genlerinin
yeniden restorasyonu bu genlerin ifadesini inhibe ederek kaspaz aktivasyonu yoluyla

apoptoza neden olarak tiimor regresyonuna yol agmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Materyal

04.03.2011 tarih ve 05 sayil1 Etik Kurul karari ile Istanbul Universitesi, Onkoloji
Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmesinin uygun oldugu
onaymi alan galigmada, 2011-2012 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul Tip
Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dal1 ile Onkoloji Enstitiisii’ne
yeni bagvuran, hi¢ tedavi almamig Diffuz Biiyiikk B Hiicreli Hodgkin Dis1 Lenfomali
hastalar kullanilmistir. Her bir hasta konu ile ilgili olarak bilgilendirilmis ve onay formu
imzalatildiktan sonra ¢aligmaya katilmistir. Calismaya katilmay1 kabul eden 40 hastadan
hastaya ait periferik kan Ornekleri hastanin rutin tetkiki icin kan alinmasi sirasinda
gerceklestirilmis olup, kan alma islemi i¢in hastanin damarina ikinci kez girilmemesine
0zen gosterilmistir. Calismanin kontrol grubu ise yas ve cinsiyet acisindan hasta grubu
ile eslesecek sekilde, bilgilendirilerek ve goniillii onay formu imzalatilarak secilen 15

kisiden olusturulmustur.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Biocoll Separating Solution (Ficoll) [BIOCHROM]

Etilen-diamin-tetraasetikasit(EDTA),

B-Merkaptoetanol, Tris(hidroksimetil aminometan), Borik Asit [MERCK]
Etidyum Bromid (EtBr), Bromfenol Mavisi (BFB) [SIGMA]

miRNeasy Mini Kiti [QIAGEN] ve QIAzol Lysis Reagent [QIAGEN]
Poli(A) Kuyrugu Reaksiyon Kiti [AMBION]

miRNA cDNA Sentez Kiti, EvaGreen miRNA QPZR Karisimi, hsa-miR-15a Primer,
hsa-miR-16-1 Primer, hsa-let-7 Primer [ABM]

Lightcycler 48011 Multiwell Plak [ROCHE]

Lysis Buffer ve Buffer R.
Medium, CD19®) CD20™ Pozitif Secilim Karisimi
Manyetik Nanopartikiil Pozitif Se¢ilim Karigimi [ STEMCELL ]



3.1.3. Kullanilan Cihazlar

-30 Derin Dondurucu [SANYO]

-80 Derin Dondurucu [SANYO]

Azot Tanklar1 [MVY]

Yiiksek Hizli Sogutmali Santrifiij [HERAEUS]

Sogutmali Eppendorf Santrifiij [HERAEUS]

Santrifiijler Sogutmasiz [HETTICH, JOUAN]

Termal Dongii Cihazi [TECHNE]

Mikropipetler [GILSON]

Yatay Gel Elektroforez Tanklar1 ve Jel Dokme Sistemleri [BRL]
Vorteks [FINEPZR]

Distile Su Cihazi [MILLIPORE]

The Big Easy ‘‘EasySep’’Magnet [STEMCELL]
Spektrofotometre NanoDrop 2000 [THERMO SCIENTIFIC]
LightCycler 480 [ROCHE]

Mikrodalga Firin [ARCELIK]

Gel Dokiimantasyon Sitemi [BRL]

Etiivler (37°C ve 56°C ) [NUVE]

Manyetik Karistirict [NUVE]

3.1.4. Kullamlan Tampon ve Cozeltiler
10X BFB Yiikleme Tamponu (2mL)

o %1 SDS
o 5mg Bromfenol Mavisi
o 2ml Gliserol

10X PBS Tampon Cozeltisi (1L)

o 80 gr NaCl
o 2 gr KCI
° 11,5 gr NaoHPO4

. 2 gr KHzPO4

23
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10X TEB (Tris-EDTA-Borik Asit) Tampon Cozeltisi (1L )

0.88 M Borik Asit

5M Tris

0.02 EDTA (pH :8.00)

901,5°lik Agaroz Hazirlanmasi

1,5 gr Agaroz,
100mL 0.5X TEB

5uL Etidyum Bromiir (10mg/mL)

1X Lysis Buffer (100mL)

10 mL 10X Lysis Buffer (ABM)

90 mL distile su

Buffer R.(100mL)

49 mL PBS
2 mL FBS

50 uL EDTA

3.2. Deney Yontemleri

3.2.1. Periferik Kandan CD19®) ve CD20™ Hiicre Ayristiriimasi

2mL EDTA’l1 tiipe alinmis kan, iizerine 4mL Buffer R. eklenerek dilue edildi.

Buffer R. buffer eklenen kan tiipii oda sicakliginda 300g’de 10 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.
Kalan pellet iizerine 2 mL Lysis Buffer eklenerek pellet ¢oziildii.

Coziilen pellet tizerine 100 pL Pozitif Selection Cocktail eklenerek 15 dakika

oda sicakliginda inkiibe edildi.

Karisim {izerine 100 pL manyetik nanopartikiil pozitif se¢ilim soliisyonu

eklenerek karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
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. Inkiibasyondan sonra tiip icindeki karisim CD19™ ve CD20™ hiicrelerinin
manyetik ayrimini saglamak amaciyla manyetik ayrict miknatisin ortasindaki tiipe
tizerine 8mL Buffer R. ilave edilerek aktarildi ve hiicrelerin miknatis yardimiyla tiipiin

kenarlarina tutunmasi i¢in 10 dk oda sicakliginda birakildi.

o Cok yavas ve hassas bir sekilde tiip magnet cihazinda sabit tutularak tiipiin
igindeki sivi kisim dikkatlice dokiildii. Boylece ayrilmasi istenen hiicrelerin tiipiin

etrafinda yapisik olarak kalmasi saglandi.

) Pozitif se¢ilmis hiicreler lzerine 10 mL Buffer R. eklendi ve 5dk oda
sicakliginda bekletilmek suretiyle tiipiin kenarma yapigmis hiicreler yikandi. Ust sivi

dokiilerek bu islem {i¢ kez tekrarlanarak yikama igslemi tamamlandi.

o Ozel miknatish tastyic1 icerisindeki tiip ¢ikartildi ve 500 uL Buffer R. eklenerek

tiipiin ¢eperlerindeki hiicreler ¢oziildii.
o Krio tiiplere alinan 6rnekler 2000 RPM’de 5 dk. santrifuj edildi.

o Siipernatant dokiildii. Pellet halindeki hiicreler once -80°C’de 1 giin, ardindan

uzun sireli saklanmak tizere azot tankina kaldirildi.

3.2.2. Periferik Kandan Lenfosit Izolasyonu
o EDTA’l1 tiipe alimig 6 mL kan 1/1 oraninda %0.9°luk NaCl ile dilue edildi.

. Diliie edilmis kan 6rnegi 2 mL Ficoll {izerine yavas yavas pipet yardimiyla

eklendi. 2000 RPM’de 30 dk. siireyle santrifuj edildi.

o Ust fazinda serum, alt fazinda eritrosit ve diger beyaz kan hiicreleri bulunan

tiipten lenfositler pastor pipet yardimiyla temiz bir tiipte toplandi.
o 2000 RPM’de tekrar 10 dk. santrifuj edildi.

o Siipernatant dokiilerek pellet tizerine 4 mL PBS eklendi ve pipetlenerek pellet

¢ozildi. Coziilmiis pellet 4 krio tiipe 1’er mL olacak sekilde dagitildi.
o Krio tiipler 2000 RPM’de 5 dk. santrifuj edildi.
o Siipernatant dokiildii. Elde edilen hiicreler -80°°de 1 giin siireyle inkiibe edildi.

o Daha sonra Krio tiiplerdeki hiicreler uzun siireli saklanmak {izere azot tankina

aktarildi.
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3.2.3. miRNA izolasyonu

Ayristirilan  lenfositlerden miRNA izolasyon islemi miRNA’ya 06zel olan

miRNeasy Mini Kit (QIAGEN) kullanilarak ve firmanin verdigi protokole gore

gerceklestirildi. Buna gore islem;

Azot tankinda saklanan hiicreler tizerine 700 uL QlAzol soliisyonu eklendi.
Vorteks yardimiyla karistirilarak hiicrelerin par¢alanmalar1 saglandi.
Niikleoproteinlerin tamamen pargalanmasi icin 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

Uzerlerine 140 uL kloroform eklenerek 15 saniye boyunca elde calkalanarak
karigtirildi.

2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edilen tiipler +4°C’de 12.000g’de, 15 dakika
santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda olusan iist faz pipet yardimiyla alinarak toplama tiipiine
aktarildi. Uzerine 525 uL %100 Etanol eklenerek vorteks yardimiyla karistirilds.
Elde edilen karisimdan 700 pL alinarak, 2 mL’lik toplama tiipiine yerlestirilmis
RNeasy MinElute spin kolona aktarildu.

Tiipler oda sicakliginda 8000g’de 15 saniye boyunca santrifiij edildi.

Spin kolonlara 700 uL RWT tamponu eklenerek, 8000g’de 15 saniye santrifiij
edilmek suretiyle kolonlar yikandi.

Kolonlara iki kez iist liste 500 pL RPE tamponu eklenerek santriflij islemi
tekrarlandi.

2 mL’lik temiz tiiplere yerlestirilen Kolonlar maksimum hizda 1 dakika santrifiij
edilmek suretiyle kurutuldu.

1.5 mL’lik steril tiiplere yerlestirilen kolonlar, 50 pL saf su eklenerek 8000g°de
1 dakika santrifiij edilerek miRNA’larca zengin 200 nt’ten kisa RNA’lar
toplandi.

miRNA’larca zengin 200 niikleotit’ten kisa RNA’lar cDNA sentezine kadar
-80°C’de sakland.
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3.2.4. miRNA’larin Saflik ve Konstantrasyon Analizleri

Oncelikle miRNeasy Mini Kit (QIAGEN) kullanilarak izole edilen
miRNA’larca zengin 200 nt’ten kisa RNA’larin varligi ve kalitesi % 1.5 agaroz jelde
150V*da elektroforez edilerek incelendi.

Ardindan saflik ve konsantrasyon analizi i¢in nanodrop Ol¢timleri yapildi.
miRNA’nin 1pL’si Nanodrop da 6l¢iildii. Nanodrop 6l¢iim sonucuna gore her bir hasta
ve kontrol grubuna ait miRNA’larin  konsantrasyonlart 200 ng/uL olacak sekilde
sulandirildi. Boylece miRNA’lar cDNA sentez reaksiyonu i¢in hazir hale getirildi.

3.2.5. miRNA’lara Poli A Kuyrugu Ekleme Reaksiyonu

20-22 niikleotit uzunluga sahip mikroRNA’larin in vitro ortamda
cogaltilabilmeleri miimkiin degildir. miRNA’larin PZR ile c¢ogaltilabilmeleri igin
cDNA’ya dontstiiriilmeleri ve bunun i¢in de boylarinin uzatilmasi gerekmektedir.
miRNA’larin  boy uzatma islemi, miRNA’lara Poli(A) kuyrugu eklenerek
saglanmaktadir. Calismamizda bu islem igin Poli(A) Kuyrugu Reaksiyon Kiti (Ambion)
kullanilarak mikroRNA molekiillerinin ¢cDNA’ya doniisiimii ve dolayisiyla PZR’da

cogaltilabilecek uzunluga erigsmeleri saglandi.

Tablo 3.1: Poli A Kuyrugu Ekleme Reaksiyonu

miRNA Total miRNA miktar1 200ng

5X PoliA buffer 2 uL

25mM MgCl2 1uL

5Mm ATP 1,5uL

PoliA polimeraz 0,5uL

Su Son hacim 10 pL olacak sekilde ayarlandi.

Izole edilen miRNA’lara Poli(A) kuyrugu ekleme reaksiyonu Tablo 3.1°de
belirtilen miktarlarda 5XPoliA buffer, 25mM MgCl,, 5mM ATP ve PoliA polimeraz’

sirasiyla eklemek suretiyle gerceklestirildi.
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Buz i¢inde hazirlanan reaksiyon karisimi 37°C sicaklikta 30 dakika inkiibasyon
icin Termal Dongii cihazina yerlestirildi. Inkiibasyonun ardindan Poli(A) islemi

tamamlanmis olan miRNA 6rnekleri cDNA sentezine kadar -30 °C’de saklandi.

3.2.6. cDNA Sentezi

mikroRNA’lardan cDNA sentezi islemi, mMiRNA cDNA Sentez Kiti (ABM)
kullanilarak gergeklestirildi. Bu kit i¢cinde bulunan primerler iki amaca hizmet eden
kombine primerlerdir. Bu kombine primer tizerinde, boyu Poli (A) kuyrugu eklenerek
uzatilmig miRNA’lara baglanacak Poli(A) antisense kisim (Oligo(dT)) ile miRNA’nin
cDNA reaksiyonundan sonra PZR ile g¢ogaltilmasini saglayacak olan evrensel dizi
bulunmaktadir. cDNA reaksiyonu sirasinda eklenen kombine primerin Poli(A) antisense
kisim ile miRNA tanmirken, primer lizerindeki ikinci kisim olan evrensel diziler

yoluyla miRNA’larin PZR ile ¢ogaltilmasi saglandi.

Tablo 3.2: cDNA Olusturma Reaksiyonu Oncesi Adaptér Baglanmasi

Reaksiyon Hacmi | Final Konsantrasyon

Poli A eklenmis miRNA kalibi 10 uL 200ng miRNA

miRNA Oligo(dT) adaptor 2ulL 1 uM

Poli(A) kuyrugu eklenmis miRNA’lar 6ncelikle Oligo(dT) adaptor molekiil
olarak ifade edilen Oligo(dT) primerlerle inkiibe edildi. Tablo 3.2’de belirtilen
oranlarda hazirlanan karisim Termal Déngii cihazi kullanilarak 65°C°de 5 dk, inkiibe
edildi. Bu islem sonrasinda Oligo(dT) adaptorii takilan ya da baska bir deyisle
Oligo(dT) primerleri ile hibridize edilmis miRNA’lar cDNA sentez reaksiyonunun

tamamlanmasi i¢in gerekli ikincil karigim hazirlanana kadar buz i¢inde bekletildi.



Tablo 3.3: cDNA Sentez Reaksiyonu

Reaksiyon Hacmi

Total Konsantrasyon

dNTP 1uL 500 uM
5X RT buffer 4 uL 1X
RNasin 0,5uL 20U
EasyScript RTase 1uL 200U
Su 1,5ul

Toplam Hacim 20 uL
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Tablo 3.3’de verilen dNTP, 5X RT buffer, RNasin, EasyScript RTase, su
belirtildikleri miktarda karistirilarak yukarida hazirlanmis ve buz iginde bekletilen
Poli(A) igeren Oligo(dT) adaptorii takilmis miRNA’ya ilave edildi. Bu islemin ardindan
karisgtm 42°C’de 15 dk, 70°C’de 10 dk inkiibe edilmek {izere Termal Déngii cihazina
yerlestirildi. Inkiibasyon sonrasi Ger¢ek Zamanli PZR islemi icin kalip olarak
kullanilmak tizere hazir hale getirilen cDNA o6rnekleri Ger¢ek Zamanli PZR islemi

yapilana kadar -30 °C°de saklandh.

3.2.7. Ger¢cek Zamanh PZR

Calismamizda miR-15a ve miR-16-1 genlerinin anlatim diizeyleri ilgili genlerin
miR primerleri (ABM) ve EvaGreen miRNA gPZR Karisimi (ABM) kullanilarak
LightCycler 4801I’de (ROCHE) ger¢ek zamanli PZR kullanilarak analiz edildi.
Reaksiyon sirasinda ¢ogalan miRNA gen tirtinleri EVAGreen floresan (ABM) molekiilii
kullanilarak gergek zamanli olarak belirlendi. Calismamizda gen ifade analizi igin
gerekli normalizasyon ve ¢cDNA’nin kontrolii i¢in referans gen olarak LET-7 geni
kullanildi. Gergek zamanli PZR reaksiyonu igin gerekli maddeler ile miktarlart
Tablo3.4’de verilmektedir.
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Tablo 3.4: Ger¢cek Zamanh PZR Kosullar:

Reaksiyon Hacmi | Son Hacim
EVAGreen miRNA karisimi 10 uL 1X
Forward Primer 0,6 uL 300nM
Reverse Primer 0,6 uL 300nM
Kalip cDNA 1uL <500 ng
Steril Su 7,8 uL
Toplam Hacim 20 uL

Her hasta ve kontrol i¢in iki hedef gen ile bir referans gen i¢in Tablo 3.4’de

gosterildigi gibi gercek zamanli PZR reaksiyon karigimi hazirlandi.

Hazirlanan karisim gercek zamanli PZR i¢in mikroplaga yiiklendi. 95°C’de 10
dakika genel denatiirasyon isleminden sonra 95°C’de 10sn, 63°C de 15sn, 72°C*de 5sn
olacak sekilde 40 dongii olmak {izere gercek zamali PZR islemi gerceklestiridi.

Gergek zamanli PZR islemi sirasinda iki hedef genimiz olan miR-15a ve miR-
16-1 ile referans genimiz disinda bagka bir {irliniin ¢ogalip ¢ogalmadigindan emin
olmak ve ¢ogalan iirliniin hesaplamalarin1 yapabilmek i¢cin PZR dongiisii sonuna “erime

egrisi analizi (melting curve analysis)” i¢in ilave bir dongiiliik reaksiyon eklendi.

Gerek referans, gerekse hedef genlere ait primerler kullanarak yapilan gergek
zamanli PZR sonucunda elde edilen nicel 6lgiimler ile gen ekspresyonlari arasindaki
farkliliklar degerlendirildi. Sekil 3.1’de  miRNA’nin gergek zamanli PZR ile

cogaltilmasinin tiim agamalar1 gosterilmistir.
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Sekil 3.1: miRNA’nin ger¢ek zamanh PZR ile cogaltilmasi isleminin sematik anlatimi.
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4. BULGULAR

Tez calismasi kapsaminda, 2011-2012 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Hematoloji Bilim Dali ile
Onkoloji Enstitiisti polikliniklerine bagvuran morfolojik ve patolojik 6zelliklerine gore
Diffuz Biiyiik B hiicreli Hodgkin Dis1 Lenfoma tanisina sahip ve o ana kadar hi¢ tedavi
almamis 40 hastanin periferik kan ornekleri ile Kontrol grubu olarak yas ve cinsiyet
bakimindan hasta grubu ile eslestirilerek segilen 15 saglikli bireyin periferik kanlar

kullanilmustir.

Lenfadenopati gozlenen hastalarda tutulumlar nodal ve ekstranodal olarak
saptanmistir. Nodal tutulum daha ¢ok boyun, omuz bélgesi ve servikal bolgedeki lenf
nodlarinda  goriiliirken  ekstranodal  tutulum  gosteren hastalarda  tutulumlar
gastrointestinal sistem, burun bosluklari, tiikriik bezi, bobrek, ¢ene, pankreas ve 6n

kolda yerlesim gostermektedir.

Calismada kullanilan hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyete gore dagilimlari ile
gruplardaki yas ortalamalar1 Tablo 4.1°de verilmistir. Calisma grubunda bulunan erkek
ve kadin oranlari ile kontrol gruplari arasinda deneysel sonuglarda istatistiksel bir fark
yaratacak farklilik olup olmadigi Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Gruplar
arasinda gerek cinsiyet gerekse yas agisindan bir farklilik olmadigi ve buna bagl olarak

deney grubu ile kontrol grubunun karsilastirilabilir nitelikte oldugu belirlendi.

Tablo 4.1: Hasta ve kontrol gruplarinin dagilimlar: ve yas ortalamalari

Cinsiyet | Hasta Kontrol Hasta Yas Ort. Saghikh Yas Ort.
n % n % Ort. SD Ort. SD
Kadin 15 (%37, 5) | 7 (%45) 53,5 (£15,7) 53 (£5, 6)

Erkek | 25 (%62,5) | 8 (%55) 55.3(£16, 1) 51,1 (5, 05)
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4.1. Gen ifade Diizeyleri

Calismada hi¢ tedavi gormemis de novo Diffiiz biiylik B hiicreli lenfomal1 40
hasta ile hasta grubu ile yas ve cinsiyet olarak eslestirilmis 15 saglikli bireyin periferik
kan lenfositlerinden izole edilen 200 niikleotitden kiiciik RNA’larda, lenfositlerinde
miR-15a, miR-16-1 gen anlatim diizeyleri LET-7 kontrol gen varliginda gergek zamanl

PZR yontemiyle incelendi.

Hasta ve kontrol grubundaki kisilerin periferik kanlarindan izole edilen ve daha
sonra ¢cDNA’ya doniistiiriilen RNA 6rnekleri ¢alisma kapsaminda arastirilan miR-15a
ve miR-16-1 genleri ile LET-7 referans geninin gercek zamanli PZR iglemi sirasinda
cogalmaya bagladigi, ilk dongii degeri yani Ct degerleri kullanilarak gen anlatim

diizeyleri hesaplandi ve bu degerler birbiri ile karsilastirildi.

Hastalara ait miR-15a, miR-16-1 hedef genleri ile LET-7 referans genine ait
gercek zamanli PZR ¢ogalma egrileri sirasiyla Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3°de,

goriilmektedir.

16.0H
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2 = 22 2 2 5

12 4 6 & 11 14 17 20 23 2 23 3 3/ 3| 40 44 47 50
Cypcles

Sekil 4.1: DBBHL hastalarda miR-15a geni’ne ait gercek zamanh PZR egrileri
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Sekil 4.2: DBBHL hastalarda miR-16-1 geni’ne ait ger¢ek zamanh PZR egrileri
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Sekil 4.3: DBBHL hastalarda LET-7 referans genine ait ger¢cek zamanh PZR egrileri

Kontrol grubuna ait miR-15a, miR16 hedef genleri ile LET-7 referans genine ait
gercek zamanli PZR ¢ogalma egrileri sirasiyla Sekil 4-4, Sekil 4-5 ve Sekil 4-6’da

verilmektedir.
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ekil 4.4: Saghkh kontrollerde miR-15a geni’ne ait gercek zamanh PZR egrileri
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Sekil 4.5: Saghkh kontrollerde miR-16-1 geni’ne ait gercek zamanh PZR egrileri
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Sekil 4.6: Saghkh kontrollerde LET-7 referans genine ait gercek zamanh PZR egrileri

Gergek zamanli PZR verilerinin analizi i¢in en yaygin kullanilan method
bagintili 6lgme yontemidir. Bu yontemde hedef genin hasta ve saglikli kontrol
gruplarindaki PZR sinyaller g6z Oniinde bulundurulur. Gergek zamanli PZR

2-AAC

deneylerinde gen ifadelerindeki goreceli degisiklerin analizinde T metodu

kullanilir. Hasta ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda hedef genlerimiz olan miR-15a ile
mMiR-16-1 ve LET-7 referans genimiz i¢in Ct degerlerini belirleyerek asagidaki formiil

ile genlerin ifade diizeylerindeki artis veya eksilme oranlar1 belirlendi.

ACt= CT(hedef) - CT(referans)

ACr ; Hedef ve Referans genler i¢in belirlenen Cr yani dongii sayis1 farkini ifade
etmektedir.

AACT= (Cr(neder) - Cr(referans) Jnasta = (Crhedef) = Crreferans) )sagiikii kontrol
222C_ Uriin Miktari Orani

Bu yontem dogrultusunda hedef gen ile referans gen arasindaki fark yani ACt
miR-15a ve miR-16-1 genleri i¢in hem hasta hem de kontrol grubu i¢in hesaplandi. Her
bir hasta ornegine ait ACt degerinden saglikli gruba ait ortalama ACt degerinin
cikartilmasiyla ise her bir hasta drnegine ait AACt degeri bulundu. AACT degerlerinin
hesaplanmasindan sonra bu degerin iistel fonsiyonu olarak 222C; degerleri hem
miR-15a ve hem de miR-16-1geni i¢in her iki deney grubunda da hesaplandi. Her iki

deney grubundaki 224 degerleri istatistiksel olarak karsilastirildi.

Hasta ve saglikli gruba ait Orneklerin hem referans gen (LET-7) i¢in hem de
hedef genler yani aragtirdigimiz miR-15a ve miR-16-1 genleri i¢in Ct, ACt, AACr,
288Cr degerleri sirasiyla Tablo 4.2 , 4.3, 4.4, 4.5°de goriilmektedir.
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Tablo 4.2: DBBHL’h hastalarda miR-15a geni ile LET-7 referans geni arasindaki farkin
Cr, ACt, AACT, 2221 degerleri

no | miR-15a hedef C+ | miR-15a referans| ACy AACy p grup
Cr

1 32,73 21,24 11,49 | 1,80 |0,287718 | DBBHL
2 33,10 13, 63 19,47 | 9,77 |0,001142 | DBBHL
3 34,23 22,77 11,47 | 1,77 0, 293319 DBBHL
4 34,03 20, 69 13,34 | 3,65 0, 079856 DBBHL
5 35,17 23,44 11,72 | 2,03 0, 245087 DBBHL
6 36, 07 24,62 11,45 | 1,75 0, 297429 DBBHL
7 33, 88 24,03 9,85 |[0,16 0, 896617 DBBHL
8 34,84 15,75 19,09 | 9,40 0,001484 DBBHL
9 32,95 23,60 9,70 |-0,34 1, 268631 DBBHL
10 28,02 19,59 8,43 | -1, 27 2,412872 DBBHL
11 33,96 24, 23 9,73 | 0,04 0, 974385 DBBHL
12 32,84 24,18 8,66 |-1,03 2,047623 DBBHL
13 31, 06 21,77 9,68 |-0,40 1, 317447 DBBHL
14 25,95 23,79 2,16 |-7,54 185, 6137 DBBHL
15 25,19 25,02 0,17 |-9,53 738, 5757 DBBHL
16 31,75 18, 16 13,59 | 3,89 0, 06723 DBBHL
17 34,60 24,9 9,7 -0, 06 1, 042858 DBBHL
18 32,85 24,70 8,15 |[-1,55 2,92662 DBBHL
19 31,40 24, 82 6,58 |-3,11 8, 656452 DBBHL
20 23,79 23,19 0,60 |-9,09 545, 3312 DBBHL
21 29, 64 24,64 500 |-4,70 25,90927 DBBHL
22 26,55 22,57 3,98 |-5,72 52,59935 DBBHL
23 30,01 22,16 7,84 | -1,85 3,611616 DBBHL
24 34,17 13,51 20,66 | 10,96 0, 000501 DBBHL
25 33,47 23,25 10,22 | 0,53 0, 694578 DBBHL
26 28, 14 16, 10 12,04 | 2,34 |0,197231 | DBBHL
27 33,92 22,02 11,89 | 2,20 0, 218357 DBBHL
28 33,21 23,84 9,37 |-0,33 1, 253006 DBBHL
29 34,05 24,97 9,09 |-0,61 1, 524443 DBBHL
30 34,33 22,47 11,86 | 2,16 0, 223581 DBBHL
31 33, 85 16, 91 16,93 | 7,24 0, 006621 DBBHL
32 33,65 24,52 9,13 |-0,57 1, 480151 DBBHL
33 30,44 25,24 5,20 | -4,49 22,53122 DBBHL
34 31,44 26,72 4,72 | -4,97 31, 40899 DBBHL
35 33,73 24,64 9,09 |-0,60 1, 517589 DBBHL
36 30, 81 24,54 6,27 |-3,43 10, 74871 DBBHL
37 35, 98 16, 17 19,81 | 10,12 0, 000901 DBBHL
38 32,49 24,27 8,22 |-1,47 |2,778557 | DBBHL
39 32,11 24, 59 7,52 | -2,17 | 4,514424 | DBBHL
40 21,85 14, 83 7,03 |-2,67 6, 363178 DBBHL




37

Tablo 4.3: DBBHL’h hastalarda miR-16-1 geni ile LET-7 referans geni arasindaki farkin
Cr, ACt, AACT, 22¢; degerleri

no miR-16-1 miR-16-1 ACr AACT 2-AACT grup
hedef C; referans Cy

1 34,70 21,24 13,46 6, 48 0,011231 DBBHL
2 33,61 13,63 19,98 12,99 0,000123 DBBHL
3 34, 46 22,77 11,69 4,71 0,038334 DBBHL
4 28, 82 20, 69 8,13 1,15 0,451829 DBBHL
5 30, 66 23,44 7,21 0,23 0,853012 DBBHL
6 35,06 24,62 10,43 3,45 0,091523 DBBHL
7 34, 65 24,03 10,62 3, 63 0,080572 DBBHL
8 35,45 15,75 19,70 12,71 0,000149 DBBHL
9 34,90 23,60 11,30 4,32 0,050137 DBBHL
10 35,71 19, 59 16,12 9,13 0,001783 DBBHL
11 33,30 24,23 9, 07 2,08 0,235986 DBBHL
12 34,09 24,18 9,92 2,93 0,130975 DBBHL
13 22,69 21,77 0, 93 -6, 06 66,63279 DBBHL
14 35,03 23,79 11,24 4,26 0,052374 DBBHL
15 33,89 25,02 8, 87 1,89 0,270739 DBBHL
16 33,03 18, 16 14,87 7,89 0,004222 DBBHL
17 29,00 24,96 4,04 -2,95 7,720388 DBBHL
18 32,85 24,70 8, 15 1,17 0,445496 DBBHL
19 32,45 24, 82 7,64 0, 65 0,636217 DBBHL
20 26,03 23,19 2,84 -4,14 17,62723 DBBHL
21 35,00 24, 64 10,36 3,38 0,096313 DBBHL
22 27,14 22,57 4,58 -2,41 5,300328 DBBHL
23 30,74 22,16 8, 58 1,59 0,331647 DBBHL
24 25,02 13,51 11,51 4,52 0,043457 DBBHL
25 21,49 23,25 -1,76 -8, 74 428,2738 DBBHL
26 35,55 16, 10 19,44 12,46 0,000178 DBBHL
27 35, 36 22,02 13,33 6, 35 0,012261 DBBHL
28 21, 89 23,84 -1,94 -8,93 487,0419 DBBHL
29 36, 10 24,97 11,13 4,15 0,056371 DBBHL
30 33,48 22,47 11,01 4,02 0,061481 DBBHL
31 24,64 16, 91 7,72 0,74 0,598791 DBBHL
32 39, 26 24,52 14,74 7,75 0,004634 DBBHL
33 40, 63 25,24 15,39 8,41 0,002947 DBBHL
34 38,73 26,72 12,01 5,03 0,030703 DBBHL
35 36, 20 24, 64 11,56 4,58 0, 04185 DBBHL
36 20, 25 24,54 -4, 29 11,27 2474,787 DBBHL
37 33,43 16, 17 17,26 10,28 0,000804 DBBHL
38 27,66 24,27 3,39 -3,59 12,07001 DBBHL
39 36,78 24,59 12,19 5,21 0, 02701 DBBHL
40 35,18 14, 83 20,35 13,36 0,000095 DBBHL
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Tablo 4.4: Saghkh kontrollerde miR-15a geni ile LET-7 referans geni arasindaki farkin
Cr, ACt, AACt, 2221 degerleri

no miR-15a miR-15a ACr AAC 2°88¢ grup
hedef C; | referans Cr

1 33,47 24,09 9,38 | -0,32 1, 247695848 KONTROL
2 33,39 24,38 9,01 | -0,68 1, 603406965 KONTROL
3 25, 36 22,81 2,55 -7, 15 141, 9382311 KONTROL
4 31,54 24,06 7,48 -2,22 4, 657098235 KONTROL
5 30, 84 23,09 7,74 | -1,95 3, 869189406 KONTROL
6 33,79 23,52 10, 27 0,57 0, 672064327 KONTROL
7 23,87 23, 36 0, 52 -9, 18 579, 4336769 KONTROL
8 33,49 22,64 10, 85 1,15 0, 449567539 KONTROL
9 34,10 22,26 11, 85 2,15 0, 224876149 KONTROL
10 32,81 14,70 18, 11 8,41 0, 002930315 KONTROL
11 32,04 19,91 12,12 2,43 0, 185704875 KONTROL
12 32,61 23,75 8,87 -0, 83 1, 777225697 KONTROL
13 29, 16 13, 14 16, 02 6, 32 0, 012491682 KONTROL
14 30, 82 25,04 5,78 -3,92 15, 0878061 KONTROL
15 26,59 11, 69 14, 89 5,20 0, 027235324 KONTROL

Tablo 4.5: Saghklh kontrollerde

Ct, ACt, AACT, 2241 degerleri.

mMiR-16-1 geni ile LET-7 referans geni arasindaki farkin

no miR-16-1 miR-16-1 ACr AACt 2-AACy grup
hedef C; referans Cr
1 25, 95 24,09 1,8 |-5,13 34,910970 KONTROL
2 27,21 24,38 2,83 |[-4,16 17, 819369 KONTROL
3 24,68 22,81 1,87 |-5,11 34, 570717 KONTROL
4 32,31 24,06 8,25 1,27 0, 414995 KONTROL
5 32,78 23,09 9,69 |2,70 0, 153685 KONTROL
6 32,65 23,52 9,14 |2,15 0, 224901 KONTROL
7 22,32 23,36 -1,03 | -8,02 258, 968986 | KONTROL
8 31,18 22,64 8,54 | 1,55 0, 340486 KONTROL
9 37,71 22,26 15,45 | 8,47 0, 002822 KONTROL
10 33,55 24,70 8, 85 1, 87 0, 274085 KONTROL
11 40, 82 19,91 20,90 | 13,92 0, 000065 KONTROL
12 30,31 23,75 6,56 |-0,42 1, 338369 KONTROL
13 28, 32 23,14 5,19 |-1,80 3,480169 KONTROL
14 22,73 25,04 -2,31 |-9,30 629, 451062 | KONTROL
15 30, 67 21,69 8,98 | 2,00 0, 250790 KONTROL
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miR-15a gen ekspresyon diizeyi icin DBBHL 1 hastalardaki ACt ortalamasi
(9,75) ile kontrol grubundaki ACt ortalamasi (9,68) karsilastirildiginda istatistiksel bir
farkin olmadigi belirlendi (p=0.895) (Tablo 4.6) (Sekil 4.7). miR-16-1 genine ait
ekspresyon diizeyi icin DBBHL’l1 hastalardan elde edilen ACt ortalamasi (10,07) ile
kontrol grubuna ait ACt ortalamasi (6,98) karsilastirildiginda ise iki grup arasinda
istatistiksel fark oldugu saptandi (p= 0.032) (Tablo 4.7) (Sekil 4.8).

Tablo 4.6: miR-15a geni i¢in hasta ve kontrol grubunun 22T degerleri.

miR-15a Hedef C; | miR-15a Referans Cr | ACy AACT 2-8ac,
DBBHL 31,8 22,05 9,75 0, 07 0, 95
KONTROL | 30,9 21, 22 9,68 0 1

Tablo 4.7: miR-16-1 geni i¢cin hasta ve kontrol grubunda 22T degerleri.

miR-16-1 Hedef C; | miR-16-1 Referans C; | ACr AACT 2708C,
DBBHL 32,12 22,05 10,07 | 3,09 0,117
KONTROL | 30, 21 23,23 6,98 0 1
miR-15a
1 -
0,8 -
0,6 - .
m miR-15a
0,4 -
0,2 -
0 T T
DBBHL KONTROL

Sekil 4.7: Hasta ve kontrol grubunda miR-15a geni ifade diizeylerinin karsilastirilmasi.
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miR-16-1
1 -
0,8 -
0,6 -
m miR-16-1
0,4 -
2 ™
O T T
DBBHL KONTROL

Sekil 4.8: Hasta ve kontrol grubunda mir-16-1 geni ifade diizeylerinin karsilastirilmasi.

Tablo 4.8 ve 4.9°da, ¢alismaya alinan DBBHL hasta ve saglikli kontrol gruplari
arasindaki yas, miR-15a ve miR-16-1 genlerinin ifade diizeyleri ACt degerleri
kullanilarak ortalama, standart sapma, medyan, minimum ve maksimum degerleri
belirtilmistir. Calismada degerlendirilen gruplarin dagiliminin normallik varsayimi ve
standart sapmalarin istatistiksel hesaplamalar i¢in uygunlugunu anlamak {izere deneysel
sonuglar Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirilmistir. Bu test sonucu ortaya ¢ikan

normallik dagilimlar1 Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de gosterilmektedir.

Bu test sonucu miR-15a ve miR-16-1 genlerine iligkin verilerin, normal dagilim
gosterdigi ancak standart sapmalarmin yliksek olusu, ¢aligmada iki grubun

karsilastiriliyor olmasi nedeniyle verilerin ¢6ziimlenmesinde nonparametrik bir test olan

Mann-Whitney U testi kullanildi (Tablo 4-12).

Mann-Whitney U Testi, iki grup verilerinden elde edilen degerlerin

birbirlerinden anlaml bir sekilde farklilik gosterip gostermedigini tespit eder.

Bu test iki grubun, ilgilenilen degisken bakimindan evrende benzer dagilimlara
sahip olup olmadigin1 test eden Mann-Whitney U testi, verilerin degersel olarak
parametrik test varsayimlarini karsilamadigi durumlarda t testinin alternatifi olarak
kullanilan en giiclii testlerden birisidir. Ayrica s6z konusu test kisi sayisinin az oldugu

durumlarda kullanilan bir testtir.
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Tablo 4.8: Hasta ve kontrol grubunda yas ile miR-15a hedef geni ile LET-7 referans genine
ait Cr degerlerinin ortalama, standart sapma, medyan minimum ve maksimum degerleri.

Gruplar
Hasta Kontrol
YAS Ortalama 54, 63 52, 00
Std.Sapma 15, 80 5,18
Gegerli N 40 15
Medyan 53, 50 52, 00
Minimum 18, 00 43, 00
Maksimum 83, 00 61, 00
miR-15a Ortalama 31,8066 30, 9109
Hedef Gen Cr Standart Sapma 3, 3443 3, 2526
Gegerli N 40 15
Medyan 32, 9005 32, 0398
Minimum 21, 8540 23, 8736
Maksimum 36, 0702 34,1048
miR-15a Referans | Ortalama 22,0534 21, 2290
Gen Cr Standart Sapma 3,5787 4, 3630
Gegerli N 40 15
Medyan 23, 5209 23, 0922
Minimum 13, 5100 11, 6944
Maksimum 26, 7209 25, 0414
miR-15a ACr Ortalama 9, 7532 9, 6819
(Hedef Gen Cr) — | Standart Sapma 4, 7803 4,7108
(ReferansGen Cr1) | Gegerli N 40 15
Medyan 9, 3254 9, 3767
Minimum , 1673 , 5174
Maksimum 20, 6578 18, 1107
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Tablo 4.9: Hasta ve kontrol grubunda miR-16-1 hedef geni ile LET-7 referans genine ait
Cr degerlerinin ortalama, standart sapma, medyan minimum ve maksimum degerleri.

Gruplar
Hasta Kontrol
miR-16-1 Ortalama 32, 1230 30, 2135
Hedef Gen Cr Standart Sapma 5, 0745 5, 1928
Gegerli N 40 15
Medyan 33, 7507 30, 6744
Minimum 20, 2540 22,3241
Maksimum 40, 6294 40, 8163
miR-16-1 Referans | Ortalama 22,0534 23, 2290
Gen Cr Standart Sapma 3, 5787 1, 2932
Gegerli N 40 15
Medyan 23, 5209 23, 3562
Minimum 13, 5100 19, 9149
Maksimum 26, 7200 25, 0414
miR-16-1 ACt Ortalama 10, 0696 6, 9845
(Hedef Gen Cr) — Standart Sapma 5, 9003 6, 0512
(ReferansGen Cr) Gecerli N 40 15
Medyan 10, 8132 8, 2534
Minimum -4, 2886 -2, 3134
Maksimum 20, 3487 20, 9014

Tablo 4.10: Kolmogorov-Smirnov testi ile hasta ve kontrol grubunda miR-15a genine ait
AC+t degerlerinin karsilastirilmasi.

Gruplar miR-15a ACt
Hasta Gecgerli N 40
Normal Parametreler? :? Ortalama 9, 753183
Standart Sapma 4, 7802612
En Asiri Farklar Mutlak , 141
Pozitif , 141
Negatif -, 075
Kolmogorov-Smirnov Z , 894
Asymp. Sig. (2-tailed) , 401




Kontrol

Gegerli N 15
Normal Parametreler® - ° Ortalama 9, 681946
Standart Sapma 4, 7107611
En Asiri Farklar Mutlak , 119
Pozitif , 103
Negatif -, 119
Kolmogorov-Smirnov Z , 460
Asymp. Sig. (2-tailed) , 984
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Tablo 4.11: Kolmogorov-Smirnov Testi ile hasta ve kontrol grubunda miR-16-1 genine ait

ACTt degerlerinin karsilastirilmasi.

Kolmogorov-Smirnov Testi

Gruplar miR-16-1 ACt
Hasta Gegerli N 40
Normal Parametrelera :° Ortalama 10, 069592
Standart Sapma 5, 9002969
En Asiri Farklar Mutlak , 115
Pozitif ,084
Negatif -, 115
Kolmogorov-Smirnov Z , 728
Asymp. Sig. (2-tailed) , 665
Kontrol Gegerli N 15
Normal Parametreler? - ® Ortalama 6, 984526
Standart Sapma 6, 0511870
En Asiri Farklar Mutlak , 194
Pozitif , 194
Negatif -, 116
Kolmogorov-Smirnov Z , 752
Asymp. Sig. (2-tailed) , 623
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Mean =975
Std. Dev. =4,780
N =40

Sekil 4.9: Hasta grubundaki miR-15a geninin ifade diizeyine iliskin ACt dagilimi.
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Sekil 4.10: Kontrol grubundaki miR-15a geninin ifade diizeyine iliskin ACt dagilim.
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Mean =10,07
Std. Dev. =5,900
M =40

Sekil 4.11: Hasta grubundaki miR-16-1 geninin ifade diizeyine iliskin ACt dagilimi.
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Sekil 4.12: Kontrol grubundaki miR-16-1geninin ifade diizeyine iliskin ACt dagilimi.
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Sekil 4.13: Hasta ve saghkli kontrol grubunda miR-15a geni ifade diizeylerinin ACt
degerlerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.14: Hasta ve saghkli kontrol grubunda miR-16-1 geni ifade diizeylerinin AC+
degerlerinin karsilagtirilmasi.
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Tablo 4.12: Mann-Whitney U Testi

47

Gruplar N Ortalama Farki Ortalamalar Toplami
miR-15a ACt Hasta 40 27, 83 1113, 00
Kontrol 15 28, 47 427, 00
Total 55
miR-16-1 AC+ Hasta 40 30, 68 1227, 00
Kontrol 15 20, 87 313, 00
Total 55
Tablo 4.13: Test Istatistigi
TEST ISTATISTIGI
miR-15a ACt miR-16-1 AC+
Mann-Whitney U 293, 000 193, 000
Wilcoxon W 1113, 000 313, 000
Z -, 132 -2, 022
Asymp. Sig. , 895 , 032
(2-tailed)

Calismamizda elde edilen verilerin ¢oziimlenmesinde ve yorumlanmasinda

Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Degerlendirmeler sonucunda miR-15a gen ifadesi

diizeylerinin karsilastirilmasinda hasta ve kontrol grubu igin ¢ikan p degeri 0,895 olup,

p<0,05’i yerine getirmedigi i¢in anlamli bulunmamistir. MiR-16-1 gen ifadesi

diizeylerinin karsilagtirilmasinda hasta ve kontrol grubu igin ¢ikan deger p=0,032 olarak

bulunmus ve gen ifade diizeylerindeki degisimlerin istatistiksel olarak anlamli oldugu

gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Hodgkin Dis1 Lenfomalar tiim kanserlerin % 2,8’ini olusturmaktadir. HDL,
erkeklerde %6,1 goriilme siklig1 ve %3,5 6liim orani; kadinlarda ise %4 goriilme siklig
ve %2,3 6liim orani ile 6.sirada yer alan, milyonda 50 siklikla goriilen bir kanser tiirtidiir
[3]. Son yillarda hizla gelisen ve yayginlasan laboratuvar incelemelerinin yardimiyla
lenfoma konusunda da olduk¢a Onemli gelismeler kaydedilmistir. Morfolojik,
immunofenotipik, sitogenetik ve 6zellikle de klinik ve prognostik 6zelliklerine goére
30’a yakin alt grup tanimlanmistir. Bu alt gruplar arasinda, en Onemlilerinden biri
Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfomadir (DBBHL) [5].

Diffiz Biiyik B Hiicreli Lenfomalar (DBBHL) agresif lenfomalarin
prototipidir. Genel olarak lenfomalar tiim sistemik kanserler i¢cinde altinci sirada yer
alirken bunlarin yaklasik %30 ile 40’11 DBBHL’lar olusturmaktadir. DBBHL’lar
agresif lenfoma grubunun ise %80’inden fazlasini olusturmaktadir [5].

MikroRNA(miRNA)'lar 21-23 niikleotid uzunlugunda tek iplik¢ikli, proteine
doniistiirilmeyen RNA molekiilleridir [7-8]. miRNA’lar, mRNA iizerinde genellikle
3'UTR (‘'Untranslated Region) bolgeye ve ¢ok nadir olarak da 5'UTR'ye
baglanmaktadirlar. miRNA'nin ilgili bolgeye baglanmasi, mRNA ¢eviriminin
diizenlenmesine ve dolayisyla mRNA'nin yikimina neden olmaktadir [9-10]. miRNA'lar
onkogenlerin ifadesini inhibe ederek timor baskilayict etki, tiimor baskilayici genleri
susturarak onkogenik etki olusturabilmektedirler [11-12].

Insan miRNA genlerinin ¢ogu kromozomlar iizerindeki kirilgan bolgelerde
(fragile sides) yer almaktadir. Bu kirilgan bolgelerin ve dolayisiyla bu noktalarda
bulunan miRNA genlerinin kanserle iliskili oldugu bilinmektedir. miRNA'lar ile kanser
arasindaki etkilesim ilk olarak Kronik Lenfositik Losemi (KLL) hastalarinda bildirilmis
ve bu hastalarin gogunda miR-15a ve miR-16-1 ifadesinin ¢ok diisiik veya hi¢ olmadigi
gosterilmistir [13].

Ageilan ve ark.’in yaptiklar1 ¢aligmada miR-15a/16-1 miRNA’larinin asiri
ifadelerinin  hiicre proliferasyonunu inhibe ederek kanser hiicrelerini apoptoza
gotiirdiigli boylece hem in vitro hem de in vivo sartlarda timdr olusumunu engelledigi

gosterilmistir [55].
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BCL2, MCL1, CCND1 ve WNT3A gibi bir¢ok onkogenin fonksiyonunun miR-
15a ve miR-16-1 genleri ile diizenlendigi belirtilmis ve s6z konusu miRNA’larin
ifadesinin azalmas1 KLL, hipofiz adenomlar1 ve prostat karsinomunda rapor edilmistir
[55].

Bottoni ve ark.’in yaptiklar1 ¢alismada ise miR-15a ve miR-16-1’in hipofiz
adenomlarinda normal hipofiz dokularina kiyasla daha diisiik seviyede eksprese oldugu
gosterilmistir. Bu bilgi miR-15a ve miR-16-1’in tiimor baskilayicit bir role sahip
oldugunu ve allelik kayipla miR-15a ve miR-16-1’in inaktivasyonunun timor
olusumuna yol agabilecegi hipotezini dogrulamaktadir [61].

2012 yilinda yapilan yine bir baska ¢alismada Rivas ve ark. asirt progestin
verilen ve progesteron reseptorii (PR) susturulmus meme kanseri hiicre hatlarinda
miRNA ifade diizeylerini incelemislerdir. Daha 6nce losemilerde tiimor baskilayict
fonksiyonu oldugu gosterilen miR-16 geninin ekpresyon diizeyine bakilmistir. Bu
caligmada asir1 progestin ve biiyiime faktorleri verilen hiicre hatlarinda miR-16’nin
ifade diizeyinin azaldig1 bunun da progesteron reseptor vasitasiyla sinyal indiikleyici ve
yazilimi aktiflestirici STAT3 ve onkogenik yazilim faktorii c-myc arasinda karsilikli bir
etkilesime neden oldugu vurgulanmistir. miR-16 hedeflerinin aragtirilmasi sonucunda
hiicre dongiisiiniin  diizenleyicisi siklin E1 (CCNE1) geninin 3’UTR bdlgesinde
korunmus miR-16 gen bolgesi i¢erdigi bildirilmistir. Bu ¢alismada da buna gok benzer
olan bir molekiiler mekanizma ile progestinin miR-16 ifade diizeyini degistirebilecegi
savunulmugstur. Progestin, STAT3 ve c-myc’in de etkisiyle siklin E1 ifadesini
tetiklemektedir. Sonu¢ olarak progestin ile artan siklin El ifadesini miR-16"nin
ekspresyonu engellemektedir. Bu durum siklin E1’in ve dolayisiyla miR-16 geninin
meme kanserinde yeni bir hedef olabilecegini gostermektedir. miR-16 geninin asiri
ekspresyonunun progestin etkili meme timdri olusumunda tedavi amacli olarak
kullanilabilecegini ve meme kanserinde de miR-16’nin tiimor baskiliyici olarak gorev
alabilecegini gostermektedir [66].

2012 yilinda yapilan bir baska calismada ise Dai ve ark. miR-15a/16-
1’genlerinin daha 6nce yapilan ¢aligmalarda tiimor gelisimindeki 6nemli rolii olduguna
ilisgkin bulgulara dayanarak bu genlerin kanser tedavisinde bir tedavi metodu
olabilecegini diisiinmiisler ve vektor tabanli bir plazmid ile miR-15a/16-1"nin kolon
kanserinde anti tiimor etkinligini arastirmislardir. Yasam ve proliferasyon gibi birgok

timorijenik karakterle iligkili olan siklin B1’in (CCNBI1), miR-15a ve miR-16-1’in
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hedefi oldugunu ve bu iliskiyi kanitlayan bulgunun ise kolon kanserinde miR-15a/16-
1’in ifade diizeylerinin siklin B1 ile ters orantili olusu ile kanitlamislardir. Caligma
sonunda siklin B1 mRNA dizisi ile miR-15a/16-1 arasinda homoloji bulunmustur.
Sonug itibari ile miR-15a/16-1 genlerinin kolon kanser tedavisinde énemli bir yaklasim
olabilecegini kanitlanmistir [67].

Zerdegal olarak bilinen hint safraninda bulunan bir pigment olan kurkumin’in
16semik hiicrelerde Wilms' timér geni 1 (WT1) ifadesini diistirdiigiiniin rapor
edilmesinden sonra Gao ve ark. Bu konuda daha ileri arastirmalar yapmislardir. WT1
gen ifadesinin kurkumin ile diismesinin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi ve buna
bagli olarak yeni miRNA tabanli tedavi mekanizmalarinin gelistirilmesi amaciyla
planlanan c¢alismada 24 ve 48 saat olmak iizere farkli zaman dilimlerinde kurkumin
verilen K562 ve HL-60 16semik hiicre hatlarinda miR-15a/16-1 ve WT1 ifade diizeyleri
incelenmistir. Kurkumin’in 16semik hiicre hatlarinda miR-15a ve mir-16-1 genlerinin
ifadelerini arttirdigi, WT1 geninin ifade diizeyini ise diislirdiigli bulunmustur.
Kurkumin’nin 16semik hiicrelerde gogalmay1 engelleyici etkisinin miR-15a ve miR-16-
1 araciligryla WT1 geninin ifadesinin diistiriilmesi yoluyla oldugu bildirilmistir [68].

Yine 2012 yilinda yapilan bir baska caligmada Jiao ve ark. miRNA gen ifade
profillerini iyi huylu pankreatik kistik tiimorler (BCT) ile diisiik ya da yiiksek habis
potansiyele sahip pankreatik duktal adenokarsinomlarla (PDAC) karsilagtirmiglardir. Bu
iki tip tlimoriin karsilastirilmasinda miRNA’larin PDAC tiimérlerinde ¢ok daha az ifade
edildigi gosterilmistir. Yiiksek oranda ifadesi diisen miRNA’lar arasinda miR-16 geni
de yer almaktadir [69].

An ve ark. [70] ise yiiksek mortaliteye sahip olan ve hala nedeni bilinmeyen akut
karaciger yetmezliginin (AKY) molekiiler mekanizmasinda miRNA’larin réliiniin olup
olmadigini arastiran c¢aligsmalarinda 26 farkli miRNA’nin ifadesinin diistiigiinii ve en
yiiksek oranda ifade kaybinin ise miR-15b ve miR-16’da oldugunu gdstermislerdir.
Diisiik miR-15b ve miR-16 ekpresyonu bulunan hastalarda hepatosit apoptozunun bcl-2
yoluyla tiimor nekroz faktor (TNF) tarafindan kontrol edildigi belirtilmistir. Bu durum
AKY tedavisi i¢in miR-15b ve miR-16’nin terapdtik yontem olarak kullanilabilecegini
diistindiirmektedir.

Xu ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 bir calismada meme karsinomunda bir RNA

baglayict1 protein olan HVR’nin ifadesinin  miR-16 ile iliskili oldugunu
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vurgulamiglardir. miR-16 ifadesinin azaldigr kanserlerde HVR diizeyinin arttigi ve
dolayisiyla miR-16’nin yazilim sonrasi diizenleyici rolii oldugu belirtilmistir [71].

Li ve ark. hematolojik malinitelerde bir biyobelirteg olan STATS5’in
(transkripsiyon aktivator) miR-15/16’y1 baskiladigini géstermiglerdir. Bu baskilamanin
anti apoptotik gen olan BCL-2’nin diizeyini etkiledigi bildirilmistir [72].

Chiorazzi ve ark. ise KLL’li hastalarda miR-15a ve miR-16-1 genlerinin lokalize
oldugu 13. kromozomun uzun kolunun (13914.3) heterozigot ve homozigot delesyona
ugramasi sebebiyle s6z konusu miRNA’larin ifadelerinin azalmig ya da tamamen
ortadan kalkmis olacagini bildirmislerdir [53].

Ayrica 2012 yilinda Mian ve ark.’in yaptiklari genom DNA tipleme
calismasinda DBBHL’l1 166 olgunun 22’sinde kromozomun 13q14.3 bdélgesinde
DLEU2/miR-15A/miR16’nin silinmis oldugu bildirilmistir. Bu 22 olgunun 19’unda da
delesyon bdlgesinin hayli biiyiik oldugu ve hatta bu kaybolan bdlgenin Retinoblastoma
1(RB1) genini de icerdigi gosterilmistir. Yine bu ¢aligmada 172 farkli transkriptin ifade
diizeylerinin farklilik gosterdigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak kromozomun 13q14.3
bolgesindeki delesyonlarin DBBHL patogenizinde RB1 geninin kaybi ile hiicre
dongiistiniin  kontroliiniin etkisizlesmesi veya O6lim indiikleyici sinyal kompleksini
olusturan ve apoptoza yardimci olan FAS reseptoriiniin ifadesinin azalmasi ile immiin
sistemden kagis olmak tizere iki farkli yolun rolii olabilecegi bildirilmistir [63].

miR-15a ve miR-16-1 genlerine ait ifade kaybinin hatta yoklugunun KLL
etiyolojisi ile iliskili oldugu bildirilmistir [13]. Koken aldiklar1 hiicre goz Oniinde
bulunduruldugunda KLL’ler gibi CD19" ve CD20* hiicrelerden koken alan
DBBHL’larda da miR-15a ve miR-16-1 gen ifade kayiplarinin benzer olabilecegi
diisiiniilmiis ve o ana kadar literatiirde bir bilgi olmamas1 sebebiyle bu tez calismasi
planlanmistir.

Calismamizda KLL’li hastalarin aksine, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda
diffuz biiyiik B-hiicreli lenfomali hastalarda miR-15a geninin ifade diizeyinde herhangi
bir fark goériilmezken (244t: 0,95), miR-16-1 geninin ifade diizeyinin KLL’ye benzer
sekilde yaklasik 8,54 oraninda azaldig: saptanmigtir (24472 0,117).
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Bulgular bizim g¢alisma grubumuzdaki DBBHL hastalarda miR-16-1 geninin
baskilandigin1 ancak diger c¢alismalarda oldugu gibi tamamen yok olmadigim
gostermistir. Bu durum DBBHL da miR-16-1’in tiimor baskilayici rolii olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bugiine kadar miR-16-1 geninin genellikle kayip kromozom
bolgeleri ile iligkilendirilmis olmasi ve anlatiminin buna bagl olarak yorumlanmasi hala
bu genin gercek hedef geninin ne oldugu konusunu agikliga kavusturamamastir.

Calismamizda miR-16-1 geninin ekspresyonunun saglikli kontrollere gére 8,54
oraninda azaldig1 ama yok olmadigi saptanmistir. Bu nedenle bizim hasta grubumuzda
s6z konusu mMiR-16-1 gen ekspresyonunun kromozom bdlge delesyonu ile iliskili

olmadig diistiniilmektedir.
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FORMLAR
GONULLU BILGILENDIRME VE ONAY FORMU

CALISMANIN ADI:

B-Hiicreli Hodgkin Dis1 Lenfomalu Hastalarda miR-15a/miR-16-1 Genlerinin

Ifade Diizeylerinin Arastirilmasi

CALISMANIN AMACI:

Ozellikle B-hiicreli lenfoma ve Kronik Lenfositik Losemiler CD19+ ve CD20+
B lenfositlerinden koken almaktadirlar. Daha o6nce CDI19+ KLL'lerde yapilan
caligmalarda 26 farkli miRNA'nin deregiilasyonu bildirilmistir. Bu konu ile ilgili, B-
hiicreli lenfomlar1 kapsayan literatiirde heniiz bir bilgi bulunmamaktadir. Caligmamizda
B- hiicreli Hodgkin dis1 lenfomali hastalarda oncelikle iki farkli miRNA miR-15a ve
miR-16-1 gen ifade diizeyleri, alinabildigi taktirde hastalara ait kemik iligi ile serum

ve/veya lenfositlerinden ayristrilan RNA'larda arastirilacaktir.

CALISMANIN iCERIGI:

Deney grubumuzun yeni tan1 almis daha 6nce hig tedavi gérmemis 40 B-hiicreli
Hodgkin  dist  lenfomali hasta ile 15 saglikli  kontroli  kapsamasi
hedeflenmektedir.Hastalardan ve saglikli kontrol grubundan alinan periferik kan
ve/veya serum Orneklerinden RNA izole edilecektir. Elde edilen RNA’lardan 6zel
primerler araciligl ile cDNA sentezi gerceklestirilecektir. Sentezlenen 6zel cDNA’ler
istedigimiz miRNA’lara 6zgii primer ve problarla ve bir kontrol gen varliginda gercek-
zamanlt polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutulacak ve miRNA gen ifade diizeyleri

degerlendrilecektir.

CALISMANIN BASLAMA TARIiHi VE SURESI:

Calismanin Nisan 2011°de baslamas1 ve 1 yil siirmesi dngoriilmektedir.
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ACIKILAMALAR:

Bu ¢alismaya goniillii olmaya karar verirseniz bu goniillii bilgilendirilmis onay
formunu imzalamaniz gerekecektir. Sadece kendi rizaniz ile hi¢bir baski ve zorlama
olmaksizin, doktor kontroliinde alinacak kan ve doku Orneginiz ile bilimsel ¢aligmaya
katilmis olacaksiniz. Sizden ayrica aragtirmaya yardimci olacak bazi kisisel bilgileriniz
(yas, meslek, sigara kullanimi vs.) istenebilir. Etik kurullar inceleme amaciyla medikal
kayitlardaki medikal kisisel bilgilerinize ve bu c¢alismadan elde edilen bilgilere
erisebilirler. Medikal bilgilerinize erisim ¢alisma icin toplanan bilgilerle sinirh
olacaktir.Bu c¢alismanin sonuclar1 bilimsel toplantilarda veya yaymlarda sunulabilir,
ancak bu sunumlarda kimliginiz agiklanmayacaktir. Ayrica sizden arastirmayla ilgili
olarak herhangi bir maddi talepte bulunulmayacak ve size de herhangi bir iicret
O0denmeyecektir. Ayrica bu arastirmaya karar verdiginiz takdirde ileriye doniik olarak
hastaliginiz hakkinda elde edilecek bilgilerle bilim diinyasina konuyla ilgili olarak
onemli derecede katki saglayacaginiz kesindir. Goniillii olmaya karar verdiginiz ve bu
bilgilendirilmis goniillii onay ve riza formunu imzaladiginiz taktirde yukarida
yazilanlar1 okuyup kabul ettiginizi ve higbir baski ve zorlama olmaksizin ailenizin

bilgisi dahilinde sadece kendi rizaniz ile karar verdiginizi onaylamis olacaksiniz.

Herhangi bir soru yada sorununuz oldugu taktirde ilgili Seref BUGRA TUNCER’e
0212 414 24 34 / 34186 no’lu telefondan ulasabilirsiniz.

GONULLU ONAY FORMU

Goniilliiye (hastaya) arastirmadan once verilmesi gereken bilgiler tarafima sozlii ve
yazili olarak aktarildi. Bu kosullarda s6z konusu calismaya kendi rizamla katilmay1

kabul ediyorum.
Calisma i¢in alinan materyalimin ilerideki ¢alismalarda da kullanilmasini
EVET [ Kabul ediyorum.

HAYIR [J Kabul etmiyorum.
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Hastanin:

Ad1 Soyadi:
Telefonu:
Adresi:
Imza:

Aciklamalar: Yapan Arastirmacinin:

Adi1 Soyadu:
Imza:

Tamklhik Eden Gorevlinin:

Adi1 Soyadu:
[mza:
HASTA TAKIiP FORMU
PROJE ADI:
B-Hiicreli Hodgkin Dis1 Lenfomada miR-15a/miR-16-1 Genlerinin Ifade Diizeylerinin

Aragtirilmast

HASTA iLE iLGIiLi GENEL BiLGILER

TARIH:

AD VE SOYAD:

T.C. KIMLIK NO:

DOGUM TARIHI:

ADRES VE TELEFON:

AILEDE LENFOMA VEYA
DIGER KANSER TiPi OYKUSU:




ETIiK KURUL KARARI
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KLINiK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Sayi :585
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Sayin Prof. Dr. Hiilya YAZICI OZBEK
Onkoloji Enstitiisii
Ogretim Uyesi

ligi :11.01.2011 tarihli 78 sayili yaziniz

Tarih :
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Sorumlu arastinciigini Gstlendiginiz ve Yuk. Lis. Ogr. Seref Bugra TUNCER'in ylrltecegi 2011/507-498 "B-
Hucreli Nof Hodgkin Lenfomada miR-15a/miR-16-1 Genlerinin Ifade Duzeylerinin Arastinimas)" baslikl) tez
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IMMAN (Etik Kurul Bagkan

L 5 e e Yardimeist) =g
Prof.Dr. Ahmet GUL Romatoloji Istanbul Tap Fakdittesi | EX K E MU FEX [ H ]
Prof.Dr. Rukiye EKER | Cocuk Saglif ve | Istanbul Tup Fakiiltesi | F- KX |E HX | EX | H v
OMEROGLU | Mastaliklan m’-“’ﬁ
Praf.Dr. Ofuzhan Nitroloji Istanbul Tip Fakiltesi | EX K E HX | EX H D{\ e
COBAN v
Prof.Dr. Pinar SAIP Onkoloji 1.0, Onkoloji Enstitdsa | E KX [E HX | EX 1 H /
Uzm.Dr. Ahmet Riza Biyakimya Haydarpasa Numune EX K E HX | E CHX | Tuihad
URAS Egitim ve

Arag.Hast. Biyokimyn

Dog.Dr, H. Hanzade Deantoloji LU, Cerrahpasa Top E KX |E HX [ E HX T Katbmad:.

| DOGAN | Fakilltesi Al
Prof. Dr. Aysen BULUT | Halk Saghg Emekli E KX E HX | EX H
Dog. Dr. Tufan TUKEK | ¢ Hastaliklan Okmeydani Egitimye  EX K E HX | EX H

ArngHastig
_Hast.].Dahiliye Rlinigi || I W
Prof, Dr. Unal Ortopedi Sighi Etfal E, ve Ars, EX K E HX:|'E HX T Ratiimads
KUZGUN | Hst
Prof, Dr. Ahmet O. Eczucihk LU, Eczaciik Fakdltesi | EX K E HX | E HX T Kl
ARAMAN
Av. Dilek TEMIZ Hukukgu Istanbul Cniversitesi | £ KX |E HX |EX TH
OZBEK =) q
Prof.Dr, Demir Bivofizik Emekli EX K I HX | E HX |
TIRYAKI T el i
M. Kerim AKMAN TIBF iktisat Ozel (Ekonomist) EX | K E |HX |EX | H
biiliimil o w/?

TR T Aragtinna e Nigki
** Toplantida Bulunina
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KLINIK ARASTIRMA BASVURUSU ETIK KURUL DEGERLENDIRME FORMU

ETIK KURULUN ADI | istanbul Tip Fakbltesi Klinik Aragtrmalar Etik Kurulu
ACIK ADRES 1.0, Ismgul Tap Fakiiltesi Hulusi Behget Kitiiphanesi Kat 3 Capa Fatihilstanbul 34380
TELEFON 021241420 00-313 46
FAKS 02124142153
E-POSTA 2=
!
BASVURU ARASTIRMANIN ACIK ADL | B-Hicreli Non Hodgkin Lenfomada miR-15a/miR-16-1 Genlerinin Ifade
BILGILERI Diizeylerinin Arastiriimas:
ARASTIRMA 2
| PROTOKOLUNUN KODU -
EUDRACT NUMARASI -
SORUMLU / YARDIMCI Prof. Dr. Hiilya YAZICI OZBEK
ARASTIRMACI
| UNVANEADISOYADI
SORUMLLY YARDIMC] Onkoloji
ARASTIRMACININ
UZMANLIK ALANI
KOORDINATORUN Prof, Dr. Hiitya YAZICI OZBEK
UNVANIADESOYADI \
KOORDINATORUN Onkoloji
UZMANLIK ALANI
ARASTIRMA MERKEZ 117, Onkoloji Enstitiist, Temel Onkoloji Anabilim Dak
ARASTIRMA MERKE)Z‘NN; * 1.1, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dah
ACIK ADRES! =
BASVURULAN ETIK istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Aragtiemalar Etik Kurulu
KNURULUN AD]
DESTEKLEYICI VE ACIK .U, Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
ADRES!
DESTEKLEYICININ YASAL LU, Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi
TEMSILCISI VE ADRESI
“ UZMANLIK UZMANLIK TEZI AKADEMIK AMACLI (X)
TEZIAKADEMIK AMAGCLI
ARA§TI’RMANIN FAZI VE FAZ 1
TURD
FAZ2
FAZ 2
FAZ 4
: BE/BY |
DIGER Diger 1se helirtiniz:
ILAC DIST ARASTIRMA Belirtimz:
(X}
ARASTIRMAYA KATILAN [ TEK MERKEZ | COK MERKEZLI | ULUSAL | ULUSLARARASH
| MERKEZLER (X) ] J il
2 2 Versiyon
Belge Adi Tarihi Wbyl Dili J
ARASTIRMA l
‘ 03.03.2011 1 o8 2
¥
DEGERLENDIRILEN PROTOKOLL - TurkeeX  lngilizee Diger
BELGELER ARASTIRMA BROSURL . 7 Torkge Inailizee Diger
BILGILENDIRILMIS 3 3
GONULL( OLUR FORMU 03.03.2011 1 Torkee X Ingilizee Digier
OLGU RAPOR FORMU 2 2 Tirkge Ingilizee Diger

62



PATENT HAKKI iZNi
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TELIF HAKKI iZNi
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Seref Bugra Soyadi Tunger
Dog.Yeri |Istanbul Dog. Tar. [09.10.1986
Uyrugu T.C. TC Kim No | 22559770692
Email tuncerbugra@gmail.com Tel 506 988 20 33
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yi
Lisans H.U. Fen-Edb. Fak. Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii | 2008
Lise Uskidar Lisesi 2004

Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)

|G6revi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. -

2. -

3. -
Yabana |Okudugunu . . KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puam
ingilizce |iyi iyi iyi 60
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel
ALES Puam 74 79 82
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Ozel Tlgi Alanlar1 (Hobileri):
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