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OzZET

MiKOZiS FUNGOIDES TANILI HASTALARDA TOLL BENZERi RESEPTORLER iLE
iLISKILI SINYAL ILETIM YOLAGI VE miRNA’LARIN EKSPRESYON
PROFILLERININ VE T HUCRE KLONALITESININ BELIRLENMESI

Mucahit SECME
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji AD.
Tez Yéneticisi: Prof.Dr. ibrahim ACIKBAS

Aralik 2019, 115 Sayfa

Kutanéz T hicreli lenfomalar (KTHL) deride bulunan malign klonal CD4* T lenfositlerle
karakterize bir hastalik grubudur. Mikozis fungoides (MF) KTHL’lerin en sik gorilen tipi
olup, kutandéz T hicreli lenfomalarin %60’ini1, tim primer kutandz lenfomalarinda
%50’sini kapsamaktadir. MF’nin patogenezi heniiz tam anlamiyla tespit edilememistir.
Toll-benzeri reseptoérler (TLR)ler spesifik olarak ilgili ekzojen ve endojen ligandlarini
tanimakta ve bdylece hlicredeki ¢esitli genlerin ekspresyon seviyelerini uyarmakta ve
bunun sonucunda da dogal immunitenin aktive olmasini saglamaktadir. miRNA’lar,
TLR’ler de dahil olmak Uzere inflamasyon iliskili genleri hedefleyerek immun hiicre
fonksiyonlarinin cesitli yonleriyle dizenlenmesinde rol alirlar. Calismamizda, tim
TLR’lerin ve bu sinyal iletiminde rol alan genlerin ve miRNA’lar ile downstreamindeki
hedef genlerin ekspresyon profillerinin  degisimini  belirleyerek  hastaligin
mekanizmasindaki olasi rollerini hem hasta dokulari hem de hicre kalturt Gzerinden
anlamaya galismaktir. Ayrica T hlcre klonalite galismasi ile olgulardaki klonal durumun
tespiti ve klinikopatolojik veriler ile karsilastiriimasi amaglanmistir. Bu kapsamda 52 MF
ve 50 kontrol parafin blok materyalinde ve MF hiicre hatti olan MJ'de Real-time PCR ile
TLR 1-10, MyD88, TIRAP, IRAK4, TRAF6, IRF7, TRAF3, TRIF(TICAM-1), MEK1,
MEK2, ERK1, ERK2 (p38), Elk1, NFkB (REL-A), IRAK1 ve TAB2 ile hsa-miR-146a-5p,
hsa-miR-375, hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR—224-5p, hsa-miR-155-5p,
hsa-miR-21-5p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-424-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-130a-3p,
hsa-miR- 210-3p ve hsa-miR—204-5p’nin ekspresyon degisimleri arastiriimistir. KEGG
veri tabani kullanilarak yolak analizi ve ¢alisilan miRNA’larin gérev aldigi veya iligkili
oldugu sinyal iletim yolaklari belirlendi ve String analizi yapilarak protein-protein iligkisi
ve etkilesimi teyit edildi. T hiicre reseptorii (THR) gama klonalite degisimi invivoscribe
IdentiClone™ T Cell Receptor Gamma Gene Rearrangement Assay 2.0 ile multipleks
PCR kullanilarak gercgeklestirildi. Yalanci pozitifligi dnlemek igin heterodupleks analizi
yapildi ve dikey jel elektroforezi ile gorintileme iglemleri gercgeklestirildi. Calisma
sonucunda hem hasta grubu hem de hicre hatti degerlendirildiginde TLR -1,-4,-8, IRF7,
TRAF3, MEK1, MEK2, EIk1 ve NFKB mRNA ekspresyonlarinda ve hsa-miR-21-5p, hsa-
miR-155-5p miRNA ekspresyonlarindaki artiglar ve hsa-miR-130a-3p, hsa-miR- 210-3p
ve hsa-let-7e-5p ekspresyonlarinda anlamli azalma tespit edildi. THR gama klonal
degisim sonuglarina goére, olgularimiza ait ¢alisilan DNA'larin %55,5 monoklonal ve
biallelik oldugu ve %45,5 oraninda poliklonalite 6zellik gdsterdigi saptandi. Tum bu
sonuglar, TLR sinyal yolaginin MF patogenezindeki olasi roli ve tedavi agisindan
potansiyelini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Mikozis fungoides, Toll benzeri reseptdrler, miRNA’lar, Klonalite

Bu galigma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
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ABSTRACT
DETERMINATION OF T-CELL CLONALITY AND EXPRESSION PROFILES OF
TOLL-LIKE RECEPTORS RELATED SIGNAL TANSDUCTION PATHWAY AND
MiRNAS IN PATIENTS WITH MYCOSIS FUNGOIDES

Mucahit SECME
PhD Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim ACIKBAS (PhD)

December 2019, 115 Pages

Cutaneous T-cell lymphomas (CTCL) are a group of diseases characterized by
malignant clonal CD4 + T lymphocytes in the skin. Mycosis fungoides (MF) is the most
common type of CTCL and includes 60% of cutaneous T cell lymphomas and 50% of all
primary cutaneous lymphomas. The pathogenesis of MF has not yet been fully
determined. Toll-like receptors (TLRs) specifically recognize their respective exogenous
and endogenous ligands, thereby stimulating the expression levels of various genes and
activates the natural immunity in the cell. miRNAs play role in the regulation of various
aspects of immune cell function by targeting inflammation-related genes, including TLRs.
In our study, we aimed to understand the possible roles of all Toll-like receptors and the
genes involved in this signal transduction and the expression profiles of miRNAs and
downstream target genes in the mechanism of the disease through both patient tissues
and cell culture. In addition, clonal status and compare it with the clinicopathological data
were determined by T cell clonality assay. In this context, expression status of TLR 1-10,
MyD88, TIRAP, IRAK4, TRAF6, IRF7, TRAF3, TRIF(TICAM-1), MEK1, MEK2, ERK1,
ERK2 (p38), Elk1, NFKB (REL-A), IRAK1 ve TAB2, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-375, hsa-
miR-200a-3p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR—224-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-21-5p,
hsa-miR-214-3p, hsa-miR-424-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR- 210-3p
and hsa-miR—204-5p were detrmined by RT-PCR in 52 MF and 50 control paraffin block
material and MF cell line MJ. Pathway analysis and signal transduction pathways
involved or associated with miRNAs were investigated via KEGG database and the
protein-protein relationship and interaction was confirmed by string analysis. The T cell
receptor (TCR) gamma clonality change was performed using multiplex PCR with
Invivoscribe IdentiCon ™ T Cell Receptor Gamma Gene Rearrangement Assay 2.0.
Heteroduplex analysis was performed to avoid false positivity, and imaging was
performed with the PAGE system. According to the result of the study, when both the
patient group and cell line were evaluated, increased expressions in TLR -1, -4, -8, IRF7,
TRAF3, MEK1, MEK2, Elk1, NFkB hsa-miR-21-5p, hsa-miR-155-5p and decreased
expressions in hsa-miR-130a-3p, hsa-miR- 210-3p ve hsa-let-7e-5p were determined.
According to the results of TCR gamma clonal change, the DNAs studied in our cases
exhibited 55.5% monoclonal and biallicity and 45.5% polyclonality was determined. All
these results show the potential role and treatment potential of Toll-like receptor signaling
pathway in MF pathogenesis.

Key Words: Mycaosis fungoides, Toll-like receptors, miRNAs, clonality

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project numbers: 2018SABEQ04).
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1. GIRIS

Deri, gastrointestinal sistemden sonra lenfomada en sik ekstranodal tutulumun
oldugu boélgedir. Deri lenfomalari T ve B hicrelerinden kdken alan ve histopatolojik,
immiunolojik ve klinik olarak farkli 6zellikler ile seyreden heterojen bir neoplastik hastalik
grubudur. Bu farkliliklar nedeniyle yakin zamanda Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve
Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Orgiti (EORTC) tarafindan deri lenfoma

siniflandirma sistemi yayinlanmistir (Piliotis vd 2007, Willemze vd 2019).

Primer kutan6éz lenfomalar, esas olarak deride lenfotik proliferasyon gdsteren fakat
ileri evrede zamanla lenf nodu, kemik iligi ve i¢c organlara yayilabilen non-Hodgkin
lenfomalardir. Olgularin %75’ini kutanéz T hicreli lenfomalar (KTHL) ve %25'ini ise
kutan6z B hucreli lenfoma (KBHL) olugturur (Sokotowska-Wojdyto vd 2015, Willemze vd
2019a). Primer kutan6z T hucreli lenfomalar diger deri lenfomalari ile kargilastinidiginda
en sik goérilen lenfoma tipi olmakla birlikte deride bulunan malign klonal CD4" T
lenfositlerle karakterize bir hastalik grubudur (Keehn vd 2007). KTHL lerin yillik insidansi
ise bati ulkeleri icin 1/100000 olarak bildirilmigtir ( Willemze vd 2018). KTHL’lerin en sik
gorilen iki alt tip Mikozis fungoides (MF) ve Sezary Sendromudur (SS). MF, kutanéz T
hicreli lenfomalarin %60’ in1, tim primer kutandz lenfomalarinda %50’sini kapsamaktadir
(Willemze vd 2019). MF’in etyolojisi ve molekiler patogenezi henliz tam anlamiyla tespit
edilememistir. Cesitli immunolojik, genetik ve cevresel hipotezler Uretilmis olmakla
birlikte son yapilan arastirmalar sonucunda kabul edilen hipotez ise T hicrelerin
kontrolstiiz proliferasyonu ile programl hiicre oOliumi olarak bilinen apoptoz
mekanizmasina kargi gelistirilen diren¢ ve bunun sonucu olarak da kronik kutandz
inflamasyonun lenfoma gelisimini tetikledigi yonindedir (Lidija Kandolf Sekulovi¢ vd
2009).

Erken MF suphesi bulunan vakalarin yavas bir seyir gdstermesi, klinik ve histopatoloji
sonuglari arasindaki uyumsuzluklar ve ayrica klinik ve patolojik olarak bening
dermatozlarla karigtiriimasi  durumlari  ayiricit tanida ciddi zorluklara sebep
olabilmektedir. Ekzema ve psoriasis gibi gruplari da igeren bening inflamatuvar
hastaliklar ile erken MF olgulari arasindaki klinik benzerlik gdzlemciler tarafindan
goreceleri degerlendirmelere neden olabilmektedir (Nashan vd 2007). MF tanisinda en
sik kullanilan yontemler histopatoloji ve immunohistokimyasal yontemler olmakla birlikte
bu durum hastalardan birgok defa biyopsi alinmasina neden olmakta ve hastalarin
yasam kalitesi de etkilenebilmektedir. Son yillarda MF tanisinda daha etkili, hizli sonug
alinabilen, duyarliligi yiksek ve ayrica hastalar igin invazif olmayan yontemler de

aranmaktadir. T hudcre reseptér (THR) gen yeniden dizenlenmesinin dermatoloji



alaninda da kullaniimaya baslamasi ile lenfoid klonalitenin ve baskin klonun tespit
edilebilmesi ve derideki inflamasyonun poliklonal ya da monoklonal olup olmadiginin

belirlenmesi tanida yardimci yontemler olarak kullaniimaktadir (Kazakov vd 2004).

MF hakkinda tum bilgilerimize ragmen hastaligin etyopatogenezi, epidemiyolojik,
klinik ve genetik bilgilerimizdeki kisitlamalar ve histolojik 6zelliklerin tanisal degerinin tam
yeterli dizeyde olmamasi gibi durumlar ¢ok sik karsilasiimayan MF’in tani tedavi ve
hastaligin hucresel mekanizmasi ilgili yapilacak olan 6zellikle detayli molekuler biyolojik
¢alismalarin arttinlmasini  gerektirmektedir. Hastaligin altinda yatan molekdler
mekanizmalarin tespiti ve hastaligin farkl evrelerinde bu hastalikla iligkili hiicresel sinyal
iletim mekanizmalarindaki genetik dedisimlerin tespiti, bu degisimler ile klinikopatolojik
verilerin karsilastiriimasi hem hastaligin tani ve teshisinde hem de tedavisinde daha etkili

stratejilerin ortaya koyulmasina katki saglayacaktir.

1.1. Amag

Bu doktora tezinin amaci, molekuler biyolojik olarak alt mekanizmalari tam olarak
aydinlatilamamis olan mikozis fungoides hastalarinda Toll-benzeri reseptérler sinyal
yolagi ve bunlarlailigkili sinyal yolaklari arasinda nasil bir iligkinin oldugunun belirlenmesi
icin tum Toll-benzeri reseptorlerin ve bu sinyal iletiminde rol alan genlerin ve miRNA’lar
ile downstreamindeki hedef genlerin ekspresyon profillerinin degisimini belirleyerek
hastaligin mekanizmasindaki olasi rollerini hem hasta dokulari hem de hucre kultura
Uzerinden anlamaya c¢alismaktir. Ayrica T hlicre klonalite galismasi ile olgulardaki klonal

durumun tespiti ve klinikopatolojik veriler ile karsilastiriimasi amaglanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER ve LITERATUR TARAMASI

2.1. Pimer Kutanoz T Hiicreli Lenfomalar

Lenfomalar, Hodgkin ve non-Hodgkin lenfomalar olmak tzere iki alt gruba ayrilmakla
birlikte non-Hodgkin lenfomalar da nodal ve ekstranodal olarak siniflandiriimaktadir.
Primer kutandz lenfomalar, ekstranodal lenfomalarin alt tipi kabul edilmekte ve farkli
klinik gérinum, immunofenotip, prognoz ve histopatoloji ile iliskilendiriimektedir. T ve B
hucrelerinden kdken alan heterojen bir lenfoma grubu olan primer kutan6z lenfomalarda,
lezyonlar deride baglamakla birlikte i¢ organlar ve lenf noduna yayilim da
gosterebilmektedir. Tum deri lenfomalarinin yaklasik %75’lik kismini olugturan T hicreli
lenfoma grubu diger lenfomalardan farkli yaklagsimlar gerektirmesinden dolayi
dermatoloji acisindan da 6nemli bir yere sahiptir (Bradford vd 2009, Criscione ve
Weinstock 2007, Morris 2012, Piliotis vd 2007).

1997 yilinda Avrupa Kanser Tedavisi Arastirma Organizasyonu (EORTC) tarafindan
yayinlanmis olan lenfoma siniflandirmasinda, lenfomalarin molekiiler, klinikopatolojik
immunolojik ve sitogenetik bulgulari degerlendirilerek ortaya koyulmustur (Kigikoglu
2006). Ancak daha sonra Dinya Saglik Orgltii (WHO) ve EORTC tarafindan énceden
yapilan bu siniflandirma revize edilmis ve yeni bir siniflandirmaya gidilmigtir. Son
guncelleme ise 2018 yilinda yapiimis ve bazi mindr degisiklikler yapilarak yeni
siniflandirma raporu yayinlanmigtir. Kutanéz T hcreli lenfomalarin siniflandiriimasi
Tablo 2.1°de verilmigtir. En sik karsilagilan kutanéz T hicreli lenfoma alt tipleri mikozis
fungoides ve sezary sendromdur ve bati Ulkeleri icin yillik insidansi da 1/100000 olarak
bildirilmigtir (Willemze vd 2019).

Tablo 2.1 2018 yili Diinya Saglik Orglti ve Avrupa Kanser Tedavisi Arastirma
Organizasyonu kutandz T hucreli lenfoma siniflandirmasi (Willemze vd 2019)

WHO-EORTC Siniflandirmasi-2018 Frekans (%) 5 yillik
sagkalim (%)

Kutanoz T Hucreli Lenfoma (KTHL)

Mikoizs Fungoides (MF) 39 88
Mikoizs Fungoides Varyantlari
Foliklotropik MF 5 75
Pajetoid retikuloz <1 100
Granilomat6z gevsek deri <1 100

“Devami arkada”



Sezary sendromu (SS)

Eriskin T hicreli Idsemi/lenfoma <1 Veri
Belirtilememis

Primer kutanéz CD 30+ lenfoproliferatif
bozukluklar(LPDs)

Primer kutan6z anaplastik buyidk hacreli | 8 95
lenfoma

Lenfomatoid papuloz (LyP) 12 99
Subkutan pannikiilit benzeri T hicreli lenfoma 1 87
Ekstranodal NK/T hicreli lenfoma, nazal tip <1 16
Kronik  Aktif Epstein- Barr viris (EBV) | <1 Veri
Enfeksiyonu Belirtilememis
Primer kutane periferik T hdcreli lenfoma, nadir | <1 11
alt tipler

Primer kutandz y/& T Hucreli Lenfoma <1 31

Primer kutane agresif epidermotropik CD8+ T | 6 100
hicreli lenfoma (gegici)

Primer kutan6z CD4+ kicuk/orta buyuklikte T | <1 100
hicreli lenfoproliferatif bozukluk (gegici)

Primer kutanéz CD8+ T hucreli lenfoma | <1 100
(gegici)
Primer kutandz periferal T hticreli Lenfoma (Aksi | 2 15
belirtiimemis)
Kutanoz B Hiicreli Lenfoma (KBHL)
Primer kutane marjinal zon B hucreli lenfoma 9 99
Primer kutane folikler merkez hucreli lenfoma 12 95
Primer kutane difiiz buyuk B hicreli lenfoma, | 4 56
bacak tipi
Epstein- Barr viris (EBV)+ mukokutandz Ulser | <1 100
(gegici)
intravaskiiler bilyiik B hiicreli lenfoma <1 7




2.2. Mikozis Fungoides
2.2.1. Tanim ve Epidemiyoloji

Mikozis Fungoides en sik karsilagilan primer kutandz lenfoma tipidir. Non-
Hodgkin lenfoma lenfomalar'in %1’inden azini olusturan MF, kutandéz T lenfomalarin
%60’In1 ve tum primer kutandz lenfomalarinda %50’sini kapsamaktadir (Yamashita vd
2012). MF ilk olarak, 1806 yilinda Fransiz hekim Alibert tarafindan kesfedilmis ve
hastaligin terminal evresindeki mantara benzer gorinim sebebiyle bu isimle
tanimlanmistir. Klinik olarak kronik ve yavas ilerleyen bir hastalik olan MF genellikle CD4
(+) yardimci T hucrelerinden kdken almakla birlikte yama, plak, timér ve eritrodermi
evreleri olmak tGzere dort evrede izlenen bir hastaliktir. Prognoz, uzun sireli sagkalimdan
hizli ilerleyen olimcil sonuglara kadar degisiklik gosterebilmektedir (Kim-James ve
Heffernan 2001). MF tipik olarak ortalama 55-60 yasinda tani alan erigkinleri etkilemekle
birlikte erkek-kadin goérilme orani 1,6-2:1 olarak rapor edilmistir. Ayrica c¢ocukluk
c¢aginda veya adoélesan dénemde de gorulebilmektedir. (Denis vd 2019, Olsen vd 2007).
insidans 1995’ten bu yana stabil olarak seyretmektedir. Yillik insidansi 0.3-1/100.000
olarak bildirilmistir. Zencilerdeki gértlme sikligi beyaz irka oranla daha fazladir ve Asya

populasyonlarinda daha az rastlanir (Trautinger vd 2017, James vd 2008).

2.2.2. Etiyoloji ve Patogenez

Cesitli genetik, cevresel ve immunolojik bazi faktorlerin (Sekil 2.1) mikozis
fungoides etyopatogenezinde, gelisimi ve progresyonunda rol aldigi duasundlmekle
birlikte etyotapogenezi tam olarak aydinlatilamamistir (Schmidt vd 2006, Sokotowska-
Wojdyto vd 2015). Yapilan calismalarla ortaya koyulan veriler 1s1dinda ileri surtlen
hipotezlerden birisinde, sitogenetik degisimler sonucunda surekli bir antijenik
stimulasyon ile MF gelisiminin tetiklenmesi durumunun malign T hucreli fenotipin ortaya
cikmasinda rol aldigi 6ne surtlmustur. Diger bir hipotezde ise, viral ajanlarin uyarisina
bagli olarak T hucrelerdeki malign transformasyonlar ve surekli viral antijenik
stimulasyonun MF gelisiminde rol oynadigi belirtiimistir (Querfeld vd 2019, Schmidt vd
2006).



Otoantijenler CLA+ Efektor Hiicreler
Stper Antijenler l Kemokinler
Bakteriyel Antijenler Th1 sitokin profili
(Staphylococcus aureus, —_— . PR (IL-7, IL-17,
Helicobacter pylori) IL-18, IL-21, IL-22)
Viral Antijenler T Hiicre Klonu Th2 sitokin profili
(HTLV-1, EBV,CMV (IL-4, IL-5)

Sekil 2.1 Mikozis Fungoides patogenezinde etkili olan faktérler (Sokolowska-Wojdylo
vd 2015’ den modifiye edilmistir)

Genetik Faktorler:

Literatirde MF’e genetik yatkinlik ve ailevi gegisle ilgili de ¢ok az arastirma
bulunmaktadir. ik ailesel MF olgusu bir anne ve kizinda bildirilmis olup daha sonra
literatlire gecgen ailesel MF olgulari bulunmaktadir (Hodak vd 2005, WILE ve KNERLER
1938). MF etiyolojisine yonelik olarak insan I6kosit antijenleri (HLA) Uzerine yapilan
arastirmalar bulunmaktadir. israil popilasyonunda yapilan bir calismada insan Idkosit
antijeni (HLA) klas-2 HLADRB1*11 ve —DQB1*03 allel sikhidinin normal popilasyona
oranla daha sik tespit edilmesi ile bazi genetik faktorlerin bu MF etyopatogenezinde ve

gelisiminde rol oynayabilecegini ortaya koymuslardir (Hodak vd 2005).

Onkogenler, tumoér baskilayici genler ve DNA tamiri ile iligkili olan genlerdeki
mutasyonlar da timér gelisiminde rol oynamaktadir. Genetik yapisinda degisiklikler
meydana gelen lenfositlerde viral ya da baska bir antijen tarafindan uyarim sonucunda
kontrolstiz hlcre bolinmesi gerceklesebilmektedir. Ayrica mutasyonlar sonucunda
hicre bolinmesinin kontrolden ¢ikmasi ve programli hicre 6lumu olarak adlandirilan
apoptoz mekanizmasinin igletilememesi gibi durumlarla birlikte anormal yapih
lenfositlerdeki kontrolsiiz proliferasyon artisi primer T hucreli lenfoma gelisimini
baslatabilmektedir. Yapilan bir galismada primer kutanéz hicreli lenfomada bu durum
bcl-2 protein ekspresyonundaki artis ile iliskilendirilmistir (Mao vd 2004). Ayrica hiicre
dongusunun regulasyonunda goérev alan p15 ve p16 genlerinde meydana gelen
mutasyonlar ya da kayiplarin MF hastalarindaki lezyonlarin tedaviye diren¢ ya da
progresyon gosterme ihtimallerinin digerlerine nazaran daha fazla oldugunu rapor
edilmistir (Navas vd 2000, Scarisbrick vd 2002). MF hastalarinda yapilan bir diger
calismada p16 (CDKN2a) mRNA ekspresyonun azaldigi tespit edilmis ve bu durumun
MF patogenetiginde rol oynayabilecegine dikkat cekilmigtir (Peris vd 1999). Primer
kutanéz T hucreli lenfomada yapilan bir diger arastirma sonucunda erken ve geg evre

MF hastalarinda NAV3 genindeki delesyon ve translokasyonlarda anlaml duzeyde



farkhlik tespit edilmistir. Erken evre MF hastalarindaki artmis NAV3 gen delesyonunun
MF teshisinde yeni bir belirte¢c olabilecegini ve kompleks kutanéz T hucreli lenfoma
patogenezinde rol oynayabilecegini rapor edilmistir (Karenko vd 2005). Yapilan bir diger
arastirmada ortaya koyulan rapora gore kutan6éz T hucreli lenfoma patogenezinde rol
oynadigi disunulen ve belirlenen genlerin ekspresyon degisimleri ve birbiri ile olan

etkilesimleri gosterilmistir (Sekil 2.2) (Dulmage ve Geskin 2013).
Virasler:

Virtslerin bazi hematolojik hastaliklardaki etiyolojik rollerinin bilinmesi MF
etyopatogenezinde de rol alabilecegini distndirmis ve bu konuda yapilan cesitli
calismalarda bes virls c¢esidinin Uzerinde durulmustur. Bunlar, o6zellikle insan T
lenfotropik viris (HTLV) basta olmak Uzere, herpes simpleks viris (HSV), insan herpes
viris 6, (HHV), Epstein-Barr viris (EBV) ve insan immin yetmezlik virisudur. Elde
edilen sonugclar virtslerin primer etyolojik faktdr olmaktan c¢ok kutandéz T hicreli
lenfomada immunsupresyona ve tumor gelisimine sebep olan ikincil faktor olarak rol
aldigini ortaya koymaktadir (Kim-James ve Heffernan 2001, Schmidt vd 2006, Zucker-
Franklin ve Pancake 1994).

immunolojik Faktorler:

MF olgulari ile yapilan ¢alismalarda deri immunitesinin farkli diizeylerde degistigi
durumlarda biyolojik tedaviler ile dengenin tekrar kuruldugu ve konagin kendi antitimaral
cevabi ile hastaligin kontrol altina alindidi ortaya koyulmustur (Naji vd 2001). Neoplastik
T hicreleri bellek tipi helper (yardimci) T hcrelerinin CD3+, CD4+, CD45R0O+, CD8-
karaktere sahip fenotipin 6zelliklerini sergiler. Ayrica nadiren CD4-, CD8+ karakterine
sahip matur sitotoksik T hucre fenotipik 6zelligi de sergilenebilmektedir (Willemze vd
2005).
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Sekil 2.2 Kutan6z T Hucreli Lenfoma patogenezinde rol oynayan 6nemli genler ve
etkilesimleri (Dulmage ve Geskin 2013)

T lenfositlerin primer yonelim organi deri olmakla birlikte bu hiicrelerin deriye
gbginde epitelyum ve keratinosit arasindaki farkliliklar rol oynamaktadir. Deride
meydana gelen stres ve hasar gibi hiicresel durumlarda ilk yanit olarak sitokin salinimi
uyarilir. Bu durum ayrica I6kosit birikimine ve kutandz inflamasyonun baslatiimasina
sebep olmaktadir (Akkaya 2004). Yapilan arastirmalar sonucunda sezary sendromunda
ve tiiméral mikozis fungoides evrelerinde CD4+ T hiicrelerden koken alan ve interldkin
(IL) -4, IL-5 ve IL-10 gibi Th2 sitokinlerinin saliniminin gerceklestigi neoplastik T
hiicrelerinin rol oynadigi ortaya koyulmustur. ileri evredeki MF hastalarinda gériilen Th2
sitokinlerindeki artisin Th1 aracili antitiméral cevabl bozarak immunsupresyona katki
sagliyor olabilecegi dusunulmektedir (Dummer vd 2000). Ayrica IL-2 reseptorunun T
hicrelerindeki stimilasyonunun JAK/STAT (Janus Family Kinases/Signal Transducer
and Activator of Transcription) sinyal iletim yolagindaki g¢esitli proteinlerin
fosforilasyonunu tetikleyip aktivasyonuna sebep oldugu ve béylece MF mekanizmasinda
malign T hucrelerinin surekli aktive halde kalmalarini sagladigi rapor edilmistir (Girardi
vd 2004). Sekil 2.3'de interldkin degisimleri ve mikozis fungoides evrelerine gore degisimi
gOsterilmistir (Wong vd 2011).
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Sekil 2.3 Erken ve ge¢ evre MF/SS'de sitokin ekspresyonlarinin hicresel degisimi
(Wong vd 2011’ den modifiye edilmistir)
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Radyasyon, gines isinlari, deterjan, dezenfaktan, zehirli maddeler ve hava
kirliligi gibi cevresel ve endustriyel bazi drtnlerin kutanéz T hdcreli lenfoma geligimi ve
kronik antijen uyarimi ile iliskili olabilecegi rapor edilmis olmakla birlikte kapsamli ve teyit

edilmis vaka kapsamli calismalar ile desteklenmemistir (Kotz vd 2003).

2.2.3. Klinik

Esas olarak deride lenfotik proliferasyon gdsteren fakat ileri evrede zamanla lenf
nodu, kemik iligi ve i¢ organlara yayilabilen gosterebilen MF yavas seyirli bir kutanéz T
hicreli lenfoma tipidir. Genellikle govde, kalga, aksilla, ekstremite proksimalleri gibi
glnes gérmeyen alanlarda olusan lezyonlarla karakterize olan klasik Alibert-Bazin MF
tipi, klinik olarak dért ana evrede izlenmektedir. Bunlar yama, plak, timér ve eritrodermi
evreleridir. Bunlarin diginda atipik belirti gsteren farkli patoloji ve farkl klinik seyirle

izlenen farkl alt klinik formlari da bulunmaktadir (Ferahbas 2007).
a) Yama Evresi

MPF’in ilk baslangi¢ evresini olusturan ve genellikle glines gérmeyen kisimlari basta
olmak Gzere vicudun cgesitli yerlerinde yerlesim gdsterebilen lezyonlarin oldugu evredir.
Genital bdlge ve mukozalarda pek tutulum olmamakla birlikte meme, govde ekstremite

Ust kisimlari sik lezyon goértisen alanlardir. Degisen siddette kasinti varlig
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g6zlemlenebilir. Klinik agidan seyri yavas olan bu evrede diizensiz olan lezyonlar,
yaklasik 2-3 cm ile 10-15 cm veya daha genis ¢aplarda, eritematdz ve hafif skuaml
seklinde gorular. Ayrica lezyonlarda T lenfosit monoklonalitesinin varligr da
yapilan molekuller calismalarla gosterilmigtir. (Latkowksi vd 2003, Cerroni vd
2004, Baykal 2004).

b) Plak Evresi

Plak evresi, yama déneminden uzun zaman sonra, lezyonlar dogrudan yama tarzi
lezyonlarin Ustinde ya da yama tarzi lezyonlarin zamanla derinde infiltre olmasi seklinde
baslayabilecegi gibi direkt olarak deriden de novo olarak da gelisebilmektedir. Plak evresi
lezyonlari oldukca keskin sinirli, deriden hafif kabarik sekilde kahverengi kirmizi renkli
diz veya egzamatize ylzeyli ve siklikla blylk ve asimetrik yapili olabilmektedir. Plaklar
erken evrede vicudun %10’'undan azinda sinirli olmakla birlikte ge¢ evrede daha yaygin
olabilmekte vicudun bas, boyun ve ekstremitelerinde durumlarda sik tutulum
go6zlemlenebilmektedir (Cerroni vd 2004, Baykal 2004, Keehn vd 2007).

c) Tumor Evresi

Yama ve plak evresine nazaran daha nadir gérulen timér evresi farkli bayuklik ve
sekillerdeki nodullerle karakterize olup bu noduller eski yama ve plak tipi lezyonlarin
Uzerinde veya dogrudan saglam deri Uzerinden ¢ikabilmektedir. Vicudun her yerinde
ortaya c¢ikabilmekte ve diger deri lenfomalarindan farkh olarak beraberlerindeki rezidiel
yama ve plaklardan dolayi farklilik géstermektedir. 1 cm veya daha blyulk caplarda
olabilen lezyonlarin rengi morumsu kirmizi veya kirmizi kahverengi seklindedir.
Lezyonlar yarim kure seklinde veya hastaligin isminin de ortaya ¢ikmasinda kullanilan
mantar seklindedir. (Cerroni vd 2004, Baykal 2004, Keehn vd 2007). Hastahgin ileri
evrede oldugunun, koéti prognozun ve tedaviye direncin de habercisi olarak kabul
edilmekte olan bu evrede, klinik, histolojik ve immunolojik incelemeler de oldukca
onemlidir. Bu evrede bulunan hastalarin lenf nodu ve i¢ organlardaki tutulumu ilerlemis
olup ayrica beraberinde sekonder olarak bakteriyel infeksiyonlar ve sepsis
komplikasyonlari da gorulebilir. Hastalarin yarisinin  Stafilococcus aureus ve
Pseudomanas aureginosa ya bagli sepsislerden kaybedilebildigi ve ortalama yasam
suresinin 11-36 ay oldugu rapor edilmistir (Fung vd 2002, , Baykal 2004, Ferahbas 2007,
Keehn vd 2007).

d) Eritrodermi Evresi

Dogrudan baslayabilecedi gibi daha dnceki MF lezyonlarinin progresyonu sonucu

olarak da baslayabilmekte ve nadiren gortlmektedir. MF tanisi konmus ve takipte olan
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eritrodermi gelisen hastalar eritrodermik MF olarak adlandirilir. Eritrodermik MF’te
dermatopatoloji olduk¢a degisken olup vicudun %80’ninden fazlasinda kirmizi parlak,
eritem ve skuamla kapl olup simetrik olarak sadlam deri adaciklari gézlemlenmektedir
(Kotz vd 2003, Vonderheid 2006, Ferahbas 2007).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarla MF’in ¢cok sayida deri hastaligini taklit ettigi
ve dzellikle de erken lezyonlarinin dermatozlar ile karistirilabilecegi ve bu nedenle guglu
bir klinikopatoloji ile tani koyulabilecegi rapor edilmistir. Klasik Alibert-Bazin tipi diginda
MF’in farkli klinikopatolojik 6zellikler ile atipik deri belirtileri gosteren farkh klinik formlari
gbzlemlenebilmesi nedeniyle bu farkl tipler WHO-EORTC siniflandirmasinda MF’in
klinik varyantlari olarak kabul edilmektedir. Bunlardan en sik karsilasilanlan MF
varyantlari; “Vezikllo-bulléz MF, Syringotropik/Adneksotropik MF, Hipopigmente MF,
Hiperpigmente MF Palmoplantar MF, Poikilodermik MF, Hiperkeratotik/Verrikéz MF,
Vegetatif/Papillomatéz MF, Pigmente purpura benzeri MF, Pistiiler MF ve iktiyoziform
MF” olarak adlandiriimaktadir. Mikozis fungoidesin klinik ve patolojik farklliklara sahip
subtipleri de “Folikulotropik MF, Pagetoid retikilozis, Granulomatéz MF, Granulomattz

Gevsek Deri Sendromu” olarak siniflandiriimaktadir (Ferahbag 2007).

2.2.4. Prognoz

MF, uzun sagkalim aralidina sahip olan bir malign lenfoma tipi olup hastaligin
prognozunda hastalidin evresi, baslangi¢ yasli, lezyonlarin derideki karakteri ve tipi,
lezyonlarin deride ve deri disindaki tutulumlari ve yayginligi gibi parametreler rol
oynamaktadir. Ayrica hastaliin sepsis ve diger agir enfeksiyonlar gibi komplikasyonlarla
seyretmesi durumunda agresif bir seyir gézlemlenmektedir. (Kim vd 2003, Rein
Willemze vd 2019). MF’te klinik seyir olduk¢a deg@isken olmakla birlikte bazen hastaligin
seyrinde spontan gerilemelerinde oldugu da rapor edilmigtir. WHO-EORTC 2018 MF
raporunda 5 yilik sag kalim sonuglarinin %88 dizeylerinde oldugunu bildirmislerdir
(Tablo:1). Yama ve plak evrelerindeki hastalarin sag kalim sureleri daha uzun olmakla
birlikte deri digi tutulumun oldugu ekstranodal T hicreli lenfomalarda 5 yillik sag kalim
yuzde 50’nin oldukga altinda kalmaktadir (Willemze vd 2019).

2.2.5. Tani

MF ¢ok uzun tarihe dayanan bilgi birikimi ve iyi ¢alisiimis olan klinik 6zelliklerinin
bilinmesine ragmen, bircok dermatozu taklit edebilmesi ve mikozis fungodides
lezyonlarini tanimlayan spesifik histopatolojik paternin olmamasi gibi durumlar nedeniyle
taniya ulasiimasinda olduk¢a dikkat gerektiren, patolog, onkolog ve dermatologlar

tarafindan multidisipliner bir calisma ve ortak inceleme ile tanisi koyulabilecek karmagik
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bir hastaliktir. Hastaligin tanisi klinik, histopatolojik, immunogenetik, flow sitometri ve T
hicre reseptdri gen rearranjmani gibi molekdler biyolojik yontemleri de iceren cesitli
testlerin bir araya getirilip klinikopatolojik korelasyonu sonucu ortaya koyulur (Keehn vd
2007).

Histopatoloji, tani icin altin standart olarak kabul edilmekle birlikte erken evredeki
tani koyma sikintilari nedeniyle, epidermis ylzeyini arttirmak amaciyla punch biyopsi
yerine insizyonel biyopsilerin alinmasi da tercih edilebilir. Ayrica, klinik siphenin devam
edip histopatoloji ile kesin sonu¢ verilemeyen durumlarda, 3 veya 6 aylik araliklarla deri
biyopsileri alinip takibinin yapiimasi da tani koymada uygulanan ve yapilmasi gereken
metotlardir (Kazakov vd 2004, Erkin 2004). Ayrica histopataoloji ile kesin tani
koyulamamigs durumlarda t hlicre reseptdr gen rearanjmani ¢alismasi PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) tabanli olarak parafin bloklardan veya taze veya donmus dokulardan
derideki infiltre T hiicrelerin monoklonal ve poliklonal karakterli olup olmadigini da ortaya

koyarak skorlama ve tanida yardimci yéntem olarak kullaniimaktadir (Erkin 2004).

2.2.5.1. Histopatoloji, immunofenotip ve Molekiiler Teknikler

Mikozis fungoides hastaliginda farkli siddette papiller dermiste Ilenfosit
infiltrasyonunun oldugu ve bu hicrelerin epidermise ilerledigi bilinmektedir. Histopatoloji
sonuglari lezyonlarin klinik evresine gore farkhlik gosterebilmekle birlikte, klasik MF’te
dermisteki lenfosit infiltrasyonu, epidermal tabakadaki atipik lenfosit infltrasyonu veya
“Pautrier mikroabseleri” olarak adlandirilan atipik lenfositlerin epidermal tabakadaki
ekzositozuna bagli kiimelenmesi durumlari beklenen histopatolojik bulgular olarak
karsimiza ¢cikmaktadir (Guitart vd 2001, Smoller vd 1995).

immunfenotiplendirme icin lenfoid antijen ekspresyonlarinin hiicre veya
dokulardaki monoklonal antikorlar yardimiyla tespiti tanida yardimci olan
immunohistokimyasal bulgular i¢in gogu olguda, malign karaktere sahip hlcrelerin hafiza
T hacre fenotipine (CD3+, CD4+, CD8-) ve az sayidaki olgu igin ise, sitotoksik T htcre
fenotipik (CD3+, CD4-, CD8+) ve CD4-, CD8- 6zelliklerinin tagindigi saptanmistir. Erken
dénem MF igin, lenfositlerin immunofenotipik farkhliklarinin olusmamasina veya bazen
gec evre MF hastalarindaki T hicre ekspresyonlarinin kaybi gibi sebeplerle
immunohistokimyasal bulgularin  taniya yardimci olamayacadi durumlar igin
immunofenotipleme ve T hicre klonalite tespitinden yararlanilir (Florell vd 2006, Hodak
vd 2006, Whittam vd 2000).

Bir diger tani koymada yardimci olarak kullanilan yontem, T hucre klonalitesinin
molekuler biyolojik teknikler ile calisiimasidir. Yapilan kapsamlh bir kutandéz T hicreli

lenfoma tanisi almig (mikozis fungoides/ Sezary Sendrome) hasta populasyonuna sahip
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bir arastirmada, hastalara ait biyopsi drneklerinde multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
teknigi ile yapilan calismada T hicre klonalitesi ve klonal karakter tespit edilmis ve elde
edilen sonuclara gére, multipl PCR ve heterodupleks analizinin, KTHL hastalarinda
%92,7 gibi bir oranla yilksek tanisal hassasiyetle iliskilendiriimistir. Klonal bir T
hicresindeki gen yeniden dizenlenmesinin  bulunmasi, MF deri skoru,
immunofenotipleme ve histolojik paternle de yakindan iliskili bulunmustur (R Ponti vd
2005). T ve B hicre klonalite calismalarinda daha eskilerde Southern blot ve
gunimizde polimeraz zincir reaksiyonu ve takiben hererodupleks analizi
kullaniimaktadir. Kaliteli DNA izolasyonu yapilmig biyopsi materyalinde ya da parafin
bloktan baskin klonal T hicre popillasyonu bu yoéntemler yardimiyla kolayca
belirlenebilmektedir (Galper vd 2010, Hagedorn ve Kiefer 1977, Onsun vd y.y., Shapiro
vd 1987, Simon 1987). Bu ydntemlere ek olarak tanida yardimci olabilecek DNA
sitometri, nikleer morfometre ve kromozomal ¢alismalar da kullaniliyor olsa da rutinde
Ulkemizde immunohistokimyasal analizler disindaki diger yoéntemler g¢ok sik
kullaniimamaktadir (Galper vd 2010, Hagedorn ve Kiefer 1977, Shapiro vd 1987, Simon
1987). Bu yontemlerin toplu degerlendirilip skorlama ¢alismasi yapilarak da tani koyma

islemleri gerceklestiriimektedir (Onsun 2007).

2.2.6. Evreleme

Mikozis fungoides icin ¢cok cesitli evreleme sistemleri ortaya koyulmus olmakla
birlikte Bunn ve arkadaslari tarafindan gelistirilen evreleme sistemi bunlarin igindeki en
basit ve kabul goren sistemdir. Bu evreleme sistemi TNM yani “timdrnod-metastas”
olarak adlandiriimistir. Bu sistem zaman iginde periferik kan degisikliklerini icerecek
sekilde revizyon ve modifikasyonlara ugrayarak TNMB sistemi olarak glincellenmigtir
(Bunn ve Lamberg 1979, Hwang vd 2008). Bu evreleme sisteminin kabul géren hali

Tablo 2.2'de verilmigtir.

Tablo 2.2 Mikozis fungoidesin TNBM siniflamasi (Bunn ve Lamberg 1979, Onsun
2007)
Deritutulumu(m
To: Klinik ve/veya histopatolojik olarak supheli bulunan lezyon
T1: Sinirh plak, papul ya da yamalar (Deri yuzeyinin<%10)
T.: Yaygin plak, papiil ya da yamalar (Deri yiizeyinin>%10)
Ts: Tiimorler
T4: Eritrodermi
‘LenfNodu tutulumu(ny)
No: Lenf nodu klinik olarak tutulmamis ve histoloji normal
N: Lenf nodu klinik olarak tutulmus ve histoloji normal
N2: Lenf nodu klinik olarak tutulmamis ve histoloji MF
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Ns: Lenf nodu klinik olarak tutulmus ve histoloji MF

Mo: Yok
Mi: Var (Patolojik tani1 koyulmus)

Bo: Periferik kanda atipik hiicre sayisi <%5 (Sezary yok)
B1: Periferik kanda atipik hiicre sayusi> %5 (Sezary var)

2007 yilinda ISCL (Uluslararasi Kutanéz Lenfomalar Dernegi) ve EORTC
(Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Orgiitii) tarafindan giincellemesi yapilan kiitandz
Non-Hodgkin lenfomalar evrelendirmesinde, lezyonlu hastalardaki yasam suresi lezyon
tipi, plak ve yama evreleri, tedavi secimi ve T hicre klonalitesi degerlendirmesi gibi
kriterler de eklenerek son sekli verilmis olup glinimuizde de hala gecerliligini korumakta

olan bu evrelendirme sistemi (Tablo 2.3) kullaniimaya baslamistir (Olsen vd 2007).

Tablo 2.3 MF ve SS’de guncel ISCL/EORTC siniflamasi (Olsen vd 2007)

T1 Cilt ylzeyinin % 10'unundan azini kaplayan sinirli
yamalar*, papliller ve / veya plaklar.(T1la (sadece yama)
ve T1b (plak + yama)

T2 Cilt ylzeyinin%10'unu kaplayan yamalar, papuller veya
plaklar. Ayrica T2a (sadece yama) ile T2b (plak yama)

arasinda siniflandirilabilir.

T3 Bir ya da daha fazla timér (=1 cm ¢ap)

T4 %80 vicut yizey alanini kaplayan eritrodermi

NO Klinik olarak anormal periferik lenf nodu yok, biyopsisi
gerekli degildir

N1 Klinik olarak anormal periferik lenf nodu, histopatoloji
Dutch** evre 1 NCI veya LNO-2
Nla Negatif Klon
N1b Pozitif Klon
N2 Klinik olarak anormal periferik lenf nodu; histopatoloji
Dutch** evre 2 veya NCI LN3
N3 Klinik olarak anormal periferik lenf nodu; histopatoloji

Durch** 3-4. veya NCI LN4; klon pozitif veya negatif
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N4 Klinik olarak anormal periferik lenf dagumleri; histolojik
teyit yok

MO ic organ tutulumu yok

M1 ic organ tutulumu var (patoloji raporu olmali ve tutulumun

oldugu organ spesifik olarak belirtiimelidir)

BO Belirgin  kan tutulumunun yoklugu: Periferik kan

lenfositlerinin%5'i atipik (Sézary) hicrelerdir.

BOa Negatif Klon
BOb Pozitif Klon
Bl Dusuk kan tumor yuku: Periferik kan lenfositlerinin%>5'i

atipik  (Sezary) hucrelerdir ancak B2 kriterlerini

kargilamamaktadir

Bla Negatif Klon

B1b Pozitif Klon

B2 Yuksek kan tumor yuku: 21000/uL Sezary hicresi, pozitif
klon*

* Polimeraz zincir reaksiyonu ya da Southern blot teknigi ile belirlenen t hiicre klonu
** Dutch evreleme: Mikozis fungoides ve Sezary sendromunda histolojik olarak lenf

nodunun dort evreli olarak siniflamasi

2.2.7. Tedavi

MF tedavisinde temel amaglar, sag kalimin arttirimasi, en az yan etki ile yasam
kalitesinde iyilesme ve semptomlarda gerilemelerin saglanmasi olmakla birlikte tam
anlamiyla iyilesmenin oldugu bir tedavi bulunmamakta ve remisyon saglanabilse bile MF
nikslerle de seyredebilmektedir. Evre, lezyon tipi, yas, klinik belirtiler, hastanin genel
durumu gibi ¢esitli parametreler tedavi segimi icin dnem arz etmektedir. MF hastalarinda,
deride meydana gelen lezyonlar tam olarak baskilanamasa ve diger agresif neoplazilerle
karsilastirildiginda iyilesme tam anlamiyla saglanamasa bile hastaliyin kontrol altinda
tutulup olusabilecek enfeksiyonlara mani olmak ve her tirli yan etkiyi engellemek iyi
prognoz belirtileri olarak degerlendiriimektedir (Kaye vd 1989, Li vd 2012, 2012,
McFarlane vd 2005, Whittaker vd 2003). MF tedavisinde kullanilan gesitli ilaglar olmakla
birlikte daha efektif sonu¢ veren ilaglarin gelistirilebilmesini saglamak Uzerine yeni
arastirmalar yapilmaktadir (Oka ve Miyagaki 2019). Yapilan tedaviler kapsaminda
hastaliyin progresyonunun ne kadar baskilandiginin tam olarak ortaya koyulamamasi
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gibi durumlar hastaligin net tedavi basarisinin oraninin ve bu alandaki algoritmalarin
tespitinin  yapiimasini  giiclestirmektedir. Ideal tedavinin ortaya koyulmasinda
dermatologlar, onkologlar ve patologlar arasindaki is birligi ve yakin iletisimin guglu
olmasi 6nem arz etmektedir (Kaye vd 1989, McFarlane vd 2005, Onsun 2007).

MF tedavisinde deriyi hedef alan tedaviler, sistemik tedaviler ve biyolojik ajan
diuzenleyiciler olmak lzere Ug¢ tedavi protokoll vardir. Tek ajanin ortaya koydugu toksik
etkiyi azaltmak amaciyla ¢esitli ajanlarin ¢coklu ve kombine sekilde sinerjistik etkilerini
iceren tedaviler de MF tedavisi igin dnerilmektedir. Deriyi hedef alan tedavi kapsaminda
uygulanan tedavi yontemleri; “Topikal Steroid, Topikal kemoterapi (nitrojen mustard ve
karmustin), Topikal etinoid (bexaroten), Foto(kemo)terapi, Topikal imiquimod,
Radyoterapi ve Fotodinamik tedavi” seklindedir. Biyolojik cevap duzenleyiciler
kapsaminda uygulanan tedavi ajanlari; “interferonlar, Retinoidler, Denildkin Diftitoks
(Dab3891l-2), Ekstrakorporeal Fotoferez (EKF), Vorinostat” ile “Alemtuzumab ve
Allojenik Kemik iligi Nakli” de uygulanmaktadir(Tefferi ve Wilcox 2016, Taslidere 2010).
Duvic tarafindan olusturulan, Sekil 2.4’te verilmis olan KTHL Primer Tedavi Haritasi

evreye gore tedavi segeneklerini iceren bir dizi basamaklar 6zetlenmistir (Duvic 2015).

CTCL Primer Tedavi Haritasi

— IA(Siurh | 1B/NIA (Yaygin | 1B (Timér) |||(aumm)
D yama/plak) yama/plak) |

Nitrogen Mustard

-~ PUWK ¥IFN/Other — —{—

Terapi Basarisizliklari

Oral Bexarotene

Deneysel Terapi

Sekil 2.4 KTHL evrelere gore primer tedavi haritasi (Duvic 2015’den modifiye edilmigtir)
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2.3. T Hiicre Reseptorii (THR) ve Klonalite

2.3.1. T Hiicre Reseptorii: Yapi ve Fonksiyonlari

T ve B hicreleri immun sistemde goérevli olup ayni zamanda lenfoproliferatif
kokenli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda da rol oynayan temel hicrelerdir. Bu hicreler
yuzeylerinde immun fonksiyonun yerine getiriimesinde rol oynayan T hiicre reseptori
(THR) ve immunoglobdlin (Ig) reseptorlerini tagsimaktadirlar. Timusta olgunluga ulasan
lenfositler tasidiklari yizey markerleri ile CD4+ T helper (yardimci) tip ve CD5+/CD8+ T-
sitotoksik/ T supresor karakterlerini kazanarak periferik kan ve lenfoid sisteme katililar.
Sekil 2.5’te gosterildigi gibi T hicreleri tasidiklart T hiicre reseptéri ve antijen sunan
hicredeki major histokompatibilite kompleksi (MHC) ile yabanci antijenleri tanimaktadir
(Cakiroglu ve Anadolu 1999).

insanlarda T hiicrelerin gogu (%95) alfa (a) ve beta (B) alt Gnitelerini icerirken
kiguk bir T hiicre alt tip grubu da (dogal éldaricu sitotoksik hiicrelere benzer aktivitedeki
T hicrelerinin reseptoérleri) gamma (y) ve delta (d) alt Unitelerini icermektedir. Alfa (a) alt
Unitesi 40-50 kDa, beta (B) alt tGnitesi 35-47 kd agirliginda olup disulfit bagiyla membrana
bagli olarak heterodimer seklindedir ve X-ray krsitalogrofisi ile yapisal karakterleri
belirlenmigtir. Diger iki alt birimden gamma (y) Unitesi 55 kd agirhiginda ve delta ()
Unitesi 40 kd agirhgindadir. Yaklasik 300 aminoasit uzunlugunda olan THR zincirinde iki
temel domain bulunmaktadir. Bunlar olduk¢a degisken sekanslar iceren ekstraselltler N-
terminal kisim olarak bilinen degisken (variable-V) bodlge ve kisa sitoplazmik kuyruk
iceren yuklu transmembran kisim olarak bilinen sabit (constant-C) bdlgedir (Terhune ve
Cooper 1993, Cakiroglu ve Anadolu 1999).
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Sekil 2.5 Ornek olarak CD4 T hiicresi kullanilarak yapilan peptit antijen MHC kompleksi
ile TCR ile baglanti semasi (Web_1)

2.3.2. T Hucre Reseptor Gen Rearranjmani (Yeniden Diizenlenmesi)

T hlcre reseptorini kodlayan genler kromozom 7 ve kromozom 14 Uzerinde
lokalizedir. TCRd (TCRD) ve TCRa (TCRA) zincirini kodlayan genler 14q11-12, de
lokalize iken TCRB(TCRB) ve TCRy (TCRG)’y1 kodlayan genler de sirasiyla 7q32-35 ve
7p15te lokalizdir. Gen segmentlerinin duzenlenmesi immunoglobulinlerdeki gibi V
(degisken), D (cesitlilik), J (birlesme) ve C (sabit) seklindedir (Hodges vd 2003). Sekil
2.6'da T hicre reseptdri genlerinin organizsayonu gdsterilmistir. V, D ve J segmentleri
antijen tanimadan somrumlu olan V domain ekzonlarini olugturmak Uzere T hucre
gelisimi sirasinda yeniden dizenlenerek kombinasyonu arttirir. T hlicresi repertuvarinin
cesitliligi sadece farkli V, D, J rekombinasyonlarinin bir birlegsimi degil ayni zamanda
kavsak bolgelerinde (V-J, D-J ve V-D) nukleotid insersiyon ve delesyon islemlerinden de
kaynaklanmakta olup bdylece ¢ok cesitli antijenlerin taninmasi igin gesitliligin artmasi
saglanmaktadir (Hodges vd 2003, Yoshikai vd 1985) . Tablo 2.4’'te T hucre reseptor
genlerinin sahip olduklari segment sayilari ve kromozosmal lokalizasyon bilgileri

sunulmustur.
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Sekil 2.6 T hlcre reseptdri gen organizasyonu (Hodges vd 2003)

MHC (HLA) sistemi (Gulwani-Akolkar vd 1995) ve THR gen polimorfizmleri
(Gomolka vd 1993) ile enfeksiyon (Soudeyns vd 2000) ve superantijenler (Bernal vd
1999) gibi cevresel faktorleri iceren gesitli intrinsik ve ekstrinsik faktérler insanlarda T

hlcre reseptor repertuvarinin ekspresyonel diizeylerini etkilemektedir (Hodges vd 2003).

Tablo 2.4 T hicre reseptorlerini kodlayan genler ve kromozomal organizasyon bilgileri
(Hodges vd 2003)

TCRa  14q11-12 70 0 61 1
(TCRA)
TCRB  7q32-35 67 2 13 2
(TCRB)
TCRy 7p15 14 0 5 2
(TCRG)
TCRS = 14q11-12 8 3 4 1

(TCRD)
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2.3.3. T Hiicre Klonalitesi

T hicre klonalite testi, T hlicre proliferasyonlarinda klonal cesitliligin ve baskin
klonun spesifik ve tekrarlanabilir sekilde degerlendiriimesine imkan taniyan énemli klinik
ve arastirma degerine sahip bir testtir. Belirli bir T hiicresi antijene maruz kaldiginda,
TCR'lerde somatik hipermutasyon gorilmez (Janeway vd 2001). Dolayisiyla, belirli bir T
hicresi klonunun 6zgulligu, yeniden duzenleme gergeklestiginde statik kalir; bu ortak
antijen 6zgulligu, o populasyonun klonotipi olarak adlandirilir (Yassai vd 2009). Bir T
hicre populasyonunun klonotipi, T hdcrelerin antijen 6zgulligini ve ayrica bilesik
dizenlemelerde yer alan spesifik V ve J genlerini Uretmek igin gereken benzersiz
sekanslarin molekdiler bir aciklamasidir. Belirli bir T hiicre klonunda dért TCR lokusunun
hepsinin agsamali olarak yeniden dizenlenmesi mimkin oldugu g6z éntne alindiginda,
kesin THR klonotiplemesi, yeniden duzenlenmis THR gen transkriptlerinin
sekanslanmasini gerektirir (Mahe vd 2018). Klonalite degerlendirmesi, her zaman
malignite anlamina gelmese de, bazi reaktif sirecler blytk klonal lenfosit populasyonlari
icerdiginden, malign lenfoproliferasyonlarin tanisinda énemli bir aractir (Groenen vd
2012, Langerak vd 2007).

Klonalitenin saptanmasinin mimkin olmadidi durumlarda ya da maliyeti
azaltmak amaciyla daha ucuz ve ayni zamanda molekiler hassasiyeti yliksek Southern
Blotlama (SB) veya polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile klonal durumun belirlenmesi
islemi gercgeklestiriimektedir (Dongen vd 2003). T hicre reseptori ile klonalite
calismalarinin rutin olarak testlerinin baglamasi 1980’li yillara dayanmakta olup yine bu
yillarda yapilan gesitli yayinlarla birlikte klonalite testlerinin lenfoproliferatif hastaliklarin
tanisal galismasina uygun oldugu rapor edilmistir (Bertness vd 1985, Dosaka vd 1989).
Southern blot yontemi ile ilk baglarda klonalite ¢alismalarinda altin standart olarak kabul
goren bir molekuler teknik olarak uzun yillar uygulanmigsa da fazla miktarda ve yuksek
kaliteli DNA molekiliine ihtiyagc duymasi dolayisiyla parafin blok calismalarindaki
yetersizligi ve surekli olarak taze doku ve kan ile galismaya uygun olmasi, zaman alici
ve oldukca fazla emek gerektirmesi gibi sebeplerle yerini daha kolay ve bu dezavantajlari
ortadan kaldiran bir yontem olan PCR’ a birakmistir (Dongen vd 2003). Daha yakin
zamanlarda, PCR tabanli T hicre klonalite analizlerini daha da standart hale getirmek
icin uluslararasi kabul gérmis PCR primer setleri tanitiimis ve rutin c¢alismalarda
multipleks PCR yardimiyla ayni anda c¢ok fazla primer setinin c¢aligiimasi
kolaylastiriimistir. Zaman iginde BIOMED primer seti olarak adlandirilan PCR bazli TCR
klonalite analizinde en sik kullanilan primerler, hem immunoglobulin hem de TCR
klonalite degerlendirmesi icin multipleks primer setlerini icermekte ve Kklinik

laboratuvarlarda rutin test sonucunda tani koymada yardimci olarak kullaniimaktadir
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(Dongen vd 2003, Langerak vd 2012). Yalanci pozitifligi ortadan kaldirmak amaciyla
heterodupleks analizi veya Genscan analizleri yapiimaktadir. GenScan ve / veya
heteroduplex analizleri ile yapilan Multipleks PCR bazl klonalite testi ve degerlendirmesi

dinya ¢apinda bir standart haline gelmistir (Groenen vd 2012, Matthews vd 2004).

2.3.4. Mikozis Fungoides ve T Hiicre Klonalitesi

KTHL'nin klonotipik yapisinin belirlenmesi klinik tani, prognoz ve KTHL
evrelemesinde kullanildigi igin pratik olarak énemlidir (lyer vd 2019) . Weiss ve
arkadagslari, T hdcreli reseptdr (TCR) gen yeniden dizenlemelerinin molekuler analizini
derinin lenfoproliferatif hastaliklarina uygulayan ve MF'deki hastalarin cilt ve lenf
dugumlerinde klonal yeniden dizenlemeleri tarif eden ilk kisilerdir (Weiss vd 1985).
Klonal T hicre popilasyonu KTHL, erigkin T hicreli |16semi / lenfoma, pityriasis
lichenoides, ve aktinik retinoid (AR) ler ve kiicuk plak parapsoriasisi gibi hastaliklarda
saptanmis ve calisiimaktadir (Qiu vd 1997). Ozellikle MF igin, yeniden diizenlenmis TCR
genlerinin molekuler tespiti, dermatopatik lenfoadenopati gdsteren lenf nodlarinda
MF'nin erken tutulumunu dogrulayabilir (lyer vd 2019, Qiu vd 1997). Son vyillarda,
kutan6z lenfomlardan MF igin, arastirmacilar T hiicre reseptdor gama ve betanin
degisimine odaklanmakta ve tani koymada ve baskin klonu tespit etmede klonal
gelisimin tespitinden yararlanmaktadirlar (R Ponti vd 2005, Xu vd 2011). Yapilan
calismalarda T hucreli lenfomalarin yaklasik %50-90'ninda THR gamanin yeniden
dizenlenmesinin oldugu rapor edilmistir. MF evrelerine gbre yapilan arastirmada tespit
oranlarinin yama fazi i¢in% 52 -% 75, plak fazi i¢in% 73 -% 83 ve timar i¢in% 90 -% 100
oldugu belirtilmistir. Elde edilen sonuglarin 6zellikle erken MF teshisinde yararli bir ara¢
oldugu rapor edilmistir. THR gama yeniden duzenlenmesinin THR betaya oranla daha
yuksek oldugu ortaya koyulmustur (Xu vd 2011). Marks ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir diger arastirmada, THR gen yeniden dizenlenmesi ile MF evreleri arasinda bir
iliskinin oldugu Ozellikle ge¢ MF evrelerinde Vy1-8 bdlgesinde rearranjman oldugu
ortaya koyulmustur (Marks vd 2018) . Yakin zamanda BIOMED-2 primerleri kullanilarak
THR beta yeniden diizenlenmesi ile yapilan bir molekiler analiz ¢alismasinda kutan6z
T hacreli lenfomada JB1 ile hastaligin siddeti arasinda bir iliski oldugu ortaya koyulmustur
(Morgan vd 2006). Hsiao ve arkadaglar tarafindan MF’yi dusundiren hasta grubu igin
yapilan bir galismada THR gama rearrajmani ile yapilan PCR galismasinda %71
oraninda pozitiflik bulmuslardir (P.-F. Hsiao vd 2007) .

Yapilan bu ve benzeri tum aragtirmalar sonucunda THR gen rearranjmaninin
KTHL tanisindaki roli ve katkisi ortaya koyulmustur. Bu ve yeni ¢ikan tekniklerle ilgili

olarak 6zellikle rutin galismalarin ortaya koyulmasinda, molekdler biyologlar, onkologlar,
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hematologlar, dermatologlar, patologlar ve immunologlar arasindaki yakin iletisimin, en
guvenilir taniya ulasmak i¢in mevcut tim verilerin entegrasyonunun saglanmasinda

onemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

2.4. Toll-Benzeri Reseptorler (Toll-like Reseptorleri, TLR)

2.4.1. TLR Ailesi, Yapi, Lokalizasyon ve Ozellikler

“Toll benzeri reseptdr” adi, Drosophila melanogaster sineklerinde kesfedilen bir
transmembran reseptériine yapisal ve fonksiyonel benzerlikten taretilmistir. Toll,
Drosophila embriyonik gelisimi icin bir dizenleyici gen olup, embriyonel dorsoventral
ekseninin belirlenmesinden sorumludur. Yapilan ileri dizey calismalarda bu genin
susturulmasi durumunda meyve sineklerinin mantar enfeksiyonuna bagh olarak
oldigunin gozlemlenmesi Uzerine bu genin anti-fungal olarak etki gosterdigi rapor
edilmistir (Lemaitre B vd 1996, Petry ve Gaspari 2009). Daha sonraki yillarda bu genin
hem omurgalilarda hem de memelilerde de kesfedilmis ve dogal immiunitede rol aldig:
belirlenmis olup dogal immunite elemanlari olan makrofaj, monositler, B hicreleri ve T
hicrelerinin spesifik tipleri ve dentritik hicreler gibi immun hicreleri ile miyofibroblast,
adipositler gibi immun olmayan hiicrelerde eksprese edilen tip | transmembran proteini
olarak tanimlanmiglardir (Kundakgi ve Pirat 2012, Cario 2005).

Toll benzeri reseptérlerin G¢ boluma bulunmaktadir (Sekil 2.7a) (Akira ve Takeda
2004). Bu bolumlerden birincisi, 550-980 amino asitlik ekstraselliler bélim olup ligand
taninmasinda rol oynayan l8since zengin (LRR: leucine-rich repeats) tekrar boélgeleridir.
Transmembran heliks bélima ikinci kismi olustururken Gglncl boélim de toll-like
interldkin-1 (TIR) reseptdr bolimi olup yaklasik 200 aminoasitten olusan, sinyal
yolaklarinin baglangici olan intraseliler kisimdir (Akira ve Takeda 2004, Takeuchi ve
Akira 2002).

Buglne kadar TLR ailesine ait fareler ve insanlarda 13 lye tespit edilmis olup
ayri ayri insanda 11, farelerde ise 12 TLR Uyesi saptanmistir. Bunlardan TLR 11, TLR
12 ve TLR 13 sadece farelerde eksprese edilmekte olup insanlarda eksprese
edilmemektedir. Bir yada daha fazla sayidaki mikrobiyal molekuler baglanabilen TLR’ler
hucre yuzeyi, endozom, endolizozom ve lizozom gibi hucre bilesenlerinde lokalize olup,
kendileriyle homodimer yaparak etkilesim gosterebildikleri gibi koreseptorleri veya
aksesuar molekulleriyle heterodimer olarak da etkilegebilirler (Botos vd 2011, Erickson
vd 2008, Kawai ve Akira 2010). Ligand baglandiginda dimer yapan iki TLR’nin
ekstraseluler kisimlarin “m” seklinde géruntu olusturdugu kristallogarfi ¢alismalarinda
ortaya koyulmustur (Sekil 2.7b) (Botos vd 2011).
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TLR'ler lokalizasyonlarina gére, hiicre yizeyi TLR'leri ve hiicre i¢i TLR'leri olarak
iki alt aileye siniflandirilir. Hiicre yizeyi TLR'leri TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 ve
TLR1Q'u igerirken, hicre i¢i TLR'ler endozomda lokalize edilir ve TLR3, TLR7, TLRS,
TLR9, TLR11, TLR12 ve TLR13'U icerir (Kawai ve Akira 2010, Kawasaki ve Kawai 2014).
Hucrelerdeki ekspresyonu dinamik olan TLR igin ortaya ¢ikan ligand spesifitesi de
farkhlik géstermektedir. Ortamda ligand yokken nonkovalent dimer olusturan TLR’ler icin
belirli ligand tanimlamalari yapilmis olup, TLR 10, TLR 12, TLR 13 igin ligandlar hentz
belirlenememis durumdadir (Erickson vd 2008, Kanzler vd 2007) . Tablo 2.5'te TLR
reseptdrlerinin belirlenmis olan ekzojen ve endojen ligandlari ve adaptér proteinleri ile
sentezini indUkledigi inflamatuar mediatdrler olan sitokin ve kemekoinler belirtiimigtir.
TLR’ler spesifik olarak ilgili ekzojen ve endojen ligandlarini tanimakta ve bodylece
hicredeki gesitli genlerin ekspresyon seviyelerini uyarmakta ve bunun sonucunda da

dogal immunitenin aktive olmasini saglamaktadir (Konat 2008).

IL-1R TLR

lg-like
domain

a) b)

Sekil 2.7 a) Toll benzeri reseptorler igin tasarlanmis yapisal model (Akira ve Takeda
2004) b) TLR i¢in dimer olusturdugunda ortaya ¢ikan sematize kristallografi modeli ve
TLR2 ve TLR6 dimer 6rnegdi (Botos vd 2001)
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Tablo 2.5 TLR ligandlari, adaptér proteinleri ve indiikledigi sitokin ve kemokinler (inci ve
Piskin 2007, Erickson vd 2008, Given ve Can 2012)

TLR1 Triagil lipopeptidler - MyD88/MAL | IL-6, IL-10, TNF-
alfa
TLR2 Lipoproteinler, gram | hsp60, MyD88/MAL | IL-6, IL-10, TNF-
pozitif peptidoglikanlar, ' hsp70, hsp96 alfa, IL-1B
Lipoteikoik  asitmantar,
viral glikoproteinler
TLR3 Cift zincirli RNA mRNA TRIF IFN-Gama
TLR4 LPS(lipopolisakkarit), hsp60, MyD88/MAL, | IFN-Gama, IL-113
viral glikoproteinler hsp70, TRIF, TRAM
hsp96,
Fibronektin
EDA Domain,
Fibrinojen
TLR5 Flagellin - MyD88 IL-6, IL-10, TNF-
alfa,
TLR6 Diagil liopeptidler, - MyD88/MAL | IL-1P
TLR7Y Tek zincirli viral RNA, @ - MyD88 IFN-Gama
klguk sentetik bilesimler
TLR8 Tek zincirli viral RNA, | - MyD88 IFN-Gama
kiguk sentetik bilesimler
TLR9 Metillenmemis CpG Kromotin IgG MyD88 IFN-Gama
DNA kompleksi
TLR10O Bilinmiyor - Bilinmiyor -
TLR11 Uropatojenik bakteri | - MyD88 -
faktorleri, profilin
TLR12 Bilinmiyor - Bilinmiyor -
TLR13 Bilinmiyor - Bilinmiyor -
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2.4.2. TLR’nin Sinyalizasyonu

TLR sinyal yolagi Uzerine yapilan c¢alismalar surekli olarak artmakta ve yeni
bulgularla bu yolakta goérev alan genler, mikro RNA’lar (miRNA), uzun kodlamayan
RNA’lar gibi 6zgin ve yeni moleklller yolaga katiimaktadir. Bu arastirmalar devam
ederken kabul gérmis olan MyD88 (myeloid farkllasma faktért 88) bagimli ve MyD88
bagimsiz (TRIF bagimli) yolak olmak Uzere iki ana sinyal yalagina ayrilmaktadir (Akira
ve Takeda 2004). Adaptor proteinlerden MyD88, MAL (MyD88 adapter-like), TRIF (TIR
Bolgesi IFN-beta indukleyen adaptor proteini”), TRAM (TRIF iligkili adaptor molekdul), ve
TIRAP (TIR iligkili protein) TLR sinyal yolaginda rol alan ©6nemli molekulleri
olusturmaktadir. Sinyal yolagindaki diger anahtar proteinler ise, IL-1 reseptdr iligkili
kinazlardan IRAK1, IRAK2 ve IRAK4 proteinleri, TAK1 (TGF activated protein kinaz)
TRAF (TNF reseptor iligkili faktor) yer almaktadir (inci ve Pigkin 2007, Glven ve Can
2012, Akira ve Takade 2004).

TLR sinyal yolaginin aktivasyonu ligandin baglanmasini takiben TLR’lerin
dimerizasyonu ile baglamakta olup sonrasinda, TIR domain kisimlarina TIR domainine
baglanma bolgesi iceren adaptér proteinlerin (MyD88, TRIF, TRAM, MAL gibi)
baglanmasi gergeklesir. Boylece downstream de gorev alan proteinlerin aktivasyonu igin
ara basamak gerceklesmis olur. TLR3 disindaki tim TLR’ler MyD88 proteinine ihtiyag
duymakta olup, TLR4 ise sinyal iletimini aktarmak ic¢in hlicre zarindan endozomlara
gecer. Adaptor proteinlerin baglanmasini takiben, IRAK ve TRAF etkilesimleri
gercgeklesir ve bu durum MAPK (mitogen activated protein kinaz), JNK (JUN N-terminal
kinaz) ve p38 gibi gesitli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu tetiklenmektedir. TLR
sinyal iletiminin downstream hedefleri arasindaki yer alan temel transkripsiyon faktorleri
NFkB (Niiklear Faktor kappa B) ve IRF (interferon regulatory factor), CREB (cyclic- AMP
responsive element binding protein) ve AP1 (Aktivator Protein 1) gibi transkripsiyon
faktorleridir. TLR aktivasyonuna bagli olarak hicrenin verdigi temel cevap pro-
inflamatuar sitokin ve kemokinlerin Uretilmesidir (Akira ve Takeda 2004, Kawasaki ve
Kawai 2014, L. A. J. O’Neill ve Bowie 2007, Yamamoto vd 2003). TLR sinyal iletim yolagi
ve downstreamindeki hedef proteinler ile proteinler arasi etkilesimler Sekil 2.8'de

gosterilmistir (Web_2).
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TLR5, 10,11, 12 & 13

Frodnflammalory.
= Cylokines aryd interfarces

e

Nucleus

Sekil 2.8 TLR Sinyal iletim Yolag diyagrami (Web_2)

2.4.2.1. MyD88-Bagimh Yolak

TLR sinyal yolaginda TIR domainleri ile MyD88 ve MAL proteinleri ile
etkilesmesinden sonra “Myddosome” olarak anilan IRAK kinaz ile bir kompleks
olusturlar. Myddosome formasyonun olusumu sirasinda IRAK4, IRAK1 i aktiflestirip
otofosforilasyonunu tetikler. Sonrasinda IRAK1 MyD88'den ayrilir. Fosforillenen IRAK 1
TRAF 6’y1 reseptor kompleksine geker (Kawasaki ve Kawai 2014, Lin vd 2010). TRAF 6
ubikutin ligaz 6zelligine sahiptir ve kendi ubikutinlesmesini tetikler ve ubikutinlenmis
TRAF6, TAK1 ve iligkili proteinler olan TAB1, TAB2, TAB3'U aktiflestirir. Bu aktiflesme
sonucunda IKK (Inhibitor of nuclear faktor kappa B) kompleksleri ve MAPKK’lar uyarilir
(Ajibade vd 2013, Z. J. Chen 2012, Kawasaki ve Kawai 2014). Boylece ERK, JNK, p38
gibi MAP kinazlar ile NFkB ve AP1 gibi transkripsiyon faktorleri aktiflesir. Bu durum
sonucunda TNF alfa, IL-1, IL-6, IL-12 gibi inflamatuar iligkili faktorlerin transkripsiyonu

aktive edilmis olur (Guven Maiorov vd 2013, Kawasaki ve Kawai 2014).

2.4.2.2. MYD88-Bagimsiz (TRIF-Bagimh) Yolak

TRIF-bagimli yolak, TLR3 ve TLR4 tarafindan kullaniimaktadir TLR4, hem
MyD88-bagimh hem de MyD88-bagimsiz yolagi kullanabilmektedir. TRIF-Bagimh
yolakta, TLR3, TRIF Gzerinden TRAF ve IRF3 ve IRF7’nin uyariimasini saglayarak,
TLR4 ise TRAM lzerinden TRIF’i uyararak Tip 1 IFN inflamatuar sitokin yanitini tetikler.
Ayrica TLR4, IRAK4 ve TRAF aktive edilmesi Uzerinden NFkB transkripsiyon faktérinu
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aktive uyararak proinflamatuar sitokin yaniti tetikleyebilir (Kawasaki ve Kawai 2014, L.
A. J. O’Neill ve Bowie 2007).

2.4.3. Dermatolojik Hastaliklarda Toll Benzeri Reseptorler

TLR’lerin oldukga genis hastalik grubu ile iligkili oldugu rapor edilmistir. Bunlar
arasinda kanser, kardiyovaskuler hastaliklar, otoimmun hastaliklar, diyabet, dermatolojik
hastaliklar gibi olduk¢a genis yelpazedeki hastaliklar bu gruba girmektedir (Guven ve
Can, 2012). TLR'ler deride keratinositlerden, fibroblastlara, makrofajlardan T ve B
hicrelerine kadar olduk¢a ¢ok sayidaki hiicre ¢esidinde eksprese edilebilmektedir. Son
yillarda yapilan ¢galismalarda TLR’ler ile kutandz konak¢l savunmasinda bakteri, virls ve
mantar kaynakli patojenlere karsi gelistirilen biyolojik mekanizmalarda goérev aldigi
gosterilmistir.  TLR'lerin pek c¢ok dermatolojik hastahigin patofizyolojisinde rol
oynayabildigi ve bircogu ile iligkili oldugu rapor edilmistir. Karaca ve Oztirk (2012)
tarafindan ortaya koyulan arastirmada bu dermatolojik hastaliklardan bazilari arasinda,
psoriyazis, kutanoz sifilik lezyonlar, atopik dermatit, behget hastaligi gibi hastaliklari
siralamiglardir (Karaca ve Oztiirk 2012). Mikozis fungoides ile yapilan calisma sayisi
oldukca kisith olup MF’te TLR2, TLR4 ve TLR9 ekspresyonlarinda artis oldugunu ve bu
artislarin derideki T lenfosit hicrelerinin kronik aktivasyonuyla iligkili olabilecegdi rapor
edilmistir (Jarrousse vd 2006). Ayrica yapilan bir diger arastirmada TLR7
ekspresyonunun MF’te azaldidi ve bu azalisin kullanigl bir prognostik faktor olabilecegi
degerlendirilmistir (ElI Tawdy vd 2017).

2.5. Mikro RNA’lar (miRNA’lar)

Mikro RNA’lar ~19-24 nukleotit (nt) uzunlugunda, hedef mRNA'lardaki
tamamlayici bolgelerle baz eslestirmesi yoluyla islev géren dolayisiyla translasyonun
baskilanmasina veya dogrudan mRNA degredasyonuna sebep olan kig¢lk kodlamayan
RNA’lardir (Bayraktar vd 2019, Chen vd 2013). Gelisim, farklilasma, homeostazi,
apoptoz, immun aktivasyon, sinyal iletim yolaklari ve karsinogenez gibi pek ¢ok biyolojik

olayin gergeklesmesinde rol aldiklari ortaya koyulmustur (Bartel 2004).

2.5.1. miRNA Biyogenezi

miRNA biyogenezinin temel basamaklari sirasiyla, miRNA genlerinden pri-
miRNA’larin transkripsiyonun gerceklesmesi, sonrasinda pri-miRNA’larin nukleus iginde
pre-miRNA’lara donusturilmesi ve en sonunda pre-miRNA’larin sitoplazmaya tasinip

burada olgun miRNA’lara dénusturiimesini kapsar (O’Brien vd 2018, Winter vd 2009).
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Pri-miRNA’lar, nukleusta RNA polimeraz Il tarafindan (bir kismi RNA polimeraz
[l tarafindan) transkribe edilmekte olup ayrica hairpin (sa¢ tokasi) yapisi, terminal ug
bdlgeleri ile ile cap’lenmis ve poli-adenillenmis olarak bulunur. Bu hairpin yapisi Drosha
olarak adlandirilan bir RNAaz Ill enzimi ve enzimin kofaktoru gorevini yapan DGCR’den
olusan kompleks tarafindan 60-70 nt uzunlugunda pre-miRNA’lara dénustarulir. Pre-
miRNA’larin nilkelustan sitoplazmaya tasinmasi igslemi RAN-GTP bagimli olarak
Exportin 5 (XPO5) araciligi ile gerceklesmektedir. Pre-miRNA’lar sitoplazmada diger bir
RNAaz Ill enzimi olan Dicer ile 21-24 nt uzunlugunda cift-zincirli olgun MiRNA'yi
olusturmak Uzere modifiye edilirler. miRNA ‘nin kendine 6zgl uglari ve uzunluklar
indiklenmis susturma kompleksi (RISC) tarafindan taninmada 6nemli olup, miRNA
zincirleri, RISC’i tamamlayicisi olduklari mMRNA molekiline yonlenediriri. RISC’in temel
bileseni olan Argonaute mRNA kesimi icin temel katalitik bolge islevini goérmektedir.
Boylece miRNA’nin RISC kompleksine ylklenmesi ile mRNA destabilizasyonu veya
translasyonel olarak baskilanmasi gerceklesir. Sekil 2.9'da miRNA biyogenezinin
basamaklari gdsterilmigtir. (Bartel 2004, Winter vd 2009, Gindogdu ve Celik 2009,
Saydam vd 2011, Hitit vd 2015).
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Sekil 2.9 miRNA biyogenezi (Winter vd 2009)
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2.5.2. miRNA ve Toll Benzeri Reseptorler iliskisi

Son zamanlarda vyapilan arastirmalar, miRNA’larin immun sistem
fonksiyonlarinin regulasyonunda Toll benzeri reseptorlerde dahil olmak Gzere
inflamasyon iligkili genleri hedefleyerek immun hicre fonksiyonlarinin gesitli yonleriyle
dizenlenmesinde rol alirlar. miRNA'lar bu dolayh dizenleyici rolinin yani sira, belirli
TLR'lerin fizyolojik ligandlari olarak da hareket edebilir ve immun yanitin sinyal kaskadini
baslatabilirler (Bayraktar vd 2019). Yapilan calismalar sonucunda hicrede histon
modifikasyonlari, DNA metilasyonu ve kodlanmayan RNA’lar gibi spesifik epigenetik
mekanizmalar igletilerek TLR’lerin transkripsiyonel cevaplarinin diizenlenebilecegdini
gOstermistir (Bayraktar vd 2019, Liew vd 2005).

TLR ve miRNA iligkisi tGizerine yapilan ¢alismalarda, miR-21, miR-146, miR-155
ve let-7 ailesi gibi gesitli miRNA gruplarinin TLR’leri, TLR sinyal yolaginda gorev alan
diger genleri ve ya sitokin mRNA’larini hedefleyerek inflamasyon, T hucre aktivasyonu,
hucresel infiltrasyon ve immun gelisimi gibi ¢esitli biyolojik sureglerde rol aldigi rapor
edilmistir (Bayraktar vd 2019, O’Connell vd 2010, L. A. O’'Neill vd 2011).

2.5.3. Kutanoz T Hiicreli Lenfomada miRNA’larin Rolu

KTHL patogenezi tam olarak aydinlatlamamis olmakla birlikte, antijen
stimulasyonu, SRC (proto-onkogen, non-reseptor tirozin kinaz) gen ekspresyonundaki
farkliliklar, sitokin sinyal iletimindeki ve apoptotik yolaklardaki disregilasyon ile
epigenetik degisiklerin rol oynadidi dusundlmektedir. Yakin zamanda yapilan
arastirmalar kapsaminda, patogenezde rol oynayan bu faktérlerin yaninda ayni
zamanda miRNA ekspresyon degisimlerinin de rol oynuyor olabilecegi 6nerilmektedir
(Girardi vd 2004, Ralfkiaer vd 2014).

Valencak ve arkadaslarn tarafindan yiksek DICER ekspresyonun KTHL igin
negatif prognostik faktér oldugunu rapor etmislerdir (Valencak vd 2011). Ayrica KTHL de
miR-155, miR-21 ve miR-199/214 ekspresyonlarinin upregule, miR-223 ve miR-150’nin
down-regule oldugu ve bazi miRNA’larin onkogenik veya timor baskilayici rol oynayarak
KTHL karsinogenezinde proliferasyon, apoptoz ve invazyon gibi hiicresel olaylarda rol
oynayabilecegi belirtilmistir (Ralfkiaer vd 2014, van Kester vd 2011). Literaturde kisith
sayida miRNA’lar ve KTHL'deki ekspresyon degisimi ile ilgili galisma bulunmakla birlikte
mikozis fungoides 6zelinde, 6zellikle erken MF ve ge¢ MF gibi evreler arasi miRNA

degisimlerinin belirlenmesi, kapsamli olarak hem hasta hem hicre hatti igeren miRNA
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profileme galismalarinin yapilmasi hastaligin patogenezinde énemli katki saglayabilir
(Ralfkiaer vd 2014).

2.6. Hipotez

Doktora tez calismamizin literatur taramasi kapsaminda belirtilen bilgiler 1si1ginda

hipotezleri,

1- Toll Benzeri reseptorlerin, bu yolakta gorev alan genlerin ve downstreamdeki
hedef genlerin ekspresyonlarinin hem mikozis fungoides hasta grubunda
hem hicre hattinda kontrole goére farkliik gdsterecegi ve patogenez
aydinlatiimasi agisindan bilgiler sunacagidir.

2- Toll benzeri reseptorler ile iligkili miRNA’larin ekspresyon degisimlerin
mikozis fungoides hasta grubunda ve hicre hattinda kontrole gore farkliliklar
goOsterecegi ve patogenez aydinlatiimasi agisindan bilgiler sunacagidir.

3- T hicre klonalitesinin mikozis fungoides tanili hastalarda klinik durum tespiti,

hastalik seyri ve tani koymada yardimci bir yontem olacagidir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Galigma Materyalinin Se¢imi, Toplanmasi ve Mikrotom ile Kesit Alma

Calismanin etik kurul izni Pamukkale Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 01.08.2017 tarih ve 10 sayili kurul karari ile

alinmistir. ilgili etik kurul izin belgesi EK-9’da sunulmustur.

Pamukkale Universitesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Anabilim dali ve Patoloji
Anabilim dali tarafindan ortaklasa tanisi koyulan ve Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Patoloji Anabilim Dali’'nda, parafin bloklara gémduliu (FFPE) sekilde arsiv materyali
olarak tutulan, “Mikozis fungoides” tanisi almis 52 vaka ¢alismaya alindi. Kontrol gruplari
ise arsivdeki parafin bloklardan timér komsulugundaki normal deri 6rnekleri alindi ve 50
adet kontrol calismaya dahil edildi. Calismaya dahil edilen vaka sayilari gic¢ analizi
yapilarak belirlendi. Gug¢ analizi kapsaminda orta derece etki buyukligu (d=0,5) kabul
edilerek yapilan analizde tez calismamizda en az 102 (her ¢alisma grubu igin 51) kisi
alindiginda %95 guvenle, %80 glgc elde edilecedi hesaplandi. Vaka segiminde erken
baslangi¢c evresinde yakalanmis ve tanisi kesinlesmemis vakalar calismaya dahil
edilmedi. Vakalarin segiminde klinikopatolojik olarak vakalar arasindan kesin tani almis
olanlar ¢alismaya dahil edildi. Calismada, olgulara ait %10 formaldehit solisyonu ile
tespit edilmis, parafin bloklara gémult (FFPE) doku érnekleri kullanildi. Tim olgulara ait
H-E boyall kesitler tanisal ve prognostik parametreler agisindan tekrar degerlendirildi.
Tdm olgulardan timoér dokusunu en iyi yansitan, icinde nekroz, kanama, inflamatuar
hicre ve stromal elemanlarin en az oldugu alanlari igeren kesitler belirlenerek, bu
kesitlere ait parafin bloklardan RNA ve genomik DNA izolasyonu igin 15 mikron
kalinliginda mikrotom cihazi (Leica RM2125RT, Almanya) ile ardisik seri kesitler alinarak

ependorf tiplerine koyuldu.

3.2. Hiicre Kiiltiri

Tez calismamizin hidcre kualtiru kisminda, pozitif kontrol grubu olarak mikozis
fungoides hicre hatti olan “MJ [G11] (ATCC® CRL-8294™) ATCC® Number: CRL-
8294)” ticari olarak temin edildi (Sekil 3.1). BJ (ATCC® CRL-2522™) deri fibroblast hiicre
hatti da MJ ile elde edilen sonuclarin karsilastirimasi amaciyla kendi stoklarimizdan
kullanildi. MJ hicresi suspanse olarak ¢odalan, mikozis fungoides ¢alismalarinda hicre
kaltdri modeli olarak kullanilan ve CD2 +; CD3 +; CD4 + karaktere sahip T lenfosit hiicre

hattidir. MJ ve BJ hicrelerinin 6zellikleri ve karakter bilgileri Tablo 3.1’de verilmigtir.
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MJ HUCRE HATTI (10x) BJ HUCRE HATTI (10x)

Sekil 3.1 Calismamizda kullanilan hicrelerin inverted mikroskop goruntileri (10X
blylitme)

Tablo 3.1 Calismada kullanilan hiicre hatlarinin karakteristik 6zellikleri (Web_3,
Web_4)

Ozellikler MJ [G11] (ATCC® CRL-8294™) BJ (ATCC® CRL-2522™)
Organizma insan (Homo sapiens) insan (Homo sapiens)
Doku Perifik kan Deri

Hiicre Tipi T lenfosit Fibroblast

Morfoloji Lenfosit Fibroblast

Kiiltiir Ozelligi Siispanse Aderent

Hastalik Kutan6z T Hucreli Lenfoma: Normal

Mikozis Fungoides
Yas-cinsiyet-Etnik 50 yas — Erkek — Kafkas Yeni dogan, Erkek
kdken

Hicre Kultdrindn temel basamaklarini hicrelerin  ¢ézilmesi, htcrelerin  kultlr
kaplarinda (petri, flask) cogaltiimasi, pasaj islemlerinin yapilmasi, deneylere hazir hale
getiriimesi, sayim iglemlerinin yapilmasi, dondurularak saklanmasi gibi islemleri
icermektedir. Calismamamizda kullanilan hicrelerin yasam faaliyetlerini devam
ettirmeleri ve deneylerin takibi icin kullanilan besi ortami%1 Sodyum Piruvat ve L-
glutamin iceren (2mM), %10 Fetal bovin serum (FBS) ve %1 non-esansiyel amino asit
ve 100IU/ml penisilin ile desteklenmis DMEM besi yeridir. Hucrelerin takibi, konfluentlik
durumlar ve karakterleri inverted mikroskop (Nikon, Japonya) ile izlenmis ve
kilturasyonlari 37°C de %95 nem ve %5 COZ2'li inkubatérde uygun kosullarda
yaplimisgtir. Pasajlama islemi, hicrelerin yogunluklari %85 civarina ulagtiginda, MJ

hlcresi stispanse oldugu icin direk, BJ hiicresi ise tripsinizasyonla (%0,05 Tripsin-EDTA)
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yapistigi flasktan kaldirilarak 1500 rpm de 4 dakika 15 ml kapasiteli falkon tipler iginde
santrifigasyon islemi sonucu c¢dken hicrelerin yeniden ekimi ile gergeklestirildi.
Hucrelerin hem hicre atiklarindan hem de 6lU hiicrelerden ayrilmasi igin yikama amagli
Fosfat Buffer Tampon (PBS) kullanildi.

Hucrelerin sayllmasinda Tripan mavisi dislama yontemi temel alinarak Neubauer
lami (Marienfeld-Superior, Almanya) kullanildi. Tripan mavisinin hicre sayiminda temel
kullanim prensibi, boya alan 61U hucrelerin ve canli huicrenin membranindan gegemedigi
icin boya almayan canli hucrelerin inverted mikroskop ile gozlemlendiginde ayirt
edilmesine, temel hiucre sekil ve membran yapisinin incelenmesine olanak
saglanmasina dayanmaktadir. Neubauer lami ile sayim igin 50 pl Tripan mavisi ve 50 pl
sayimi yapilacak hicre suspansiyonundan 1:1 oraninda olusturulan karsimdan 10 pl
alinip lamin Uzerine ekilip lamelle kapatildi. 10X buyUtmede 4 blyuk alanin sayildi ve
takiben asagida belirtilen formdl ile mililitredeki hiicre sayim islemi tamamlandi. Hicre
sayimi ile deneyler icin standardizasyonun saglanmasi ve esit sayida hicre ekimi
yapilmasi saglanmaktadir.

“Hucre sayisi” x 10.000

“Hucre Konsantrasyonu (hucre/ml)” =
“Alan sayisI” x “Seyreltme faktori”

Hucreler, sonraki deney basamaklari ve ileriye yonelik kullanim icin pasajlama
basamagindan sonra santrifligasyonla tripsinin uzaklastiriimasini takiben, dimetil
sulfoksit (DMSO) ile %10 DMSO orani olacak sekilde (9:1 oraninda besi yerindeki
hicreler ve DMSO ile) homojenize edilip kriyotlpler icinde -80 °C de dondurularak
saklandi. Dondurulan hicrelerin tekrar ¢ézlllp deney icin ekilmesi isleminde de -80 °C
de 6nceden dondurulan kriyotupteki hicrelerin hizli bir sekilde 37°C ye ayarlanmis olan
su banyosunda ¢oézdurilip 1500 rpm’de 4 dakika santrifigasyonundan sonra, DMSO
iceren eski besi ortami siipernatat ile dokilip uzaklastirildi. Uzerine taze besi yeri

eklenerek kultar kaplarina ekim iglemi yapilarak uygun kultir kogullarinda ¢ogaltildi.

3.3. RNA izolasyonu
3.3.1. Parafine Gomiilii Dokudan Kit ile RNA izolasyonu

Mikozis fungoides tanisi almis olan hasta secilen hasta grubuna ve kontrol grubuna
ait olan parafine gémuli bloklardan (FFPE:Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded,;
formalinle fikse edilmis parafine gémuli doku) mikrotom (Leica, Almanya) ile her biri 15
mikron kalinliginda olacak sekilde ayri ayri ependorf tuplerine RNA, miRNA ve DNA

izolasyonlari i¢in érnek alindi. 52 hastaya ve 50 kontrole ait 6rneklerden total RNA ve
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miRNA izolasyon islemleri Qiagen RNeasy FFPE kitleri (Cat. No: 73504, Lot:157055004)
ve Qiagen miRNeasy FFPE kit (Cat No: 217504) izolasyon kitleri ile yapildi. Total RNA
ve miRNA izolasyon kitleri protokoll ve kullanilan kimyasallar benzer olup kullanilan
kolonlari farklihk arz etmektedir. Total RNA izolasyonun temel basamaklari éncelikle
fazla parafinin uzaklastinlip deparafizasyonun gerceklestiriimesi ve takiben de uretici
firmanin kit prosediri kapsamin kolonlar yardimiyla RNA izolasyonun

gerceklestiriimesidir. Genel izolasyon protokolimiz asadida maddelendirildigi gibidir.

o Oncelikli olarak steril bisturi ve pens yardimiyla alinan mikrotom kesitlerinden
parafinler uzaklastirildi ve takiben 1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiplerinin Uzerine
deparafinizasyon amaciyla 1200 ul ksilen (Sigma-Aldrich) ilave edildi.
Kuvvetli vorteksleme islemi yapilarak homojenizasyon ve ksilenin tim dokuya
ksilenin nifus etmesi saglandi.

e Ksilen ilave edilen ornekler 56°C’ye ayarl etivde 16 saat inkiibasyona
birakildi.

e inkibasyon sonunda 14 000 rpm'de 5 dakika santrifiij islemi uygulandi.
Siupernatan dokuilerek peletin dagiimamasina dikkat edilerek uzaklastiriidi.

o Ksileni tamamen uzaklastirmak i¢cin 1200 uyl %100 etanol (Merck) ilave
edilerek kuvvetli vorteksleme ile alkoliin dokuya nifis etmesi saglandi ve
takiben 14 000 rpm’de 5 dakika santrifyj islemi uygulandi.

e Silpernatanin uzaklastiriimasini takiben, o6rnekler kapagi acik sekilde
37°C'ye ayarll etlivde 10 dakika inkiibasyona birakildi. Bdylece kalan
etanoliin tamamen uzaklastiriimasi saglandi.

o Parafini uzaklastirilan érnekler kit icerisinde temin edilen 150 pl Buffer PKD
eklenerek vortekslenmistir. 10000 rpm’de 1dk santrifdj islemi yapildi.

e 10 ul proteinaz K eklenerek pipetleme yapilmistir. Sonrasinda proteinaz K’'nin
aktivite gostermesi igin 56 °C 15 dk ve takiben proteinaz K’'nin inaktivasyonu
icin de 80 °C 15 dk inkiibasyon iglemi uygulandi.

o Elde edilen seffaf faz 2 mllik yeni mikro santrif(j tlptne aktarildi. Buz
Uzerinde 3 dk inkiibasyondan sonra 13 500 rpm’de 15 dakika santrifj islemi
yapildi.

e Sipernatant yeni mikrosantrifiij tiiptine aktarildi. 16 ul DNA Booster Buffer ve
uzerine 10 pl DNase | stok solusyonundan eklenerek ornekler oda
sicakhiginda 15 dakika inkibasyona birakildi.

e 320 pl kit ile temin edilen Buffer RBC ve 720 ul %100 etanol eklendi. 700 pl’lik
ornek RNeasy MinElute spin ¢oluma aktarildi. 10000 rpm’den blyuk devirde

15 saniye santrifuj edildi. Bu islem iki kez tekrar edildi.
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e 500 pl kit ile temin edilen buffer PBE RNeasy MinElute spin kolona aktarildi.
10000 rpm’den bulyuk devirde 2 dakika santrif(lj islemi uygulandi.

o RNeasy MinElute spin kolon yeni 2ml lik mikrosantriflij tiptne alinarak 5dk
yuksek devirde santrifigasyon yapildi. Sonrasinda yeni tlpe aktarilan
RNeasy MinElute spin kolonlarda 25 pl RNase-free water eklenerek 1 dakika
yuksek devirde santrifuj iglemi uygulad.

e Orneklerden RNA konsantrasyonunun ve saflik durumlarinin tespiti, izole
edilen RNA’nin 1 pl hacminde NanoDrop (Thermo) cihazr’nin kaidesine
yuklenerek spektrofotometrik olarak yapildi. Konsantrasyon ve saflik 6lgimu
sonrasinda RNA &rnekleri bir sonraki ¢calisma zamanina (cDNA sentezi ve
RT-PCR deneyleri) kadar -20°C’de saklandi.

3.3.2. Trizol ile Hiicre Hatlarindan Total RNA izolasyonu

e Hucreler 3x10° hiicre olacak sekilde sayilarak MJ hiicresi icin santrifljle
coktlrulen hicrelerin Gzerine 500 pl Trizol direkt olarak ve BJ hlicrelerinin ise
6 well plakalara ayni sayida ekilerek yapistiktan sonra 500 ul Trizol eklenip
cell scraper ile kazinarak mikrosantrifij tuplerine eklendi.

o Her bir mikrosantriflij tiptne 100 ul kloroform ilave edilip iyice pipetleme
isleminden sonra kloroformun iyice etki gdstermesi igin siddetli vorteksleme
yapilarak oda sicakliginda 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

e inkiibasyon tamamlandiktan sonra, sogutmali santrifiij (Hettich, Aimanya) ile
+4°C’ de 15.000 rpm’de 15 dk santrif(jj islemi yapildi. Santriflij sonunda tipte
olusan RNA'nin iginde bulundugu renksiz Ust faz alinip ayrn mikrosantrif(j
tlpune aktarildi.

e Toplanan ust fazin UGzerine 500 pl izopropanol (2-propanol) eklenerek
sogutmal santrifij +4°C’ de 15.000 rpm’ de 15 dk santrifuj edildi.

e Supernatant uzaklastirilarak olusan peletin Uzerine, %70’lik etanol konulup
temizleme amagli, +4°C’de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

e Spernatant atilip pelet oda sicakliginda biraz mikrosantrifiij tGpinin agzi
aclk kalacak sekilde hava ile kurutulmus ve peletin tzerine 40 ul nikleaz
icermeyen (RNase-DNase free) molekiiler biyolojik grade su ile ¢dzilmustir.

e Orneklerden RNA konsantrasyonunun ve saflik durumlarinin tespiti, izole
edilen RNA’nin 1 pl hacminde NanoDrop (Thermo ABD) cihazi’nin kaidesine

yuklenerek spektrofotometrik olarak yapildi. Konsantrasyon ve saflik élgimu
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sonrasinda RNA o&rnekleri bir sonraki ¢calisma zamanina (cDNA sentezi ve
RT-PCR deneyleri) kadar -20°C’de saklandi.

3.4. cDNA (Komplementer DNA) sentezi

RT-PCR ile mRNA dizeyindeki ekspresyon degisimlerini tespit etmek amaciyla
oncelikle yapilan Total RNA izolasyonunu takiben hem mRNA i¢cin hem de mikro RNA

icin revers transkriptaz enzimi ile ticari kitler yardimiyla cDNA sentezi gerceklestirildi.

3.4.1. mRNA Ekspresyon Degisimi igcin cDNA Sentezi

izole edilen total RNA’lardan RT-PCR 6ncesi, cDNA sentezi Applied Biosystems
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ABD, Cat.no: 4368814) ile Uretici
firmanin belirtmis oldugu prosedur dogrultusunda 96 well plakalar (Applied Biosystems™
MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate) kullanilarak StepOne Plus Real-Time
(Applied Biosystem,ABD) PCR cihazi ile gergeklestiriidi. cDNA sentez karisim
prosediru total RNA son konsantrasyon 2 ug olacak sekilde ayarlandi. cDNA sentez
karsimi  Tablo 3.2’de verilmistir. Karisim hazirlandiktan sonra kit protokold
dogrultusunda, cDNA sentezi icin 25°C’ de 10 dakika, 37°C’ de 120 dakika inkiibe edilmis
ve sure sonunda, enzimi inhibe etmek icin 85°C’de 5 dakika bekletilmistir. Sentezlenen
cDNA'lar, hem doku hem hiicre hatlarinda gruplar arasindaki mRNA ekspresyon
degisimini tespit etmek amaciyla Real-Time PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yapmak

Uzere -20°C’de muhafaza edilmisgtir.

Tablo 3.2 cDNA sentez kit karisimi (AB)

Total RNA Degisken
10X Random Primers 2 ul

25X dNTP karigimi 0,8 ul
10X RT tamponu 2 ul
RNAaz icermeyen su Degisken
MultiScribe™ Reverse Transcritase 1 pl

Son hacim 20 pl
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3.4.2. Mikro RNA Ekspresyon Degisimi igin miRNA cDNA Sentezi

Mikozis fungoides tanili hasta grubu ve kontrol grubuna ait parafine gémuli
dokulardan ve ayni zamanda BJ ve MJ hicre hatlarindan RNA izolasyonlari yapildi ve
takiben miRNA cDNA Synthesis Kit with Poly(A) Polimerase Tailing (Abm, Kanada) ile
miRNA cDNA sentezi gergeklestirildi. Kit protokolli Tablo 3.3'te belirtildigi gibidir. ilk
olarak tabloda birinci kisimda belirtilen kit komponentleri ve RNA karisimini hazirlandi.
Hazirlanan reaksiyon karisimi 37 °C de 30 dakika inkUibasyona birakildi. Takiben miRNA
Oligo (dT) adapter (10 uM) kit komponentinden 2 ul eklendi. Karisim 65 °C de 5 dakika
inklbe edildi ve takiben 1 dakika buz Ustlinde bekletildi. Tabloda ikinci kisimda bertilen
kit komponentleri eklenerek senteze devam edildi. Elde edilen total karisim 42 °C de 15
dakika, 70 °C de 10 dakika termal cycle (Techne, UK) da inklibe edildi ve takiben 4 °C’ye
alindi. RT-PCR calismalari gerceklestirilip miRNA ekspresyonlarinin analiz edilecegi
calisiimaya kadar -20 °C de muhafaza edildi.

Tablo 3.3 Mikro RNA CDNA Sentez kiti karisimi (abm)

Birinci Kisim
Total RNA Degisken
5X Poly(A) Polymerase Reaction 2 ul
Buffer
ATP (10 mM) 1,5 pl
25 mM MnCl; 1 ul
Poly(A) Polymerase, Yeast (1U/ pl) Degisken
RNase-icermeyen H,O Son hacim 10 ul ye
tamamlanir.
37 °C de 30 dakika inkiibasyon
Oligo (dT) adapter (10 uM) 2yl
65 °C de 5 dakika inkiibasyon
ikinci Kisim
dNTPs 1l
5X RT Buffer 4 ul
EasyScript™ RTase (200 U/ ul) 1l
RNase-icermeyen H,O 2 ul

Son Hacim 20 pl
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3.5. Real- Time PCR (Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Real-Time PCR, gen ve kodlanmayan RNA ekspresyon urininin kantitasyonu tespit
edebilmek icin kullanilan yiksek hassasiyetli molekuler temelli bir tekniktir. Real-Time
PCR yoéntemi kullanilarak, RNA &érneklerinin kalitatif ve kantitatif olarak kisa bir zaman
diliminde analizine imkan taninmakta ve bdylelikle ¢ok sayida 6rnek tek bir plaka iginde
dusuk kontaminasyon riskiyle glivenle ¢alisilabilmekte ve reaksiyon esnasinda bilgisayar
ekranindan florasandaki degisim es zamanl takip edilebilmektedir. Real-Time PCR
deneylerinde, reaksiyon sirasinda analizine imkén taninmasi ve reaksiyon sonunda jel
elektroforezi ve UV goruntuleme gibi ek deney basamaklarina gerek kalmamasi da bu

teknigin avantajlari arasindadir.

3.5.1. Real-Time PCR ile mRNA Ekspresyon Analizi

Bu tez calismasi kapsaminda mikozis fungoides hasta érneklerinde ve hicre
hattinda kontrole gére Toll benzeri reseptorlerin, iligkili yolakta rol aldigi bilinen genlerin
ve downstream hedeflerindeki genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyonlari ile bu
yolaklarda rol aldigi bilinen mikro RNA’larin ekspresyon degisimleri Real-Time PCR ile
arastirildi. Calismamizda Toll benzeri reseptorlerle iligki yolaklarda gérev alan (MyD88
bagimli ve bagimsiz) ve downstreamdeki hedeflerden, TLR1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, MyD88,
TIRAP, IRAK4, TRAF6, IRF7, TRAF3, TRIF(TICAM-1), MEK1, MEK2, ERK1, ERK2
(p38), EIk1, NFkB (REL-A), IRAK1 ve TAB2 olmak Uzere 25 adet genin mRNA
ekspresyon degisimi tespit edildi. Beta aktin normalizasyon amagli housekeeping olarak
kullanildi. Genlerin reverse ve forward dizileri Tablo 3.4'te verildi. Diziler OriGene

(https://www.origene.com/) online web sayfasi ve BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) yazilimlari kullanilarak dizayn edildi.

Tablo 3.4 Calismada kullanilan genlerin reverse ve forward dizileri

# Name Sequence

1 TLR1_F CAGCGATGTGTTCGGTTTTCCG
2 TLR1_R GATGGGCAAAGCATGTGGACCA
3 TLR2_F TTATCCAGCACACGAATACACAG
4 TLR2_R AGGCATCTGGTAGAGTCATCAA
5 TLR3_F GGCTAGCAGTCATCCAACAGAA
6 TLR3_R GCAGTCAGCAACTTCATGGC

7 TLR4_F CCCTGAGGCATTTAGGCAGCTA

“Devami arkada”


https://www.origene.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

8 TLR4_R AGGTAGAGAGGTGGCTTAGGCT

9 TLRS_F CCTTACAGCGAACCTCATCCAC
10 TLR5_R TCCACTACAGGAGGAGAAGCGA
11 TLR6_F TTCTCCGACGGAAATGAATTTGC
12 TLR6_R CAGCGGTAGGTCTTTTGGAAC

13 TLR7_F CTTTGGACCTCAGCCACAACCA
14 TLR7_R CGCAACTGGAAGGCATCTTGTAG
15 TLR8_F ACTCCAGCAGTTTCCTCGTCTC
16 TLR8_R AAAGCCAGAGGGTAGGTGGGAA
17 TLRY_F TGAGCCACAACTGCATCTCGCA
18 TLRO_R CAGTCGTGGTAGCTCCGTGAAT
19 TLR10_F GGTTAAAAGACGTTCATCTCCACG
20 TLR10_R CCTAGCATCCTGAGATACCAGG
21 MyD88_F GAGGCTGAGAAGCCTTTACAGG
22 MyD88_R GCAGATGAAGGCATCGAAACGC
23 TIRAP_F AGCGATGCTTCACAGCCTACCT
24 TIRAP_R GTCTTTGCTCCAGCGACTACTG
25 IRAK4_F ATGCCACCTGACTCCTCAAGTC
26 IRAK4_R CCACCAACAGAAATGGGTCGTTC
27 IRAK1_F TCAGAACGGCTTCTACTGCCTG
28 IRAK1_R TACCCAGAAGGATGTCCAGTCG
29 TRAF6_F CAATGCCAGCGTCCCTTCCAAA
30 TRAF6_R CCAAAGGACAGTTCTGGTCATGG
31 IRF7_F CCACGCTATACCATCTACCTGG
32 IRF7_R GCTGCTATCCAGGGAAGACACA
33 TRAF3_F ACAAGTGCAGCGTCCAGACTCT
34 TRAF3_R GCCTTGATCTGCTGGTTTGTCC
35 TRIF(TICAM-1)_F ACCTTCTGCGAGGATTTCCAGG
36 TRIF(TICAM-1)_R CGACAGTCGAAGTTGGAGGTGA
37 B-AKTIN_F TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC
38 B-AKTIN_R CTGCTTGCTGATCCACATCTG

39

“Devami arkada”
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39 IRAK1_F TCAGAACGGCTTCTACTGCCTG
40 IRAK1_R TACCCAGAAGGATGTCCAGTCG
41 TAB2_F TATTCAGCACCTCACGGACCCT
42 TAB2_R CTTTGAAGTCGTTCCATTCTGGC
43 MEK1_F GGTGTTCAAGGTCTCCCACAAG
44 MEK2_R CCACGATGTACGGAGAGTTGCA
45 MEK2_F GTGGTCACCAAAGTCCAGCACA
46 MEK_R CACGATGTACGGCGAGTTGCAT
47 ERK1_F TGGCAAGCACTACCTGGATCAG
48 ERK1_R GCAGAGACTGTAGGTAGTTTCGG
49 EIk1_F GCTGCCTCCTAGCATTCACTTC
50 Elkl1_R CCACGCTGATAGAAGGGATGTG
51 ERK2_F ACACCAACCTCTCGTACATCGG
52 ERK2_R TGGCAGTAGGTCTGGTGCTCAA
53 JNK1 (MAPKS) _F GACGCCTTATGTAGTGACTCGC
54 JNK1 (MAPKS) _R TCCTGGAAAGAGGATTTTGTGGC

Reaksiyon kosullari her bir kuyucukta 5,5 pl syber green, 6,5 ul nutkleaz icermeyen
su, 2 ul (1Reverse+1 forward) primer ve 1 ul cDNA olacak sekilde 96-kuyucuklu plakada
kuruldu ve plakanin yuzeyi seffaf yapigkan etiketle (Applied Biosystems™ 96-Well
Reaction Plate seal) kapatildi. StepOne Plus gergek-zamanl PCR cihazina yuklenen
plaka, 40 dongi olacak sekilde, 95°C’de 10 dk, 95°C’de 15 sn ve 60°C’de 1 dk olarak
amplifiye edildi.

3.5.2. Real-Time PCR ile Mikro RNA (miRNA) Ekspresyon Analizi

Bu tez calismasi kapsaminda miRNA cDNA sentezini takiben, mikozis fungoides
hasta orneklerinde ve hicre hattinda kontrole gore Toll benzeri reseptorler ile iligki
yolakta rol aldigi bilinen mikro RNA’larin ekspresyonlari Real-Time PCR ile tespit edildi.
Galismamizda arastirilan 13 adet miRNA primerleri sirasiyla hsa-miR-146a-5p, hsa-
mMiR-375, hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR—224-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-
miR-21-5p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-424-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-130a-3p, hsa-
miR- 210-3p ve hsa-miR—204-5p seklindedir. U6 ¢calismamizda normalizasyon amagli

housekeeping miRNA olarak kullanildi. Calismada kullanilan miRNA primerleri abm
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firmasina ait olup cDNA sentez kiti ile calisilabilecek uyumluluktadir. Calisilan
miRNA’lara ait bilgiler Tablo 3.5'te yer almaktadir. Reaksiyon kosullari her bir kuyucukta
5,5 pl Evagreen Syber mix, 6,5 ul nikleaz icermeyen su, 2 ul primer ve 1 yl cDNA olacak
sekilde 96-kuyucuklu plakada kuruldu ve plakanin ylzeyi seffaf yapiskan etiketle
(Applied Biosystems™ 96-Well Reaction Plate seal) kapatildi. StepOne Plus gercek-
zamanli PZR cihazina yiklenen plaka, 40 dongii olacak sekilde, 95°C’de 10 dk, 95°C’de
15 sn ve 60°C’de 1 dk olarak amplifiye edilmistir.

Tablo 3.5 Calismamizda kullanilan miRNA bilgileri

Sira | miRNA | Katalog | miRNA | miRNA Erigim miR-Base Bilgileri Linki
isim No ID No (Sekans, fonksiyon, hedef vd.)
(Accession
No)
1 hsa-miR- | MPH022 | MIMATO | MIMAT0000449 http://lwww.mirbase.org/cgi-
146a-5p 04 000449 bin/mature.pl?mature_acc=MIMATO00
00449
2 hsa-miR- | MPH022 | MIMATO | MIMAT0000682 http://www.mirbase.org/cgi-
200a-3p 96 000682 bin/mature.pl?mature_acc=MIMATO0
00682
3 hsa-miR- | MPH023 | MIMATO | MIMAT0000280 http://www.mirbase.org/cgi-
223-3p 54 000280 bin/mature.pl?mature_acc=MIMATO0
00280
4 hsa-miR- | MPH023 | MIMATO | MIMAT0000281 http://www.mirbase.org/cgi-
224-5p 58 000281 bin/mature.pl?mature_acc=MIMATO00
00281
5 hsa-miR- | MPHO015 | MIMATO | MIMATO0000728 http://www.mirbase.org/cgi-
375 55 000728 bin/mature.pl?mature_acc=MIMATO00
00728
6 hsa-miR- | MPH022 | MIMATO | MIMAT0000646 http://www.mirbase.org/cgi-
155-5p 25 000646 bin/mature.pl?mature_acc=MIMATO0
00646
7 hsa-miR- | MPH023 | MIMATO | MIMATO0000076 http://www.mirbase.org/cgi-
21-5p 37 000076 bin/mature.pl?mature_acc=MIMATO0
00076
8 hsa-let- MPH020 | MIMATO | MIMATO000066 http://www.mirbase.org/cgi-
7e-5p 50 000066 bin/mature.pl?mature_acc=MIMATO0
00066
9 hsa-miR- | MPH023 | MIMATO | MIMAT0000271 http://www.mirbase.org/cgi-
214-3p 33 000271 bin/mature.pl?mature_acc=MIMATO00
00271

“Devami arkada”


http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000449
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000449
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000449
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000682
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000682
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000682
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000280
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000280
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000280
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000281
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000281
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000281
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000728
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000728
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000728
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000646
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000646
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000646
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000076
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000076
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000076
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000066
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000066
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000066
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000271
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000271
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000271
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10 hsa-miR- | MPH026 | MIMATO | MIMAT0001341 http://www.mirbase.org/cgi-
424-5p 24 001341 bin/mature.pl?mature_acc=MIMATO0
01341
11 hsa-miR- | MPH021 | MIMATO MIMAT0000425 http://www.mirbase.org/cgi-
130a-3p 70 000425 bin/mature.pl?mature _acc=MIMATO0O
00425
12 hsa-miR- | MPH023 | MIMATO | MIMAT0000267 http://www.mirbase.org/cgi-
210-3p 20 000267 bin/mature.pl?mature _acc=MIMATO0
00267
13 hsa-miR- | MPH023 | MIMATO | MIMAT0000265 http://www.mirbase.org/cgi-
204-5p 09 000265 bin/mature.pl?mature _acc=MIMATO00
00265
14 ue-2 MPHO000 | NR_0027 NR_002752 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?te
01 52 rm=NR_002752

3.6. Web Tabanh Programlar Yardimiyla miRNA Hedef Tayini ve Etkilesim
Analizleri

miR-Tarbase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php) (Web_5) ve Diana
Tools (http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php) (Web_6) veri
tabanlari ve icerisinde yer alan mirPath v.3 tarama programi (http://snf-
515788.vm.okeanos.grnet.gr/) (Web_7) kullanilarak  calismamizda kullanilan
miRNA’larin hedefleri tespit edildi. Bu veri tabanlari olgun mikro RNA dizileri ile secilen
hedef genlerin 3’ UTR bdlgeleri arasindaki eslesmeyi baz alarak eslesme lokalizasyon
ve eslesen dizi uzunlugu gibi parametreleri sunabilmektedir. Belirlenen miRNA’larin bu
veri tabanlari ve literatlr bilgileri kullanilarak hedef tespiti, eslesme, ekspresyon bilgisi
gibi durumlar incelenebilmistir. miR-Tarbase veri tabani ile miRNA'larin fonksiyonel
calismalari ile ilgili arastirma makalelerini sistematik olarak filtreleyip, toplanan western
blot, mikro dizi, array ve yeni nesil sekanslama gibi deney verilerini de kapsayacak
sekilde miRNA ve hedef tayini igin tahmini ve valide sonuglarn ortaya koyabilmesi ve bu
alanda en guncel koleksiyonu sagladigindan dolayi ve diger veri tabani olan Diana Tools
veri tabani kendi i¢inde icerdigi gesitli veri tabanlari ile miRNA ¢alismalari i¢in tahmini
hedefleri ve deneylerle valide edilmis hedefleri ortaya koyabilmesi ve ayni zamanda
miRNA’larin goérev aldidi ilgili yolaklari ve cesitli algoritmalari analiz edebilmesi

dolayisiyla tercih edilmigtir.

Gen fonksiyonlarinin arastiriimasinda detayl sistematik analiz, genomik bilginin ve
Ust duzey fonksiyonel bilgi arasindaki iligkilendirme durumu ve sinyal iletim yolaklarinin

kapsamli analizinin yapilabilmesi gibi arastirmalarin tespitine olanak saglayan KEGG


http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0001341
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0001341
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0001341
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000425
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000425
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000425
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000267
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000267
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000267
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000265
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000265
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=NR_002752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=NR_002752
http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php
http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/
http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/
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(Kyoto Encyclopedia of Genese and Genomes) veri tabani
(https:/lwww.genome.jp/kegg/pathway.html) (Web_8) kullanilarak yolak analizi ve
calisilan miRNA’larin gorev aldigi veya iliskili oldugu sinyal iletim yolaklari tespit edildi.
Ayrica calisilan mRNA'lar ile string analizi (https://string-db.org/) (Web_9) yapilarak Toll
benzeri reseptorler arasindaki protein-protein iliski ve etkilesim teyit edildi. Ayrica,
calisilan miRNA’larin Toll benzeri reseptdrler ve bu yolakta gérev alan genlerle olan
iliskisi ve etkilesimi string tabanli olarak c¢alisan protein- RNA arasindaki iligki, baglanti
ve etkilesim ve yolak analizini yaparak ortaya koyan veri tabani olan Rain: RNA-protein
(https://rth.dk/resources/rain/single_search.php?identifier=&organism=Human&submit=
Search) (Web_10) ile analiz islemi yapildi.

3.7. DNA izolasyonu

Calismaya danhil edilen hasta grubundan alinan parafin blok kesitlerinden genomik
DNA izolasyonu kit yardimi ile gergeklestirildi. Mikozis fungoides tanisi almis olan hasta
secilen hasta grubuna ait olan parafine gémuli bloklardan (FFPE:Formalin-Fixed,
Paraffin-Embedded; formalinle fikse edilmis parafine gémuli doku) mikrotom (Leica,
Almanya) ile her biri 15 mikron kalinliginda olacak sekilde mikrosantrifiij tiplerine DNA
izolasyonlari icin 6rnek alindi. 52 hastaya ait orneklerden genomik DNA izolasyon
islemleri Qiagen QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Cat No: 56404) ile yapildi. DNA
izolasyonun temel basamaklari dncelikle fazla parafinin uzaklastirilip deparafizasyonun
gerceklestiriimesi ve takiben de dretici firmanin kit prosediri kapsamin kolonlar
yardimiyla DNA izolasyonun gergeklestiriimesidir. Genel izolasyon protokolimuz
asagida maddelendirildigi gibidir.

e  Oncelikli olarak steril bisturi ve pens yardimiyla alinan mikrotom kesitlerinden
parafinler uzaklastirildi ve takiben 1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiplerinin Gzerine
deparafinizasyon amaciyla 1200 pl ksilen (Sigma-Aldrich) ilave edildi.
Kuvvetli vorteksleme iglemi yapilarak homojenizasyon ve ksilenin tim dokuya
ksilenin nufus etmesi saglandi.

e Ksilen ilave edilen o6rnekler 56°C’ye ayarl etiivde 16 saat inkiibasyona
birakildi.

e inkibasyon sonunda 14 000 rpm’'de 5 dakika santrifijj islemi uygulandi.
Supernatan dokulerek peletin dagilmamasina dikkat edilerek uzaklastirildi.

o Ksileni tamamen uzaklastirmak i¢cin 1200 uyl %100 etanol (Merck) ilave
edilerek kuvvetli vorteksleme ile alkoliin dokuya nifiis etmesi saglandi ve

takiben 14 000 rpm’de 5 dakika santrifj islemi uygulandi.


https://www.genome.jp/kegg/pathway.html
https://string-db.org/
https://rth.dk/resources/rain/single_search.php?identifier=&organism=Human&submit=Search
https://rth.dk/resources/rain/single_search.php?identifier=&organism=Human&submit=Search
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Slpernatanin uzaklastiriimasini takiben, ornekler kapagdi acik sekilde
37°C’ye ayarli etiivde 10 dakika inkiibasyona birakildi. Boylece kalan
etanoliin tamamen uzaklastiriimasi saglandi.

Parafini uzaklastirilan drnekler kit icerisinde temin edilen 150 pl Buffer PKD
eklenerek vortekslendi ve takiben 10000 rpm de 1dk santrifiij islemi yapildi.
Orneklere, kitle birlikte saglanan 20 L “Proteinaz K” ilave edildi ve érnekler
vortekslendi. Ardindan 6rneklere kisa bir santrifuj islemi (short-spin) yapildi.
Tlplerin  kapak kisimlari parafilimle sarilarak, dokunun tamamen
parcalanmasi i¢in 56°C’ye ayarli kuru blokta 1 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. Hemen ardindan 90°C 1 saat inklibasyona birakildi.

inkiibasyonun ardindan tipler, kisa bir santrifij islemine (short-spin) tabi
tutuldu. Orneklere, 200 pl “AL Tamponu” eklendi ve 15 saniye pulse-vorteks
edilerek karistirilip, érneklere, 200 ul “Etanol” ilave edildi ve 15 saniye
kuvvetlice vorteks edildi. Ardindan tlplere kisa bir santrifiij islemi (short-spin)
yapildi.

Kitle birlikte temin edilen 2 mllik toplama tiplerine “QlAamp Mini Spin
Kolon”lar yerlestirildi ve bir onceki basamakta elde edilen karisim bu
kolonlara mikropipet yardimi ile aktarildi.

Kolonlarin kapaklari kapatilarak, 8.000 rpm’de, 1 dk santrifij edildi. Santrif(j
isleminden sonra kolonlar yeni 2 ml'lik toplama tlplerine yerlestirildi ve bir
onceki toplama tapleri atildi.

Kolonlarin kapaklari agilarak, icerilerine kitle birlikte saglanan 500 pl “AW1
Tamponu” eklendi. Kolonlar 8.000 rpm’de, 1dk santrifljj edildi. Santrifijden
sonra kolonlar temiz 2 ml'lik toplama tuplerine yerlestirildi ve bir dnceki
toplama tupleri uzaklastirildi.

Kolonlara kitle birlikte saglanan 500 pl “AW2 Tamponu” eklendi ve 14.000
rom’de, 1 dk santrifiij edildi.

Temiz toplama tiuplerine yerlestirilen kolonlar, 14.000 rpm’de, 3 dk santrifij
edildi. Santrif(jj isleminden sonra kolonlar, temiz 1.5 ml’lik steril mikrosantrifij
tlplerine yerlestirildi. Kolonlara kitle birlikte saglanan 50 ul “ATE Tamponu”
eklendi ve oda sicakliginda (15-25°C), 5 dk inkiibasyona birakildi.
inkiibasyon isleminden sonra kolonlar 8.000 rpm’de, 1 dk santrifiij edildi.
Bdylece érneklerinden genomik DNA izolasyonu islemleri tamamlanmis oldu.
Orneklerden DNA konsantrasyonlarinin ve saflik durumlarinin tespiti

NanoDrop (Thermo, ABD) cihazi ile yapildi. Konsantrasyon ve saflik dlgima
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sonrasinda ornekler bir sonraki ¢alisma zamanina (Klonalite Deneylerine)
kadar -20°C’de saklandi.

3.8. T Hiicre Reseptorii Gama Klonalite Testleri

T hiicre reseptorii Gama igin yapilan klonalite calismasinda Invivoscribe
IdentiClone™ T Cell Receptor Gamma Gene Rearrangement Assay 2.0 (Cat. No: 9-207-
1001, ABD) kiti kullanilarak Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD.
laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Secilen kaliteli DNA &rnekleri T-hicre gama
klonalitesini belirlemek icin Biomed-2 primerleri kullanilarak multipleks PCR yontemi
kullanildi. PCR'In ardindan tum o&rneklere vyalanci pozitifligi 6nlemek amaciyla
heterodubleks analizi yapilacak poliakrilamid jel elektroforezi sistemine yuklendi. EtBr ile
jeli boyama ve distile suda yikama islemleri gerceklestirildi. Daha sonra jel gértntileme
sisteminde jel goérintllenerek ve fotografi cekildi. Cekilen fotograftaki bantlarin
blyUklGklerine ve analiz araliklarina bakilarak her hasta icin T hicre reseptéri gama
klonalitesi degerlendirildi. Hastalardaki yas, cinsiyet gibi klinikopatalojik verilerile T hiicre
klonalitesi arasindaki iliski dederlendirildi. Calisma basamaklarinin detayli protokolleri

asagida sirasiyla verilmektedir:

3.8.1. Klonalite Testine Uygun DNA Seg¢imi

Klonalite deneylerinde galigilacak 6rnedin DNA kalitesinin ve konsantrasyonunun iyi
derece olmasi deney sonucu agisindan énem arz etmektedir. Ozellikle parafin bloktan
yapilan DNA izolasyonlarinda dusuk konsantrasyon ve kalitesiz DNA 6rnekleri klonalite
galismasinda sonu¢ verememektedir ve bu sebeple calisilacak orneklerden sonug
verecek DNA’larin segimi yapilmasi gerekmektedir. Ayrica fragmante olmus DNA 6rnegi
ile yapilan testlerde sonu¢ alamama veya yanlis sonu¢ alma gibi durumlarla
karsilasilabilmektedir. Bu sebeple de bazen &Ozellikle parafin blok materyallerinden
calisilirken drnek kaybi yasanabilmektedir. Kaliteli bir degerlendirme yapabilmek igin
c¢alisilacak olan DNA’nin &zellikle 300 bgden kigiuk olmamasi deneyi
kolaylastirmaktadir. Bu sebeple bu tez calismasinda da genomik DNA izolasyonlari
yapilan érnekler; DNA izolasyonunun basarili olup olmadigini kontrol etmek amaciyla
invivoscribe IdentiClone™ T Cell Receptor Gamma Gene Rearrangement Assay 2.0;
(Cat. No: 9-207-1001, ABD) kitinde yer alan Speciman Control Size Ladder kullanilarak
orneklerin DNA kalitesi kontrol edildi.

Genomik DNA izolasyonu basarili olan érneklerin T Huicre klonalitesini tespit etmek

amaciyla konansiyonel PCR (SENSQUEST labcycler, Almanya) yontemi kullanildi.
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Speciman Control Size Ladder 6rneginden 22,5 ul, 0,12 yl HotStar Tag DNA Polimeraz
(Qiagen, Hollanda) ve 2,5 ul DNA olacak sekilde reaksiyon karisimi hazirlandi. PCR
kosullari, 95°C 15 dk denatirasyon, 95°C 45 sn, 60°C 45 sn ve 72 °C 1.30 dk olacak
sekilde 35 dongu amplifikasyon basamagi ve 72°C 10 dk son uzama basamagi seklinde
ayarlandi. DNA’larin 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve 1:20 dilisyonlari kullanilarak klonalite icin
uygun DNA’lar segilmeye calisiidl.

3.8.2. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR reaksiyonunu takiben agaroz jel elektroforezi ile PCR sonucu analiz edildi.
Agaroz elektroforezi igin 6ncelikle 50X TAE hazirlandi. Bunun igin 242 g Tris (Sigma
Aldrich) 500 ml distile suda ¢6zildi. 100 ml Na;EDTA (Sigma Aldrich; pH:8,0) ve 57,1
ml glacial asetik (Sigma Aldrich) asit eklendi. Takiben dH2O ile 1 litreye tamamlandi.
Hazirlanan stok soliisyon 1X’e dilie edilerek agarozun hazirlanmasinda ve elektroforez
tamponu olarak elektriksel akimin iletiimesinde kullanildi. 0,8 gram agar (Sigma) 40 ml
1X TAE tamponunda mikrodalgada birka¢ dakika ¢ozindukten sonra 5 yl SYBR Safe
(invitrogen, ABD) boyasi eklenerek taraklari yerlestirilmis olan elektroforez sistemine
kurumak Uzere yerlestirildi. Yaklasik yarim saatlik kuruma isleminden sonra tarak
cikarillip elektriksel akim uygulanmak Uzere sisteme yerlestirilien agaroza yukleme
islemleri gerceklestirildi. 50 bp DNA marker (Thermo, ABD) 3 pl olacak sekilde érnekler
de 8 ul PCR 6rnegi ve 2 ul yukleme boyasi olacak sekilde kuyucuklara ytklendi ve 90
voltta 45 dakika elektroforez cihazinda (Thermo, ABD) yuratuldu. Elektroforez isleminin

sonunda UV gérintiileme cihazi (DNR, israil) ile goriintiilendi.

3.8.3. Multipleks PCR Reaksiyonlari

T hicre Reseptoru klonal farkhhidini belirleyebilmek icin multipleks PCR yontemi ile
hazirlana tek bir reaksiyon ortaminda ¢ok fazla ayida primer ciftinin kullanimi ile birgok
hedef bdlgesinin amplifikasyonu saglanabilmektedir. Biomed-2 primerleri kullanilarak T
hicre reseptori beta icin 3 reaksiyon ile “TCRB A: TCRBA: Vb-Jb1/2.2/2.6/2.7;
TCRBB:Vb -Jb2.1/2.3/2.4/2.5; TCRBC: Db-Jb”, T hicre reseptorii gama icin 2 reaksiyon
ile “TCRGA: Vcl/c10-Jc; TCRGB: Vc9/cl1-Jc” (Sekil 3.2) ve T hiicre reseptdru delta igin
“Vd-Jd” bolgelerini hedefleyen 97 primer ile gen klonalitesi tespit edilebilmektedir. Biz bu
tez calismamiz kapsaminda mikozis fungoides tanisi almig hastalarin T hlicre reseptér
gama klonal degdisimini multipleks PCR teknigi ile belirledik. T hicre reseptéri gama A
ve B olmak tzere iki master mix olmak tizere (TCRGA: Vcl/c10-Jc; TCRGB: Vc9/c11-Jc)
multipleks PCR reaksiyonu hazirlandi. A reaksiyonlari igin kit ile temin edilen sirasiyla

“Clonal Control 0009” pozitif kontrol ve B reaksiyonu “Clonal Control 0021”
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kontaminasyon riskini kontrol edebilmek amaciyla negatif kontrol (poliklonal kontrol)
olarak kullanildi. Reaksiyon karigsimlari A tpa igin 22,5 yl TCRG A master mix, 0,12 pl
HotStar Taq DNA Polimeraz ve 2,5 yl DNA 6rnegi olacak sekilde, B tipu igin 22,5 pl
TCRG B master mix, 0,12 ul HotStar Taqg DNA Polimeraz ve 2,5 ul DNA 6rnegi olacak
sekilde hazirlandi. PCR kosullari, 95°C 15 dk denatirasyon, 95°C 45 sn, 60°C 45 sn ve
72 °C 1.30 dk olacak sekilde 35 dongi amplifikasyon basamagi ve 72°C 10 dk son
uzama basamag! seklinde ayarlandi. Reaksiyonlar SENSQUEST labcycler (Almanya)

cihazi ile gerceklestirildi.

vp Jp
: > = [ —=
D@1 primer Dp2 primer JP primers
Vy Jy
| ]| .
§ vyt V49 Vy10 Vel Jr1.323 1/2.%1
Vy family primers Jy pnmers '

TCRQG tube A: Vylf and Vy10 primers + Jy1.1/2.1 and Jy1.3/2.3

TCRG tube B: Vy9 and Vy11 primers + Jy1.1/2.1 and Jy1.3/2.3

Sekil 3.2 Yeniden dlzenlenmis T hiicre reseptdéri gama geninin basitlestiriimis
diyagrami ve master mix icerigi (Web_11)

3.8.4. Heterodupleks Analizi

Multipleks PCR reaksiyonunu takiben herhangi bir yanlis baglanma, yalanci pozitif
sonu¢ elde edilmesi gibi durumlarin dnine gegmek icin tim drnekler icin kolay ve ucuz
olmasi sebebiyle c¢ok tercih edilen bir teknik olan heterodupleks analiz islemi
gerceklestirildi. Heterodupleks analizinin temel mantigi érneklerin 6ncelikle ylksek
sicaklida maruz birakilip denatirasyonu ve sonrasinda disik sicaklikta sogutma
(reannealing) islemlerinin yapilmasina dayanmaktadir. Heterodupleks analizi igin
SENSQUEST labcycler (Almanya) cihazi ile gergeklestirildi. Heterodupleks analizinde
basamaklar 10-20 uyl PCR Grtndnin denattrasyonu (5 dk 95 °C de) ve Reannealing (60
dk 4 °C de) asamalarini icerecek sekilde yapilmistir. ilk basamakta denatiire edilen DNA

zincirlerinin tekrardan birbirlerine baglanmasi saglandi.

3.8.5. Dikey Jel Elektroforezi (PAGE) ve Goriintu Analizi

Heterodublex analizi gergeklestirilen drnekler klonal degisimin tespit edilebilmesi igin
polyacrilamid jele (%6) (acrilamid/bisacrilamid; 19:1) yiklendi. %6 olarak hazirlanan
PAGE i¢in oranlar dH>O: 28,04 ml, 5X TAE: 9,6 ml, %30 Akrilamid/Bisacrilamid (Sigma):
96 ml, %10 APS (Amonyum per sulfat, Sigma), 600 pl ve Temed
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(Tetramethylethylenediamine, Thermo Scientific™) 60 ul olacak sekilde ayarlandi. 2 saat
sureyle donmaya birakilan jellere 6rnekler, marker ve kontroller 5 ul olacak sekilde
yuklendi. 0.5 x TBE ile 110 V olacak sekilde dikey jel elektroforezinde 2,5 saat sureyle
yuratildd. Yiuratme isleminin ardindan jeller cihazdan alinip etidyum bromur boyasi
(Sigma) ile boyanip 15 dakika boyanin jele tamamen islemesi icin oda sicakhginda
inkiibasyona birakildi. Boyama islemini takiben distile su ile yikama basamagindan

sonra jel UV goruntileme cihazi ile gérintilendi.

UV godruntileme cihazinda elde edilen gorintilerde simir sekildeki goérintiler
poliklonal PCR UrGnl olarak degerlendirildi. Analiz aralijinda tespit edilen tek bant
goruntileri “klonal” PCR drtni olarak, ayni analiz araliginda tespit edilen iki bant biallelik
ve farkli analiz araliginda tespit edilen coklu bantlar da “oligoklonal” olarak
degerlendirildi. Ayrica jele yuklenen pozitif ve negatif kontroliin de degerlendirmesinin
yapildi. Bu kapsamda pozitif kontrol 6rneginin ¢galismamasi kurulan PCR reaksiyonunun
problemli oldugu, negatif kontrol 6rneginin calismasi ise kurulan PCR reaksiyonunda bir
kontaminasyon durumunun olabilecegini gosterdigi icin jel degerlendirmesi yaparken
analiz araliklarindaki pozitif kontrol érneginin calistigi ve negatif kontroliin de ¢calismadigi
kontrol edildi. Elde edilen klonalite sonuglari ile hastalarin klinikopataolojik verileri

arasindaki iligki degerlendirildi.

3.9. Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS (IBM SPSS Statistic 21) paket programiyla analiz edildi. Strekli
degiskenler ortalama * standart sapma ve kategorik degiskenler sayi ve ylzde olarak
verildi. Parametrik test varsayimlari saglandiginda bagimsiz grup farkhliklarin
karsilastirimasinda iki ortalama arasindaki farkin énemlilik testi; parametrik test
varsayimlari saglanmadiginda ise bagimsiz grup farkliliklarin kargilastirimasinda Mann
Whitney U testi kullanildi. Ayrica surekli degiskenlerin arasindaki iliskiler Spearman ya
da Pearson korelasyon analizleriyle ve kategorik degiskenler arasindaki farkliliklar ise Ki

kare analizi ile incelendi.

RT-PCR ile tespit edilen mRNA ve miRNA ekspresyon degisimi ile elde edilen
verilerin analizinde AACT metodu kullanildi. Web tabanl “RT? Profiler™ PCR Array Data
Analysis®  (https://www.giagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-
overview-page/) programinda bulunan, Volcano Plot analizleri kullanildi. Volcano Plot
testi ile hasta grubu ve kontrol grubu ile ilgili gen ve miRNA ekspresyon degerleri rolatif
olarak belirlenebilmektedir. Ayrica bu test ile iki veya ¢oklu gruplara ait ekspresyon

degerleri £3SD kargilasgtiriimasi temeline bagl olarak analiz edildi ve gruplar arasindaki


https://www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-page/
https://www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-page/
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istatistiksel degisim “Student t-testi” ile karsilastirildi. Kat degisimi degerleri (Fold change
ve Fold regulation) de AACT tabanli olarak belirlendi.

4. BULGULAR

4.2. Mikozis Fungoides Hasta Grubu ve Kontrol Grubuna ait Demografik Veriler

Pamukkale Universitesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Anabilim dali ve Patoloji Anabilim
dal tarafindan ortaklasa tanisi koyulan ve Pamukkale Universitesi Tip Fakltesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dal’'nda, parafin bloklara gémuilu (FFPE) sekilde arsiv materyali olarak
tutulan, “Mikozis fungoides” tanisi almig 52 adet parafine gémuill blok 6rnedi temin edildi.
Kontrol gruplari ise arsivdeki parafin bloklardan timoér komsulugundaki normal deri
ornekleri alindi ve 50 adet kontrol ¢alismaya dahil edildi. 52 adet vaka iceren hasta
grubunun yas ortalamasi 50,78 +2,59 olarak tespit edilmistir. Hasta grubu érneklerimizin
0-20 yas araliginda 3 (%5,76), 21-40 araliginda 14, (Yizde 25), 41-60 araliginda 18
(%34,65), 61-80 yas araliginda 15 (%28,84) ve 81 ve Ustl yas araliginda 2 (%3,84)

hastaya ait 6rnegimiz bulunmaktadir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Kontrol ve hasta grubuna ait 6rneklerin yas dagilimi tablosu

Yas Yas
Hasta Kontrol
Grubu Grubu Hasta Grubu Kontrol Grubu
N 52 50 Yas Aralig1 | Frekans Y;j;c)ie Frekans Yii;c)ie
Std. Hata 2,59311 |2,872394 0-20 3 5,8 2 4
Std. Sapma | 18,6992 |20,31088 21-40 14 26,9 8 161
Minimum 5 4 41-60 18 34,6 16 32
Maximum 102 87 61-80 15 28,8 20 40
Ortalama 50,78 56,72 81 ve st 2 3,8 4 8
Toplam 52 100 50 100
Toplam

Hasta grubuna ait érneklerin 26 adeti (%50) erkek ve 26 adeti (%50) de kadindir.
Kontrol grubu 6érneklerimizin toplam 50 6rnegin 27 adeti erkek (%54) ve 23 adeti (4%6)
kadindir. Ortalama yas 56,72+2,87 olarak tespit edilmigtir. Yas araligi dagilimi ise 0-20
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yas arahdinda 2 (%4), 21-40 araliginda 8, (%6), 41-60 araliginda 16 (%32), 61-80 yas
araliginda 20 (%40) ve 81 ve Ustu yas araliginda 4 (%8) olarak bulunmustur (Tablo 4.1).
Kontrol ve hasta gruplarimiza ait érneklerin yas ve cinsiyet dagihimlan Sekil 4.1, Sekil
4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4’te grafik halinde gosterilmistir. Calismaya dahil edilen hastalik
sureleri degerlendirildiginde 1 ay ile 30 yil arasinda degisiklik gostermektedir. Ortalama

olarak hastalik siresi 4,6 yil ve standart sapmasi da 6,2 olarak hesaplanmistir.

Hasta grubu Yas Dagilimi
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Sekil 4.1 Hasta grubu 6rneklerine ait yas dagilimi grafigi

Hasta Grubu Yas Dagilimi
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Sekil 4.2 Caligsmadaki hasta grubuna ait érneklerin cinsiyet dagihmini gésteren grafik
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Kontrol Grubu Yas Dagilimi
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Yas araligi

Sekil 4.3 Caligmamizdaki kontrol grubuna ait drneklerin yas aralidi dagihmini gosteren
grafik

Kontrol Grubu Cinsiyet Dagilimi
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Kontrol Grubu Sayisi
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Kadin Erkek
Cinsiyet

Sekil 4.4 Caligsmadaki hasta grubuna ait érneklerin cinsiyet dagihmini gésteren grafik

4.2. Real-Time PCR Sonuglari

4.2.1. Mikozis Fungoides Hasta Grubunda mRNA Ekspresyon Degisimleri

MF tanisi almis hasta grubumuza ve kontrol grubumuza ait olan drneklerden RNA

izolasyonu gercgeklestirildi. Takiben cDNA sentezi basarili bir sekilde tamamlandi. Bu
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deney basamaklarindan sonra Toll benzeri reseptorlerle iliski yolaklarda gérev alan
(MyD88 bagimli ve bagimsiz) ve downstream hedeflerden, TLR1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,
MyD88, TIRAP, IRAK4, TRAF6, IRF7, TRAF3, TRIF(TICAM-1), MEK1, MEK2, ERK1,
ERK2 (p38), Elk1l, NFKkB (REL-A), IRAK1 ve TAB2 olmak lUzere 25 adet genin mRNA
ekspresyon degisimi Real-time PCR kullanilarak tespit edildi. PCR reaksiyonlari sonucu
hasta grubu ve kontrol grubundan tespit edilen ct (threshold cycle) degerleri kullanilarak
gruplar arasindaki gen ekspresyon degisimleri degerlendirildi. Beta-aktin housekeeping

olarak normalizasyon amacl kullanildi.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda hasta grubu Ornegimizdeki ekspresyon
degisimleri Tablo 4.2°de gosterildigi gibi tespit edildi. Genlere ait mRNA ekspresyon
degisimleri icin kat artiglari ve istatistiksel olarak degerlendirme sonucu elde edilen p
degerleri Tablo 4.2’de belirtildi. Ayrica sonuclar Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da grafikler halinde

sunulmustur.

Tablo 4.2 Kontrol ve mikozis fungoides hasta grubundaki mRNA duzeyindeki gen

ekspresyon degisimleri

Gen Kat Degisimi (Fold P degeri (*p<0,05)
regulation)

1 TLR-1 2,7916 0,048002*
2 TLR-2 2,1248 0,273587
3 TLR-3 12,0357 0,01283*
4 TLR-4 2,2083 0,038136*
5 TLR-5 4,7398 0,18671

6 TLR-6 2,6584 0,036075*
7 TLR-7 -1,6648 0,737823
8 TLR-8 5,9835 0,012184*
9 TLR-9 9,6624 0,007464*
10 TLR-10 1,0894 0,663933
11 IRAK-4 6,6298 0,060238

“Devami arkada”
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12 IRF-7 4,1913 0,044079*
13 MyD88 1,8002 0,396758
14 TRAF-6 1,7675 0,658091
15 TIRAP 14,4412 0,349271
16 TRAF-3 2,544 0,047355*
17 TRIF (TICAM-1) 3,2654 0,018875*
18 MEK1 2,7159 0,0357182*
19 MEK?2 8,0323 0,0313897*
20 ERK1 2,8811 0,920872
21 ERK2 2,0144 0,683917
22 Elk1 2,1464 0,037471*
23 NfcB 3,5565 0,015469*
24 IRAK1 2,0265 0,13653

25 TAB2 1,1131 0,87711

Elde ettigimiz sonuglara gére mikozis fungoides tanili hasta grubunda Toll
benzeri reseptérlerin gen ekspresyonunda olduk¢ga onemli bir artisin oldugu tespit
edilmistir. TLR-1; 2,7 kat, TLR-2; 2,1 kat, TLR-3; 12,03 kat, TLR-4;2,2 kat, TLR-5; 4,7
kat, TLR-6; 2,6 kat, TLR-8; 5,9 kat, TLR-9; 9,6 kat artis géstermistir. istatistiksel olarak
degerlendirildiginde TLR-1,-3,-4,-6,-8 ve -9 genlerinde mRNA dizeyindeki artiglar
anlamh bulunurken (p<0.05), TLR-2 ve -5 genlerinde mRNA dlizeyindeki artislar anlaml
olarak tespit edilmemistir (p>0.05). Ayrica hasta grubunda TLR-7 mRNA
ekspresyonunda 1,66 katlik bir azalma tespit edilmistir. Bu azalma ise istatistiksel olarak
anlamli bulunamamistir(p>0.05). TLR-10 ekspresyonunda gruplar arasinda bir 6nemli

bir degisim gerceklesmemis ve istatistiksel olarak da anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Toll benzeri reseptorleri ile ilisikli yolaklarda gérev alan araci proteinler ve hedef
genlerin de degerlendirildigi calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore hasta grubunda
kontrolle kiyaslandiginda, IRAK-4; 6,6 kat, IRF-7; 4,1 kat, MyD88; 1,8 kat, TRAF-6; 1,7
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kat, TRAF-3; 2,5 kat, TIRAP; 14,4 kat, TRIF (TICAM-1); 3,2 kat, MEK-1; 2.7 kat, MEK-2;
8 kat, ERK-1; 2.8 kat, ERK-2 (p38); 2 kat, EIk-1; 2.1 kat, NFB (Rel-A); 3.5 kat, IRAK-1;
2 kat seklinde mRNA ekspresyonunda artis tespit edilmistir. TRIF, TRAF-3, IRF-7, MEK-
1, MEK-2, EIk-1, NFB istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunurken IRAK-4, MyD88,
TRAF-6, TIRAP, ERK1, ERK2, IRAK-1 ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p>0.05). TAB-2 mRNA ekspresyonunda gruplar arasinda bir énemli bir

degisim gerceklesmemis ve istatistiksel olarak da anlamli bulunmamistir (p>0.05).

MF Hasta Grubunda Toll Benzeri Reseptorlerin mRNA Ekspresyon Degisimi
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Sekil 4.5 MF hasta grubunda Toll Benzeri Reseptorlerin Ekspresyon Degisimleri
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MF Hasta Grubunda Toll Benzeri Reseptorlerle iliskili Genlerin mRNA Ekspresyon Degisimi
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Sekil 4.6 MF hasta grubunda Toll Benzeri Reseptérlerle iliskili Ekspresyon Degisimleri
(*:(p<0.05)
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4.2.2. Mikozis Fungoides Hiicre Hattinda mRNA Ekspresyon Degisimleri

Tez calismasi kapsaminda hasta grubuna ek olarak MF hticre hatti ile in vitro
kosullarda bu hastalia ait hiicre hatti modeli ile de Toll benzeri reseptorler ve yine bu
yolakla iligkili gbrev alan genler ve downstream hedeflerindeki genlerin mRNA
ekspresyon degisimleri RT-PCR ile arastirildi. Bu kapsamda MJ hiicre hatti ve kiyaslama
amach BJ hicre hattindan RNA izolasyonunu takiben cDNA sentezi basarili bir sekilde
gerceklestirildi. RT-PCR ile TLR1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, MyD88, TIRAP, IRAK4, TRAF6,
IRF7, TRAF3, TRIF(TICAM-1), MEK1, MEK2, ERK1, ERK2 (p38), Elk1, NFkB (REL-A),
IRAK1, TAB2 ve JNK1 olmak uzere 26 adet genin mRNA ekspresyon degisimi tespit
edildi. PCR reaksiyonlari sonucu MJ ve BJ hicre hatlari icin tespit edilen ct (threshold
cycle) degerleri kullanilarak gruplar arasindaki gen ekspresyon degigimleri

deg@erlendirildi. Beta-aktin housekeeping olarak normalizasyon amagli kullanildi.

Kontrol hiicre hatti olan BJ ile kiyaslandiginda mikozis fungoides hticre hatti olan
MJ hicre hattindaki ekspresyon degisimleri Tablo 4.3'te gosterildigi gibi tespit edildi.
Genlere ait mMRNA ekspresyon degisimleri icin kat artiglari ve istatistiksel olarak
degerlendirme sonucu elde edilen p dederleri Tablo 4.3’te belirtildi. Ayrica sonuglar Sekil

4.7 ve Sekil 4.8’de grafikler halinde sunulmustur.

Tablo 4.3 MJ mikozis fungoides hicre hattinin BJ hicre hatti ile karsilastirildiginda

MRNA dizeyindeki gen ekspresyon degdisimleri

Gen Kat Degisimi (Fold P degeri (*p<0,05)

regulation)
1 TLR-1 15,4679 0,00144*
2 TLR-2

-1,0485 0,78359
3 TLR-3

1,3018 0,10818
4 TLR-4

3,8799 0,00407*
5 TLR-5

-14,1224 0,07515
6 TLR-6

-3,9425 0,6452
7 TLR-7

-4,0541 0,5035

“Devami arkada”
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

TLR-8

TLR-9

TLR-10

IRAK-4

IRF-7

MyD88
TIRAF-6
TIRAP

TRAF-3

TRIF (TICAM-1)
MEK1

MEK?2

ERK1

ERK?2

Elk1

NFkB

IRAK1

INK1 (MAPKS)

TAB2

2,0056

1,0782

13,2836

15,8307

1,6239

-1,1269

7,8415

3,9789

3,9526

-2,0178

1,9534

4,0329

1,9743

7,932

19,937

7,9085

7,8237

1.6

3,9554

0,01025*

0,5054

0,00112*

0,00117*

0,04512*

0,39261

0,07561

0,00352*

0,00271*

0,00141*

0,01206*

0,00274*

0,01344*

0,00178*

0,00726*

0,00194*

0,07565

0.015*

0,00281*
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Elde ettigimiz sonuclara goére mikozis fungoides hicre hatti olan MJ de Toll

benzeri reseptoérlerin bazilarinda gen ekspresyonunda oldukga énemli bir artisin oldugu
belirlendi. TLR-1; 15,4 kat, TLR-3; 1,3 kat, TLR-4;3,8 kat, TLR-8; 2 kat, TLR-10; 13,2 kat
artis gdstermistir. istatistiksel olarak degerlendirildiginde TLR-1,-4,-8 ve-10 genlerinde
MRNA duzeyindeki artislar anlamli bulunurken (p<0.05), TLR-3 geninde mRNA

dizeyindeki artis anlamli olarak tespit edilmemigstir (p>0.05). Ayrica hasta grubunda
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TLR-5; 14,1 kat, TLR-6;3,9 kat, TLR-7; 4 kat mRNA ekspresyonunda bir azalma tespit
edilmistir. Bu azalmalarda ise istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir(p>0.05).
TLR-2 ve TLR-9 ekspresyonunda gruplar arasinda bir 6énemli bir degisim

gerceklesmemis ve istatistiksel olarak da anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Toll benzeri reseptorleri ile ilisikli yolaklarda gérev alan araci proteinler ve hedef
genlerin de degerlendirildigi calismamizda elde etti§imiz sonuglara gore hasta grubunda
kontrolle kiyaslandiginda, IRAK-4; 6,6 kat, IRF-7; 4,1 kat, MyD88; 1,8 kat, TRAF-6; 1,7
kat, TRAF-3; 2,5 kat, TIRAP; 14,4 kat, TRIF (TICAM-1); 3,2 kat, MEK-1; 2.7 kat, MEK-2;
8 kat, ERK-1; 2.8 kat, ERK-2 (p38); 2 kat, Elk-1; 2.1 kat, NF«B (Rel-A); 3.5 kat, IRAK-1;
2 kat seklinde mRNA ekspresyonunda artis tespit edilmistir. TRIF, TRAF-3, IRF-7, MEK-
1, MEK-2, EIk-1, NFB istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunurken IRAK-4, MyD88,
TRAF-6, TIRAP, ERK1, ERK2, IRAK-1 ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p>0.05). TAB-2 mRNA ekspresyonunda gruplar arasinda bir énemli bir

degisim gerceklesmemis ve istatistiksel olarak da anlamli bulunmamistir (p>0.05).

MJ hiicre hattinda Toll benzeri reseptérlerin mRNA ekspresyon degisimi

20

*
15

10

d * *

0 == (== i === ==

-5

Ekspresyon Degisimi

-10

-15

Kontrol TLR-1 TLR-2 TLR-3 TLR-4 TLR-5 TLR-6 TLR-7 TLR-8 TLR-9 TLR-10
| Seril 1 154679 = -1,0485 = 1,3018 = 3,8799  -141224  -39425 = -4,0541 = 20056 = 10782 13,2836

Genler

Sekil 4.7 MJ Hicre Hattinda Toll Benzeri Reseptorlerin Ekspresyon Degisimleri
(*:p<0.05)
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M) hiicre hattinda Toll benzeri reseptorlerle iliskili genlerin mRNA ekspresyon degisimi

Ekspresyon Degisimi
2 5

w

;
:
* * %
L N %
* it
R e i e -
— -
,
s

TRIF
Kontrol IRAK-4 IRF-7 MyD88  TIRAF-6 TIRAP TRAF-3 (TicavL1) MEK-1 MEK-2 ERK-1 ERK-2 ELK-1 NFkB IRAK-1 TAB2 INKL

M Seril 1 158307 | 1,6239  -1,1269 7,8415 3,9789 39526 | -2,0178 4,0329 1,9743 7932 19,937 7,9085 78237 3,9554 1,9534 16

Genler

Sekil 4.8 MJ Hiicre Hattinda Toll Benzeri Reseptérlerle iliskili Genlerin Ekspresyon
Degisimleri (*:p<0.05)

Hasta grubu parafin blok materyalinden elde edilen sonuglarla mikozis fungoides
hicre hatti olan MJ’deki sonuglar karsilastinldiginda, TLR-1, TLR-4, TLR-8, IRF7,
TRAF3, MEK1, MEK2, ELK1 ve NFB'nin ekspresyon artiglari hem hasta érneklerinde
hem de hicre hattinda istatistiksel olarak anlamli degisim gdsteren genler olarak tespit
edildi. Sekil 4.9'da hasta érneklerinde, hiicre hattinda ve her ikisinde ortak olarak anlaml

ekspresyon degisimi gosteren genler gdsterildi.
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. FFPE + Hiicre
FFPE Hucre Hatti
— Hatti
LT Artis: Artis:
* TLR-1:2,7 t * TLR-1:15,4 t ¢« TLR-1
* TLR-3:12,03 * TLR-4: 3,87 + TLR-4
* TLR-4:2,2 * TLR-8:2 « TLR-8
* TLR-8:5,98
* TLR-9: 9,6 * [IRAKA4: 15,8 * IRF7
* |RF7:1,62 « TRAF3
* IRF7: 4,19 * TRAF3:3,9 « MEK1
* TRAF3: 2,5 » TAB2: 1,95 « MEK?2
* TRIF: 3,2 * MEK1: 4,03 « Elk1
* MEK1: 2,7 * MEK2:1,97  NFkB
* MEK 2: 8,03 * ERK1:7,93
* Elki1:2,1 * ERK2:19,9
* NFkB: 3,55 * Elk1:2,7,90
* NFKkB: 3,95
Azals:

* TRIF: -2,01 ‘

Sekil 4.9 Hasta Ornekleri ve hucre hattinda anlamh degisim gosteren genlerin

karsilastiriimasi

4.2.3. Mikozis Fungoides Hasta Grubunda miRNA Ekspresyon Degisimleri

MF tanisi almis hasta grubumuza ve kontrol grubumuza ait olan 6rneklerden total
RNA izolasyonu ve takiben miRNA cDNA sentezi basaril olarak gerceklestirildi. Bu tez
¢alismasi kapsaminda miRNA cDNA sentezini takiben, mikozis fungoides hasta
orneklerinde kontrole gére Toll benzeri reseptdrler ile iliski yolakta rol aldigi bilinen mikro
RNA’larin ekspresyonlari Real-Time PCR ile tespit edildi. Calismamizda arastirilan 13
adet miRNA primerleri sirasiyla hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-200a-3p, hsa-
mMiR-223-3p, hsa-miR—224-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-214-3p, hsa-
MiR-424-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR- 210-3p ve hsa-miR—204-5p
seklindedir. PCR reaksiyonlari sonucu hasta grubu ve kontrol grubundan tespit edilen ct
(threshold cycle) degerleri kullanilarak gruplar arasindaki gen ekspresyon degisimleri
degerlendirildi. U6 calismamizda normalizasyon amacli housekeeping miRNA olarak
kullanildi.
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Kontrol grubu ile kiyaslandiginda hasta grubu &Ornegimizdeki ekspresyon

degisimleri Tablo 4.4'te gosterildigi gibi tespit edildi. Genlere ait mMRNA ekspresyon

degisimleri icin kat artiglar ve istatistiksel olarak degerlendirme sonucu elde edilen p

degerleri Tablo 4.4’te belirtildi. Ayrica sonuclar Sekil 4.10'da grafikler halinde

sunulmustur.

Tablo 4.4 Kontrol ve

ekspresyon degisimleri

10

11

12

13

miRNA

miR-214

miR-223

miR-21

miR-146a

Let-7e

miR-155

miR-210

miR-424

miR-204

miR-130a

miR-224

miR-375

miR-200a

mikozis fungoides hasta grubundaki miRNA dizeyindeki

Kat Degisimi (Fold regulation)

1,0111

-1,514567

6,7358

5,1186

-9,5201

8,30084

-1,45898

5,3576

-1,8608

-1,6457

-13,2558

2,55935

-3,0872

P degeri (*p<0,05)

0,85862
0,05972
0,03224*
0,581
0,019954*
0,02678*
0,02837*
0,00878*
0,16785
0,001*
0,00711*
0,03229*

0,47744

Elde edilen sonuglara gére hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda,

mikozis fungoides tanisi alan hasta érneklerinde miR-21’in 6,7 kat, miR-155’in 8,3 kat,
miR-424’lin 5,3 kat, miR-375’in 2,5 katlik artisi ve miR-210’un 1,4 kat, miR-130a’nin 1,6

kat, miR-224’Gn 13,2 kat ve let-7e’nin 9,5 kat ekspresyon azalisi istatistiksel olarak
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anlamh bulunmustur (p<0.05). miR-214 ekspresyonunun gruplar arasinda herhangi bir
degisimin olmadigi tespit edilmis fakat bu durum istatistiksel olarak anlamh
bulunamamistir (p>0.05). Ayrica hasta grubunda, miR-146a icin 5 katlik bir ekspresyon
artisl ile miR-204 ekspresyonundaki 1.8 katlik ve miR-200a ekspresyonundaki 3 kathk
ekspresyon azalisi tespit edilmis olup bu degisimler de istatistiksel olarak anlamli

bulunmamigtir (p>0.05).

MF Hasta Grubunda Toll Benzeri Reseptdrlerle iligkili miRNA Ekspresyon Degisimi

.
* - *
*
*

* i

syon Degigimi

kspre

*
Kontrol miR-214 miR-223 miR-21 miR-146a Let-7e miR-155 miR-210 miR-424 miR-204 miR-130a miR-224 miR-375 miR-200a

W Seril 1 1011 -1,514567 6,7358 5,1186 -9,5201 830084 -1,45898 53576 -1,8608 -1,6457 -13,2558 2,55935 -3,0872

Sekil 4.10 Mikozis fungoides tanili hastalarin kontrol grubu ile karsilastirildigindaki
miRNA ekspresyon degigimi

4.2.4. Mikozis Fungoides Hiicre Hattinda miRNA Ekspresyon Degisimleri

Tez galismasi kapsaminda hasta grubuna ek olarak MF hicre hatti ile in vitro
kosullarda bu hastalida ait hucre hattt modeli ile de Toll benzeri reseptdrler ve yine bu
yolakla iligkili olan miRNA’larin ekspresyon degisimleri galisildi. BJ ve MJ hicre
hatlarindan total RNA izolasyonu ve takiben miRNA cDNA sentezi basarili olarak
gerceklestirildi. Bu tez calismasi kapsaminda miRNA cDNA sentezini takiben, MF hilicre
hattinda Toll benzeri reseptorler ile iliski yolakta rol aldigi bilinen mikro RNA’larin
ekspresyonlari Real-Time PCR ile tespit edildi. Calismamizda arastirilan 13 adet miRNA
primerleri sirasiyla hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-223-3p,
hsa-miR—224-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-424-5p,
hsa-let-7e-5p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR- 210-3p ve hsa-miR—204-5p seklindedir.

PCR reaksiyonlari MJ ve BJ hicre hatlarinda tespit edilen ct (threshold cycle) degerleri
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kullanilarak gruplar arasindaki gen ekspresyon degisimleri degerlendirildi. U6

¢alismamizda normalizasyon amaglh housekeeping miRNA olarak kullaniidi.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda MF hicre hatti olan MJ 6rnegimizdeki
ekspresyon degisimleri Tablo 4.5'te goésterildigi gibi tespit edildi. Genlere ait mRNA
ekspresyon degisimleri icin kat artislar ve istatistiksel olarak degerlendirme sonucu elde
edilen p degerleri Tablo 4.5'te belirtildi. Ayrica sonuglar Sekil 4.11°de grafikler halinde

sunulmustur.

Tablo 4.5 MJ hiicre hattinda kontrolle kiyaslandiginda miRNA dizeyindeki ekspresyon

degisimleri
miRNA Kat Degisimi (Fold regulation) P degeri (*p<0,05)

1 miR-214 54193 0,171957

2 miR-223 2614 0,06719

3 miR-21 1,2763 0,000189*

4 miR-146a -12,3464 0,00025*

5 Let-7e 0,0486*
-7.3415

6 MiR-155 0,00745*
1,6753

7 lReZI -2,1092 0,0473*

8 miR-424 -11,5525 0.65

9 MiR-204 0,056
11124

10  miR-130a 0,00025*
-2.0848

11 miR-224 31171 0,32

12 miR-375 0.1
-20,6276

13 miR-200a -6.2668 0,0036*



63

Elde edilen sonuglara gbére MF hicre hattt MJ ile kontrol grubu
karsilastirildiginda, MJ hicrelerinde miR-21’in 1,27 kat, miR-155’in 1,6 katlik ekspresyon
artiglari ve miR-146a’nin 12,3 kat, let-7e’nin 7,3 kat, miR-210’nun 2,1 kat, miR-130a’'nin
2 kat ve miR-200a’'nin 6,2 kathk ekspresyon azalislar istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.05). miR-204 ekspresyonunun gruplar arasinda herhangi bir degisimin
olmadi§i tespit edilmis fakat bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir
(p>0.05). Ayrica MJ hucre hatti grubunda miR-214’Gn 5,4 kat, miR-223'Un 2,6 kat ve
miR-224’Un 3,1 katlik ekspresyon artislari ile miR-424’tGn 11,5 kat ve miR-375’in 20 katlik
ekspresyon azaliglari azaligi tespit edilmis olup bu degisimler de istatistiksel olarak

anlamh bulunmamistir (p>0.05).

Mikozis Fungoides Hiicre Hatti M)'de Toll Benzeri Reseptarlerle iligkili miRNA'larin Ekspresyon Degisimleri

10

E L -
= *
*

-10

Ekspresyon De

Kontrol miR-214 miR-223 miR-21 miR-146a Let-Te miR-155 miR-210 miR-424 miR-204 miR-130a miR-224 miR-375 miR-200a
| Seril 1 54193 2514 1,2763 -12,3464 -7,3415 16753 -2,1092 -11,5525 10124 -2,0848 31171 -20,6276 -6,2668
miRNA'lar

Sekil 4.11 Mikozis fungoides hlcre hatti MJ’deki kontrole kiyasla miRNA ekspresyon

degisimleri

Hasta grubu parafin blok materyalinden elde edilen sonuglarla mikozis fungoides
hicre hatti olan MJdeki sonuclar karsilastirildidinda, miR-21 ve miR-155
ekspresyonlarindaki artiglar ile miR-130a, miR-210 ve let-7e ekspresyonlarindaki
azalislar hem hasta orneklerinde hem de hiicre hattinda istatistiksel olarak anlaml
degisim gosteren genler olarak tespit edildi. Sekil 4.12°de hasta érneklerinde, hlicre
hattinda ve her ikisinde ortak olarak anlamli ekspresyon degisimi gdsteren genler

gOsterildi.
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FFPE Hiicre Hatti FFPE + Hucre
— Hatti
Artis: Artis: Artis:

miR-155 t
miR-424

miR-375 MIR.214

miR-223
miR-224
miR-146a
miR-210 miR-146a
miR-130a miR-130a
miR-130a

miR-224 miR-200a
let-7e miR-210

let -Te miR-210

let-7e

miR-223 miR-375
miR-204 miR-424
miR-200a

Sekil 4.12 Hasta ornekleri ve hicre hattinda anlamli degisim gosteren miRNA'larin

karsilastiriimasi

4.3. miRNA Hedef Tespiti ve Etkilesim Analizi

Tez calismasi kapsaminda calisilan miRNA’larin hedefledikleri genlerin tespiti miR-

Tarbase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php) ve Diana Tools

(http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php) veri tabanlari ve igerisinde

yer alan mirPath v.3 tarama programi (http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/)

kullanilarak gergeklestirilmistir. Tahmini ve valide olarak sonuglari ortaya koyan bu veri
tabanlarinin kullaniimasi ile hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-200a-3p, hsa-
mMiR-223-3p, hsa-miR—224-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-214-3p, hsa-
MiR-424-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR- 210-3p ve hsa-miR—204-5p
icin hedef tespitleri yapiimistir. Hedef tespiti sirasinda elde edilen genlerden sadece Toll
benzeri reseptorler ve Toll benzeri reseptér yolagdiyla iligkili olan genler segilmistir.
miRTarbase ve Diana Tools veri tabanlari veri tabanlarindan elde edilen sonuglar Tablo
4.6’da belirtilmistir.


http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php
http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/
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Tablo 4.6 Calisilan miRNA’larin miRTarbase ve Diana Tools veri tabanlarindaki olasi
hedef mRNA’lar

miRNA miRTarbase ve | miRNA miRTarbase ve
Diana Tools veri Diana Tools veri
tabanlan tabanlan
hsa-miR-214-3p Elk1 hsa-miR-424-5p MAPK2 (MEK1)
hsa-miR-223-3p TLR2 hsa-miR—204-5p MAPK2 (MEK1)
hsa-miR-21-5p TLR3,TLRA4, hsa-miR-130a-3p | TLR6
IRAK1, NFkB,
MyD88
hsa-miR-155-5p TAB2, MyD88 hsa-miR—224-5p MEK?2
hsa-miR-146a-5p | TLR2, TLR4, | hsa-miR-375 ERK1 ve ERK2
IRAK1, IRF7,
TRAF6
hsa-let-7e-5p TLR4 hsa-miR-200a-3p | NFkB
hsa-miR- 210-3p NFkB

Calisilan miRNA’larin (hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-
223-3p, hsa-miR—224-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-
424-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR- 210-3p ve hsa-miR—204-5p ) gorev
aldigi veya iligkili oldugu sinyal iletim yolaklari ile molekuler etkilesim ve iligkileri analiz
etmeye ve acgiklamaya calisan veri tabani olan KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genese
and Genomes) veri tabani (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) kullanilarak

tespit edildi. Ayrica ¢alisilan mRNA’lar ile string analizi (https://string-db.org/) yapilarak

Toll benzeri reseptoérler arasindaki iliski ve etkilesimi teyit edildi. Yapilan KEGG analizi
dogrultusunda tez galismasi kapsaminda arastirilan miRNA’larin ¢ok cesitli hiicresel
yolaklarla iligkili oldugu ortaya ¢ikmigtir. Bunlar arasinda en guglu iligkilerin oldugu
yolaklar Tablo 4.7°de belirtildigi gibi TNF sinyal yolagi, yag asidi metabolizmasi, viral
karsinogenez, kanser yolaklari, TGF-beta sinyal yolagi, mTOR yolagi, NFB sinyal
yolagi, MAPK sinyal yolagi, kanser iligkili proteoglikanlar ve tez galismamizin galigilan
ana sinyal yolagi olan Toll benzeri reseptdr sinyal yolag olarak tespit edildi. Calisilan

miRNA’lar Toll benzeri reseptor yolagindan 42 gen ile iligkili bulunmustur. Bu tablo da


https://www.genome.jp/kegg/pathway.html
https://string-db.org/
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ayrica kag tane miRNA’nin iliskili bulunan yolaklardaki gorev alan genlerden kag tanesi
ile iligskili oldugu da ortaya koyulmaktadir. Sekil 4.13'te KEGG yolak analizi sonucu
ortaya ¢ikan heatmap analizi verilmistir. KEGG yolak analizi Diana Tools online tarama
ve analiz programi icerisinde yer alan mirPath v.3 tarama programi kullanilarak
gerceklestiriimistir  (http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/). Ayrica Sekil 4.14’te
calismada kullanilan genlerin string analizi yapilarak aralarindaki protein-protein
etkilesim durumu gosterilmigtir (https://string-db.org/). Bu etkilesimin icine ayrica
miRNA’lar da katilarak string tabani kullanilarak galisan Rain: RNA-protein arasindaki
iliski, baglanti ve etkilesim ve yolak analizini yaparak ortaya koyan veri tabani
(https://rth.dk/resources/rain/single_search.php?identifier=&organism=Human&submit=
Search) ile analiz islemi yapildi. Béylece segilen miRNA’lar ile Toll benzeri reseptorler
ve bu yolakta gorev alan genler arasindaki etkilesim ve iligki bu veri tabani ile de teyit
edilmistir (Sekil 4.15). Ancak bu veri tabaninin tahmini ve valide hedefler noktasinda
guncelligi miR-Tarbase ve Diana Tools analizinde tespit edilen hedef ve etkilesimleri tam
olarak ortaya koymakta yetersiz kalabilmekte diger veri tabanlarinda etkilesimli ¢ikan
miRNA ve hedef genleri ve proteinlerini tam olarak ortaya koyamamaktadir. Veri
tabanindaki yakin zamanda yapilacak olan guncellemeler dogrultusunda muhtemelen

bu problem ortadan kaldirilacaktir.

Tablo 4.7 Calismada kullanilan miRNA'lar'in KEGG yolak analizi

KEGG Yolagi P Degeri Gen miRNA
Sayisi Sayisi

TNF Sinyal Yolagi (hsa04668) 1.89362792542e-07 72 12
Yag Asidi Metabolizmasi (hsa01212) 1.89362792542e-07 23 11
Viral Karsinogenez (hsa05203) 8.11346678209e-07 107 12
Kanser Yolaklari (hsa05200) 1.05780864732e-05 207 12
TGF-beta sinyal Yolagi 2.30253084465e-06 48 11
mTOR sinyal yolagi (hsa04150) 0.000192783519889 41 12
NF-kappa B sinyal yolagi (hsa04064) 0.010406299652 45 11
MAPK sinyal Yolagi (hsa04010) 0.00542322653832 107 8

Toll-like reseptor sinyal Yolagi 0.0438939871019 42 8

Kanser iligkili proteoglikanlar 4.46945232842e-10 100 8


https://string-db.org/
https://rth.dk/resources/rain/single_search.php?identifier=&organism=Human&submit=Search
https://rth.dk/resources/rain/single_search.php?identifier=&organism=Human&submit=Search
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Sekil 4.13 Calismada kullanilan miRNA’larin KEGG heatmap analizi sonucu
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Sekil 4.14 Caligilan genlerin protein-protein etkilesimini gdsteren string anailizi sonucu
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Sekil 4.15 Caligilan genlerin protein-RNA etkilesimini gdsteren string analizi sonucu

4.4. T Hicre Klonalitesi Sonuglan

invivoscribe IdentiClone™ T Cell Receptor Gamma Gene Rearrangement Assay 2.0
kiti ile Biomed-2 primerleri kullanilarak multipleks PCR ydntemi ile T hlicre reseptoéri
Gama icin yapilan klonalitesi tespit edildi. Hasta grubundan izole edilen DNA’larin
klonalite deneyleri icin kalite kontroli ve sec¢imi yapildi. Kaliteli bir degerlendirme
yapabilmek igin c¢alisilacak olan DNA’nin 6zellikle 300 baz ciftinden kiguk olmamasi
deneyi kolaylastirmaktadir. DNA’larin 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ve 1:20 dilisyonlari kullanilarak
klonalite icin uygun baz cifti DNA'lar segilmeye calisildi. Elde edilen DNA segim
sonuglarina gore 27 érnegimizin DNA'sI igin segilen konsantrasyonlarda klonalite deneyi
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icin sonu¢ elde edilebildi (Sekil 4.16). Takiben gerceklestiriien multipleks PCR ile
klonalite calismalarina devam edildi. Yalanci pozitifligi engellemek igin heterodupleks
analizi yapilmis olup takiben poliakrilamid jel elektroforezi ile jel ylritme islemleri
gerceklestirildi. Daha sonra jel gérintiileme sisteminde jel goruntilenerek ve fotografi
cekildi. Cekilen fotograftaki bantlarin buyukliklerine ve analiz araliklarina bakilarak her
hasta igin T hlicre reseptéri gama klonalitesi degerlendirildi. Elde edilen jel gérintileme
sisteminde UV goruntilerinde simir sekildeki goruntiler poliklonal PCR urand olarak
degerlendirildi. Analiz araliginda tespit edilen tek bant goruntuleri “klonal” PCR arunu
olarak, ayni analiz araliginda tespit edilen iki bant biallelik ve farkli analiz aralijinda tespit
edilen goklu bantlar da “oligoklonal” olarak degerlendirildi. Pozitif ve negatif kontrollerin
jelde yuklenerek sistem kendi icinde kontrol edildi. Sekil 4.17 ve 4.18’ de poliakrilamid jel

elektroforezi goruntileri analiz bandi ve bantlar isaretlenerek belirtildi.

Sekil 4.16 DNA drneklerinin T hlicre reseptdrii gama klonalitesi belirlenmesi igin agaroz

jelde kaliteli DNA’larin tespiti

Calismamizda gercgeklestirilen T hicre reseptdéri gama klonalitesi deneyindeki
yuratilen poliakrilamid jel elektroforezinin UV goruntulemesi Uzerinden yapilan analiz
araligindaki degerlendirildiginde 27 olguda, tube A igin TCRA ve Tube B i¢cin TCRB
olmak tzere gercgeklestirilen iki reaksiyonda; TCRA reaksiyonu i¢in analiz araliginda A09
pozitif kontrol 6rnegi icin analiz bandi 212, B21 poliklonal negatif kontrol igin analiz bandi
167°dir. TCRA ve TCRB i¢in analiz araligi olan 145-255 ve 80-220 igin Bant gdzlenen jel
fotograflan yildiz (*) ile isaretlenmistir. Bu olgulardan TCRA icin; A2, A3, A8, A10, A18
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ve A19 6rnek numarali toplam 6 adet olgu da tespit edilen tek yildiz ile gdsterilen ve
analiz aralijinda tek bantla izlenen érnekler monoklonal olarak degerlendirildi. A13, A14,
A16 ve A17 numarali 6rneklerde iki yildiz ile gbsterilen ve ayni analiz araliginda iki bant
go6zlenen 4 adet olgumuz biallelik olarak tespit edildi. Diger 17 adet olguda TCRA igin
analiz araliginda bant gézlemlendi ve poliklonal olarak degerlendirildi. TCRB reaksiyonu
icin 27 olgudan B4 olarak numaralandirilan 6rnekte analiz araliginda tek bant gézlendi
ve monoklonal olarak degerlendirildi. B6, B10, B11, B21 ve B22 olarak numaralandirilan
5 olguda ayni analiz bandinda iki bant gozlendi ve biklonal olarak degerlendirildi. Diger
21 drnek igin analiz araliginda bant gézlemlenmedi ve poliklonal olarak degerlendirildigi.
TCRA ve TCRB ortak degerlendirildiginde 27 olgunun 15’inde (%55,5) monoklonal ve
biklonal olarak degerlendirildi. Diger 12 6rnek (%44,5) poliklonal olarak degerlendirildi.

Yas ve cinsiyet ile klonal farkhlik arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir (p>0,05).
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Sekil 4.17 Caligilan olgularin TCRA icin poliakrilamid jel géruntuleri
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Sekil 4.18 Caligilan olgularin TCRB igin poliakrilamid jel gérintuleri



73

5. TARTISMA

Deride bulunan malign klonal CD4" T lenfositlerle karakterize bir hastalik grubu
olan primer kutanéz T hlcreli lenfomalar, bati Glkelerindeki 1/100000 olarak belirtiimis
yilik insidansi ile en sik karsilasilan lenfoma tipidir (Keehn vd 2007, Willemze vd 2018).
Kutan6z T hucreli lenfomalarin %60’in1 kapsayan alt tipi olan Mikozis fungoides (MF)’in
patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. MF, etyopatogenezinde immiinolojik,
cevresel ve genetik olarak bazi parametrelerin etkili oldugu hipotezleri ortaya atilmakla
birlikte hastaligin altinda lenfositlerin papiller dermiste farkli yogunluklarda infiltre
olmalari ve bu T lenfosit hlcrelerinin epidermise ilerlemesi ile karakterize olan Non-
Hodgkin lenfoma formudur (Willemze vd 2019, Kandolf Sekulovi¢ vd 2009, (Yamashita
vd 2012).

Mikozis fungoidesin uzun vyillar ©Onceki kesfinden bu yana KTHLnin
patofizyolojisinin altinda yatan molekller mekanizmalar arastiriimis olup elde edilen
guncel sonuglar arasinda kronik antijen stimulasyonu, endojen veya eksojen onkogenik
virusler gibi enfeksiydz surecler, T hicre reseptorinde somatik V (D) J
rekombinasyonunda kullanilan RAG1/RAG2 endonukleaz aktivitesinin reaktivasyonu,
THR klonalitesi ve UV (Ultraviyole) 1sinimi dahil edildi (Peterson vd 2019). Genel olarak,
uzun sdreli antijen stimidlasyonunun, anahtar sitokin sinyal yollari yoluyla, T hlcresi
¢ogalmasi ile inflamatuar bir tepkiye neden oldugu ve surekli genisleme ile klonal bir
malign T hicresine yol agtigi disitnilmektedir. Bununla birlikte, son yillarda, yiksek
verimli transkripsiyonel profillemeden toplanan veriler kullanilarak, KTHL'nin karmasik
patogenezini anlamak icin molekuler patogenezin anlasilmasinda onemli gelismeler
kaydedilmistir (Stadler ve Stranzenbach 2018). Tim bu elde edilen bulgulara ragmen
hendz tam olarak hastaligin patogenezinin aydinlatiimasi malign hicrelerde ve mikro
cevrelerinde daha detayl genetik ve fonksiyonel arastirmalari beraberinde getirmigtir.
Gen dizileme galismalari ve diger genetik ¢caligmalar ile mikozis fungoides ve kutanéz T
hicreli lenfoma  patagenezinde onkogenler, timoér baskilayici genler, kromotin
yapisinda yer alan ve epigenetik mekanizmalarla iligkili olan genler, T hucre
olgunlagmasinda ve aktivasyonunda rol alan genlerin de dahil oldugu yaygin olarak
etkilenen genlerdeki kopya sayilarindaki artiglar, bu genlerdeki mutasyonlar, ekspresyon
degisimleri ve iligkili sinyal iletim yolaklarinda meydana gelen aktivasyon veya

inaktivasyonlarin oldugu ortaya koyulmustur (McGirt vd 2015, Peterson vd 2019).

Yapilan aragtirmalarda MF ve diger KTHL tiplerinde bu biyolojik mekanizmalarda
gorev alan hicre transkripsiyonel profillerinden TP53, PTEN, BRAF, MYC, RB1,
CDKNZ2A, FAS gibi hiicre dongusu ve apoptoz gibi hicresel mekanizmalarda, ARID1A,
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DNMT3A, CTCF, ATM gibi kromotin modifikasyonu ve DNA tamiri gibi biyolojik
mekanizmalarda ve ZEB1, NFKB2, PLCG1, STAT3, CD28, JAK2 gibi T hicre gelisimi
ve fonksiyonlarinda gorevleri genlerde meydana gelen mutasyonlarin oldugu rapor
edilmistir (Choi vd 2015, da Silva Almeida vd 2015, McGirt vd 2015). Yine ortaya koyulan
calismalar kapsaminda MF ve KTHL cesitlerinde T hiicre farklilasmasinda rol alan TOX,
BCL11A, SATB1, CD40, GATA3, JUNB, STAT4 genlerde, T hlicre aktivasyonu ve sinyal
iletiminde goérev alan NFKB-2, FYB, LCK, KIR3DL2, PTPRCAP genlerinde, hicre
migrasyonunda rol alan CCR4, SATB1, EPHA4, DNM3, PLS3 gibi genlerde ve apoptoz
ile iligkilendirilen BCL2, MCL1, STAT3, TWIST1, FAS gibi genlerin ekspresyonlarinda
meydana gelen anormal degisimler ortaya koyulmustur (Dulmage ve Geskin 2013,
Litvinov vd 2015). Ayni sekilde, KTHL patogenezi ile ilgili daha spesifik genetik ve
fonksiyonel degisiklikler Gzerine odaklanan ¢alismalar hicre sag kalimi ve proliferasyonu
gibi biyolojik olaylarda meydana gelen molekuler degisiklikleri ortaya koymaya
calismaktadir. JAK-3 / STAT ve NFkB sinyal yollarinin dizensizligi T hcre
proliferasyonuna ve kronik aktivasyonuna yol agtigi ortaya koyulmustur. JAK-3 / STAT
yolunun SOCS3 ve protein tirozin fosfataz SHP1 gibi negatif dizenleyicilerinin iglev
bozukluklarinin KTHL patogenezinde rol aldigi rapor edilmistir (Sibbesen vd 2015).
Ayrica JAK/STAT sinyal yolaginin atopik dermatit, psoriasis gibi inflamatuar deri
hastaliklarinda ve mikozis fungoides ve sezary sendromu gibi neoplastik deri
hastaliklarinin patogenezinde rol aldigi degerlendirilmistir (Karagianni vd 2019). Torres
ve arkadaslari tarafindan yapilan bir genomik analiz arastirmasinda JAK/STAT sinyal
inhibitérlerinden HNRNPK ve SOCSY'’in delesyonlarinin CDKN2A delesyonundan sonra
mikozis fungoides’de en sik karsilasilan genetik degisiklik oldugunu belirtiimistir
(Bastidas Torres vd 2018).

Mikozis fungoides hastaliginda JAK/STAT yoladi disinda yapilan diger bir yolak
incelemesi analizinde TNF sinyal iletim yolaginda gdrevli c¢esitli genlerin
deregilasyonlari da rapor edilmigtir. Tracey ve arkadaglari tarafindan 29 MF hastasi ile
yapilan mikroarray c¢alismasinda 27 genin MF timdrogenezindeki etkili olabilecegdi
bildirilmistir. Yapilan ekspresyon profil tespiti ¢galismasinda TNF yolagd ve T hicre
aktivasyonunda goérev alan genlerin mikozis fungoides’de ekspresyonlarinin upregule
oldugunu belirtmislerdir (Tracey vd 2003). Dereure ve galisma ekibi tarafindan yapilan
bir diger calismada da FAS sinyal yolagindaki defektin MF patogenezinde T hiicrelerinin
apoptoz mekanizmalarini dzerinden olasi bir etki gosterdigini one surmusglerdir (Olivier
Dereure vd 2002). CD4+ kutandz T hucreli lenfoma hastalarinda periferik kan hicreleri
Uzerine yapilan diger calismasinda FAS ekspresyonun bu hastalarda dusuk oldugu

gosterilmistir (O Dereure vd 2000). MF hastalarinda apoptoz ve hicre déngisinin
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regllasyonunda goérev alan genlerdeki ekspresyon degisimleri de hastaligin
patogenezinde etkili olabilecegi ortaya atilmistir. Mao ve arkadasglari tarafindan yapilan
bir arastirmada blc-2 protein ekspresyonundaki artis (Mao vd 2014) ve Peris ve
arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢galismada da p16 mRNA ekspresyonunda azalma
oldugu tespit edilmis olup bu degisimlerin MF hastaliginda rol oynayabilecegi rapor
edilmistir (Peris vd 1999). Hu ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada,
keokin reseptorlerinden biri olan CCR7 ekspresyonunun MF deri lezyonlarinda subkutan
tutulum ile korele oldugunu gdstermigler ve ek olarak, CCR7'nin aktivasyonunun mTOR
sinyal yolu boyunca mikozis fungoides hucre hatti olan MyLa hucrelerinde hucre gogunu
indUkledigini gostermiglerdir. Bu sonuglar baglaminda, CCR7'nin MF patogenezinde rol
oynayabilecegini ve CCR7'yi hedeflemenin gelecekte mikozis fungoides tedavisi i¢in
¢ekici bir terapétik yaklasim olabilecegini rapor etmiglerdir (Hu vd 2014). Bu literatar
bilgileri 6zetlendiginde mikozis fungoides hastaliginin molekiler patogenezi ile yapilan
¢alismalar kapsaminda JAK/STAT, FAS, TNF, mTOR, NFkB gibi ¢esitli sinyal iletim
yollarinda gdrev alan genlerin ekspresyon degisimleri bu genlerde meydana gelen

mutasyon veya delesyon gibi kromozomal degisimlerin etkili olabilecegi belirtilmistir.

Vicudun korunmasinda onemli immunolojik islevlere sahip olan deri dokusu
fiziksel bariyer gorevi gérmenin yaninda patojen tespitinde dnemli rollere sahiptir. Derinin
bu konak savunma mekanizmasinda c¢esitli patojenik mikroorganizmalara karsi
gelistirilen dogal immudn cevabin olusumunda gorevli olan TLR'ler ilgili lingandlari
taniyarak inflamasyon olusumunu tetikler. TLR uyarimi hiicre i¢in molekiler sinyal iletim
yolaklarini aktive ederek anti-mikrobiyal genlerin ve inflamatuar sitokinlerin
aktivasyonunu uyarir. TLR’lerin otoimmun hastaliklar, diyabet, renal iskemi reperflizyon
gibi gesitli hastaliklarin yani sira atopik dermatit, psoriasis, akne vulgaris gibi dermatolojik
hastaliklara da yol acabildigi 6ne sUrlimustar (Given ve Can 2012). Pek c¢ok
dermatolojik hastalidin TLR sinyali ile iligkili oldugu bu yolakta gorevli genlerde meydana
gelen defektlerin bu hastalik tiplerinde hastaliga yatkinhigi arttirdigi ve hastalik seyrini
etkiledigi belirtiimistir. Dogal immun yanitin olugsmasinda esas olarak monositler, NK
hicreleri, lenfositler, dendritik hicreler gibi hucre tiplerinin rol oynadigi ve bu

hiicrelerinde TLR eksprese ettikleri bildirilmistir (Karaca ve Oztiirk 2012).

GUnUmizde su ana kadar insanlarda tespit edilmis olan 10 Toll benzeri
reseptdérden, TLR-1’in triacil lipopeptitlere karsi olusan yanitta TLR-2 ile fonksiyonel
olarak iligkili olarak beraber hareket ettigi bildiriimistir (Takeda ve Akira 2005). TLR-2
gram pozitif ve negatif bakterilerinin hlicre duvarlarinda bulunan lipoproteinler ve lipoteik
asit gibi mikrobiyal komponentleri taniyabilen reseptérler olup TLR-6 ile beraber dimer

olusturarak aktivasyon gdéstermektedir (Underhill ve Ozinsky 2002). In vivo olarak
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yapilan ¢alismalarda TLR-3'lUn baskilandi§i farelerde viral RNA kopyalarina karsi verilen
hicresel yanitin azaldigi gésterilmis olup bu ¢alismalar sonucunda TLR-3'Gin dsRNA'nin
taninmasi ve yanit olarak tip | interferon tretiminden sorumlu oldugu bildirilmistir (Takeda
ve Akira 2005). Toll benzeri reseptorler arasinda en ¢ok c¢alisilan ve diger tiplerine gore
en cok bilginin elde edildigi TLR-4’ln lipopolisakkarit basta olmak (izere ayrica endojen
molekiillerden 1sI sok proteini 60 (HSP60)'1 ve diger bir endojen faktér olan fibronektinin
de TLR-4 tarafindan tanindigi gosterilmigtir (Agnese vd 2002, Okamura vd 2001). TLR-
2, -4, -6 gesitli bakteriyel komponentlere cevap olarak aktive olurken, TLR-5 ve TLR-Q’un
aktivasyonunun tek bir mikrobiyal hedefin spesifik olarak taninmasiyla iligkili oldugu
ortaya koyulmustur. TLR5 bakteriyel flagellinin taninmasindan ve sonucunda TNF alfa
gibi faktorlerin sinyallerin Uretiminden sorumludur (Takeda ve Akira 2005). TLR-7’nin
imidazoquilin ailesi Gyelerini tanidigi ve interferon alfa ve IL-12 gibi sitokinlerin uyarimi
ile iligkili oldugu bildirilmistir (Akira 2003). TLR-8 ile ilgili yapilan ¢alismalarda tek
zincirleri RNA’nin taninmasi ve sitokin salinimda gorev aldigi gosterilmis ve ayrica TLR-
7 ve TLR-9 ile de iligkili oldugu bildirilmistir (Peng vd 2005, Takeda ve Akira 2005). TLR-
9'un bakteri veya viris DNA's!1 ile metillenmemis CpG dinukleotidlerini tanidigi ve B hiicre
proliferasyonunun stimuilasyonu ile dendritik hicreler ve makrofaj hiicrelerinin aktive
edilmesinde de gorev aldigi tespit edilmistir (Akira 2003, Takeda ve Akira 2005). TLR-
10 ile ilgili yapilan calismalar ve bilgimiz kisith olup TLR-1 ve TLR-6 ile aminoasit
benzerligi oldugu gosterilmistir. Direk olarak etkilesiminin oldugu ligand henlz tespit

edilememis olup fonksiyonu ile ilgili kesin bir bilgi de bulunmamaktadir (Oosting vd 2014).

Tez c¢alismamizin konusu olusturan mikozis fungoides hastaligi da CD4+ T
hicrelerinden kdken alan kutan6éz T hicreli lenfoma tipidir. Bu arastirma kapsaminda
TLR’lerin MF hastalarindaki ekspresyon degisimleri ¢ok sayida yolak elmani da
arastirilarak batincul olarak ele alinmistir.  Bu kapsamda bu ¢alismada, Toll benzeri
reseptorler ile iligkili olan ve bu yolakta gdrev alan genler ile downstreamdeki hedef
genlerin ekspresyonlarinin ve ayni zamanda bu yolakta gdrev alan miRNA’lari hem
mikozis fungoides hasta grubunda hem hucre hattinda kontrole gore farklihk gésterecegi
ve patogenez aydinlatiimasi acgisindan bilgiler sunacad hipotez olarak ortaya
koyulmustur. Hipotezin desteklenmesi amaciyla hasta grubu ve kontrol grubu olarak iki
olgu grubu planlanmig ve ayni zamanda mikozis fungoides hiicre hatti da kullanilarak
hasta grubu ile hastaliga ait hucre grubunda da benzer sonuglarin olup olmadigi

arastiriimistir.

Gruplar arasindaki mRNA ekspresyon degisimleri Real-Time PCR kullanilarak
tespit edilmigstir. Elde edilen galisma sonuglarimiza gére mikozis fungoides tanili hasta

grubunda Toll benzeri reseptérlerin gen ekspresyonunda oldukga 6nemli bir artigin
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oldugu tespit edilmistir. TLR-1; 2,7 kat, TLR-2; 2,1 kat, TLR-3; 12,03 kat, TLR-4;2,2 kat,
TLR-5; 4,7 kat, TLR-6; 2,6 kat, TLR-8; 5,9 kat, TLR-9; 9,6 kat artis g&stermistir.
istatistiksel olarak degerlendirildiginde TLR-1,-3,-4,-6,-8 ve -9 genlerinde mMRNA
dizeyindeki artiglar anlamli bulunurken (p<0.05), TLR-2 ve -5 genlerinde mRNA
dizeyindeki artislar anlamli olarak tespit edilmemistir (p>0.05). Ayrica hasta grubunda
TLR-7 mRNA ekspresyonunda 1,66 katlik bir azalma tespit edilmistir. Bu azalma ise
istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir(p>0.05). TLR-10 ekspresyonunda gruplar
arasinda bir énemli bir degisim gerceklesmemis ve istatistiksel olarak da anlaml
bulunmamistir (p>0.05). Ayrica deney sonuglarimiza gére mikozis fungoides hiicre hatti
olan MJ de Toll benzeri reseptdrlerin bazilarinda gen ekspresyonunda degisimlerin
oldugu da belirlendi. TLR-1; 15,4 kat, TLR-3; 1,3 kat, TLR-4;3,8 kat, TLR-8; 2 kat, TLR-
10; 13,2 kat artis gdstermistir. istatistiksel olarak degerlendirildiginde TLR-1,-4,-8 ve-10
genlerinde mRNA dizeyindeki artiglar anlamli bulunurken (p<0.05), TLR-3 geninde
MRNA dizeyindeki artis anlamli olarak tespit edilmemistir (p>0.05). Ayrica MJ grubunda
TLR-5; 14,1 kat, TLR-6;3,9 kat, TLR-7; 4 kat mRNA ekspresyonunda bir azalma tespit
edilmistir. Bu azalmalarda ise istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir(p>0.05).
TLR-2 ve TLR-9 ekspresyonunda gruplar arasinda énemli bir degisim gerceklesmemis

ve istatistiksel olarak da anlamh bulunmamistir (p>0.05).

Literatirde yapilan calismalar dikkate alindiginda mikozis fungoides ve TLR
iligkisini arastiran ¢alisma sayisi olduk¢a kisitlidir. Elde edilen sonuclarimizi bunlarla
karsilastirdigimizda literatire benzer bazi sonuglar elde edilmigtir. 2006 yilinda
Jarrousse ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilien mikozis fungoides ve sezary
sendromlu hastalarda parafine gémuld dokudan yapilan calismada
immunohistokimyasal yontemle TLR -2, -4 ve -9un ekspresyon degisimleri
arastiriimistir. Bu ¢alismada normal deri dokusu, atopik dermatit ve psoriasis olgulari
kontrol amagh kullaniimistir. Calisma sonucunda normal dokuya kiyasla parapsoriasis
dokularinda bu U¢ TLR’nin ekspresyonunun kontrole gére degismedigini ancak MF
derilerindeki epidermis kisminda TLR -2, -4 ve -9 i¢in immunohistokimyasal boyama
sonucunda kontrole kiyasla oldukga guglu ekspresyon artisi tespit etmiglerdir. Sezary
sendomunda ise normale gore yuksek ama MF dokularindan daha az ekspresyon
yogunlugu gézlemlediklerini rapor etmiglerdir. Calisma sonucunda MF cilt lezyonlarinin
gelisiminde T lenfositlerinin kronik aktivasyonunda rol oynayabilen kutanoz lezyonlarda
TLR2, TLR4 ve TLR9 ekspresyonundaki bir artisla hastalik patogenezi arasinda pozitif
iliski gérulmustur (Jarrousse vd 2006). Calismamiz sonucunda da MF hasta grubunda
RT-PCR ile yapilan ekspresyon degisimi tespitinde TLR-2 ekspresyonunda 2,1 kat, TLR-
4 ekspresyonunda 2,2 kat ve TLR-9 ekspresyonunda da 9,6 kathk artislar tespit
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edilmistir. TLR-4 ve -9un ekspresyonlarindaki degisim istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Jarrousse ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen calismada ekspresyon

artiglari belirtiimis ama ne kadarlik bir artisin oldugu kat sayisal olarak rapor edilmemistir.

Mikozis fungoides hastalarinda TLR ekspresyonu ile ilgili yapilan diger bir
c¢alismada ise Misirda 28 kisilik bir MF hasta grubunda 11 erkek ve 17 bayan olacak
sekilde bir olgu grubunda RT-PCR yontemi kullanilarak TLR-7 ekspresyon degisimi
degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen 30 kontrole gére 28 kisilik MF ve 30 kisilik
psériais hasta grubunda arastirma vyapimis olup ve MF vakalarinda TLR7-
ekspresyonunun daha distk oldugu rapor edilmistir. Psdriasis grubundaki TLR-7
ekspresyon degisimi kontrole gére ¢ok farklilik géstermemisken MF grubuna gére daha
yuksek ekspresyon tespit edilmistir. Ayrica MF grubunda, yasa ve cinsiyete bagl olarak
TLR 7 ekspresyonunda anlamli bir degisim saptanamamistir. TLR-7’nin MF vakalari icin
kullanigli bir prognostik belirte¢ olma potansiyeli oldugunu 6ne stren arastiricilarin daha
detayh calismalara ihtiya¢c oldugunu, western blot ve immunohistokimyasal yontemler
kullanilarak da PCR verilerinin teyit edilmesi gerektigini belirtmislerdir. Calismanin
sadece 28 hasta grubu olgusu icermesi ¢calismanin en buylk eksikligini olusturmaktadir
(Bl Tawdy vd 2017). Bizim calismamizda da bu calismaya paralel olarak TLR-7
ekspresyonunun hasta grubunda 1,66 ve hiicre hatti grubumuzda da 4 katlik bir azalma
gOsterdigi fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml olmadigi gértlmastir. TLR-7
imidazoquinolin ailesinden farkli tipleri taniyan sonucunda IFN-a ve IL-12 gibi sitokinleri
uyaran reseptérdiir (inci ve Biskin 2007). MF grubunda diisiik ekspresyon sergilemesine
ragmen inflamatuar sitokinlerdeki artisin diger TLR’ler araciigiyla gerceklesmis

olabilecegini digstndirmektedir.

Primer kutan6z CD30+ anaplastik buylk hucreli lenfomada (cALCL) ve tip C
lymphomatoid papulosis (LyP-C) patogenezi Gzerine yapilan bir arastirmada TLR-2,-4,-
7,-9 aktivasyonlarinin etkisi arastirlmistir. Parafine goémuli blok materyalinden 16
CALCL ve 3 LyP-C hasta 6rneginden immunohistokimyasal boyama ile ekspresyon
durumlari tespit edilmistir. Ekspresyon durumlarini zayif, orta ve gugli seklinde
belirtmislerdir. Calisma sonucunda, normal kontrol dokusu epidermisinde TLR-2, -4,-7,-
9 ekspresyonlarini zayif olarak tespit etmislerdir. Kutandz lezyonlardaki epidermiste
TLR-2, TLR-4 ve TLR 7 ekspresyonlarini glgli dizeyde oldudu ve sirasiyla hasta
grubunda %58 (11/19), %58 (11/19) ve %74 (14/19) oranlarinda ekspresyon dizeyleri
tespit etmiglerdir. TLR-9 ekspresyonu ise digerlerine gbére daha disidk bulunmustur.
Hastalarin %31’inde (6/19) TLR 9 ekspresyonu dusuk olarak tespit edilmistir. TLR-2,-4

ve -7 igin ekspresyon degisimleri kontrole gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak
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anlamh bulunurken TLR-9 icin ise istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir (Knol vd
2009).

Bununla birlikte literatirde MF'nin farkli agamalarinin ilerleyisinde TLR ifadesinin
kazanci ya da kaybini inceleyen bugiine kadar yapilmis kapsamli bir ¢alisma yoktur.
Sadece Kado ver arkadaglar tarafindan Amerika’da 8 MF hastasinda yapilan bir
arastirmada parafine goémuli materyalden 4 pum’lik mikrotom kesitlerinde
immunohistokimyasal skorlama yontemi ile TLR 1-9 icin ekspresyon degerlendirmesi
yapilmistir. Calismaya dahil edilen 8 hastanin erken evre MF ve iler timéral evredeki MF
grubuna goére degerlendiriimesi yapilmistir. Calisma sonucunda TLR ekspresyonlarinin
evreye gore anlaml bir degisim gdstermedigi bulunmustur. MF grubu kontrole goére
kiyaslandiginda ise bizim ¢alismamiza benzer sonuglar elde edilmistir. TLR-4,-5 ve -6
icin MF grubunda gugli boyanma tespit etmiglerdir. Bizim calismamizda da hasta
grubunda TLR-4 ve -6’nin ekspresyon artiglari tespit edilmis ve istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Fakat Kado ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen calisma sadece 8
olgu kullanilarak yapildigi icin genelleme yapilamayacagi ve daha kapsamli calismalarla

desteklenmesi gerektigi rapor edilmistir (Kado vd 2012).

Tdm TLR yolagi genleri hem hiicre hatti hem de hasta grubu karsilastirildiginda
ortak olarak anlamli sekilde degisimin tespit edildigi reseptérler TLR-1, TLR-4 ve TLR-8
olarak tespit edilmistir. Ayrica yolakta gérev alan genler arasindaki anlamli degisimin
oldugu genler IRF-7, TRAF-3, MEK-1, MEK-2, EIk-1 ve NFKB olarak belirlenmistir. TLR
aktivasyonunu takiben adaptér proteinlerin baglanmasi gergeklesir. Takiben, IRAK ve
TRAF etkilesimleri gergeklesir ve bu durum MAPK (mitogen activated protein kinaz), JNK
(JUN N-terminal kinaz) ve p38 gibi gesitli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
tetiklenmektedir. TLR sinyal iletiminin downstream hedefleri arasindaki yer alan temel
transkripsiyon faktorleri NFKB (Niiklear Faktor kappa B) ve IRF (interferon regulatory
factor), CREB (cyclic- AMP responsive element binding protein) ve AP1 (Aktivator
Protein 1) gibi transkripsiyon faktorleridir. TLR aktivasyonu sonucunda htcrede pro-
inflamatuar sitokin ve kemokinlerin Uretilmesi cevabi tetiklenir (Akira ve Takeda 2004,
Kawasaki ve Kawai 2014, L. A. J. O'Neill ve Bowie 2007, Yamamoto vd 2003). Bu
calismada da TLR-1,-4 ve -8 aktivasyonunu takiben TRAF adaptor proteininde ve
takiben MAPK yolaginin ve yine downstream hedeflerdeki NFkB ve IRF-7 transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonunu takiben proinflamatuar cevabin gelistigi gértilmektedir. Kado
ve arkadaslarinin galismamiz sonucuna benzer bir sonucu 8 hasta MF olgusunda
immunohistokimya ile goéstermisler ve p65 upregulasyonunu ortaya koymuslardir (Kado
vd 2012). Izban ve arkadaglar ile Sors ve arkadaslari da MF hastalarin yaptiklari

arastirmalarda NFkB yolaginda aktivasyon oldugunu rapor etmislerdir (Izban vd 2000,
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Sors vd 2006) . Izban ve arkadaslari immunohistokimya yontemi ile 24 MF vakasinin
22’'sinde neoplastik T hicrelerinde gulgli nikleer ve sitoplazmik p65 ekspresyon tespit
etmislerdir. Sonu¢ olarak arastiricilar, kutanéz T hicreli lenfomada sag kalm ve
apoptozdan kacgis mekanizmalarinin NFkB aktivasyonuyla sagladigini 6éne stirmektedir
(Izban vd 2000). Sors ve arkadaglari da KTHL patogenezinde NFkB’nin 6énemli rol
oynadigini belirtmislerdir (Sors vd 2006). Bizim calismamizda NFkB ekspresyonunun
artisinda TLR yolagindaki gorevli genlerin aktivasyonlarinin rol oynuyor olabilecegini

dusundurmektedir.

Toll benzeri reseptor (TLR) agonistleri, KTHL'li hastalarda DC veya T hucre
etkilerinin arttirilmasi yoluyla etkili bir antitimér immun tepkisini uyarmada yeni bir
yaklasimi temsil eder (E. J. Kim vd 2005). TLR-9 agonisti olarak ticari olarak uretilen PF-
3512676 (CPG 7909)'un faz | calismasinda kutandz T hiicreli lenfomada etkinligi ile ilgili
bir arastirma, calismayl kabul eden 28 hasta Uzerinde denemistir. PF-3512676,
bakteriyel DNA'da yaygin olan metillenmemis CPG moaitiflerini taklit eden ve boylece bir
immun reaksiyonlar kaskadi tetikleyen ve potansiyel olarak bir antitimor immun tepkisini
indUkleyen sentetik, nikleaz direncli, TLR9 aktive edici bir oligodeoksintkleotit (ODN)
'dir. Calisma sonunda higbir hastada otoimmun hastaliklarla iliskili bir semptom
gelismedigi gortlmustir. Hem Index Lezyon Siddeti Kompozit Degerlendirmesi hem de
Hekim Global Degerlendirmesi tarafindan belirlenen PF-3512676'ya verilen klinik yanit
orani %32 (3 tam klinik cevap, 6 kismi yanit) olarak belirlenmistir. Daha fazla hasta
Uzerinde calismanin yapilmasi gerekmekle birlikte arastiricilar bu yeni ajanin KTHL
tedavisinde ve yeni antitimér imminizasyon stratejilerinde gugli bir adjuvan
olabilecegini belirtmislerdir (Y. H. Kim vd 2010). Ayni arastirma grubu daha sonra bu
TLR-9 agonistinin radyasyonla kombine halde intratumoral enjeksiyonuyla 15 mikozis
fungoides hastasinda in situ bir faz 1/2 ¢alismasi gergeklestirmiglerdir. Klinik cevaplar,
sistemik antitimdr aktivitesinin bir 6lglisi olarak uzak ve tedavi edilmeyen bdlgelerde
degerlendirilmis ve klinik olarak anlamli bes yanit gdzlenmistir. islem iyi tolere edilmis ve
yan etkiler c¢ogunlukla hafif ve gegici enjeksiyon bdlgesi veya grip benzeri
semptomlardan olusmustur. Bagisiklastiriimis bolgeler, MF hicreleri veya doku
dizenleyici T hicreleri olabilen CD25 +, Foxp3 + T hucrelerinde énemli bir azalma ve
yine S100+, CD1a + dendritik hiicrelerde de benzer bir azalma goéstermistir. Yanit
vermeyenlere kargl klinik cevaplayicilarda CD25 + T hicrelerinin ve cilt dendritik
hicrelerinin daha fazla azalmasina yonelik bir egilim tespit edilmistir. Sonug¢ olarak
arastiricilarin yerinde asilama stratejileri MF'de de uygulanabilir olarak degerlendiriimis

ve bir hasta alt grubunda meydana gelen klinik tepkiler baglaminda bu terapotik etkileri
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arttirmak icin modifikasyonlarla daha fazla ¢alisiimasini gerektigi belirtiimistir (Y. H. Kim
vd 2012).

Kutan6éz T hicreli lenfomada calisma sayisi oldukga az olmakla birlikte diger
dermatolojik hastaliklarda TLR fonksiyonlari veya patogenez iligkisi arastiriimigtir.
Ornegin bir galismada TLR-2, ve TLR-4'lin ekspresyonlarinin yiizeysel inflamatuar
aknede yuksek oldugu tespit edilmistir. Ayni galismada ayrica TLR-2 dagilimi ve
keratinosit olgunlagmasi arasinda iligki bulunmustur (Jugeau vd 2005). Keratinosit
hicrelerinde retinoik asit tlrevlerinin anti-inflamatuar etkilerini TLR-2 ekspresyonunu
azaltarak yapmakta ve bu sekilde akne tedavisinde kullaniimaktadir (Terhorst vd 2010).
Psoriasis hastalarin lezyonlu derilerinde keratinositlerde TLR-5 ekspresyonunun down-
regule oldugu, Ust epidermis tabakasindaki keratinositlerde ise TLR-2 ekspresyonunun
belirgin olarak arttigi tespit edilmistir (S. K. Kim vd 2010). Yapilan bir diger calismada
ise psoriasis hastalarinda TLR-9 ekspresyonunun arttigi bildirilmis olup, saglikli deri ile
kiyas edildiginde psoériatik derinin TLR ekspresyonlari bakimindan farkhligin anlami ve
hastalik patogenezindeki roli tam ortaya koyulamamistir (Miller vd 2005). Gurel ve
Ozcan tarafindan 2019 yilinda yayinlanan bir arastirmada, psoriatik lezyonlar ve ayni
hastalara ait periferal mononukleer hticrelerdeki (PBMCs) TLR 1-10 mRNA ekspresyon
degisimleri karsilastinildiginda lezyonlu dokulardaki TLR ekspresyonlarinin ayni
hastalarin perifeik kanlarina gére daha ylksek ekspresyon goésterdigi tespit
edilmistir. TLR-3,-5,-6,-7,-9 ve -10’un ekspresyonlarinin PBMC’ye gére anlaml sekilde
lezyonlu dokuda arttigi bulunmustur. Ayrica saglikh bireylerle karsilastirildiginda TLR-
1,-8 ve -10 ekspresyonlarinin psdriasis hastalarindaki artislari anlamli bulunmustur
(Gurel ve Sabah-Ozcan 2019). Diger bir dermatolojik hastalik olan kutanéz
leishmaniaziste TLR-4 mutant farelerde in vivo olarak yapilan bir ¢calismada TLR-4’ln
dogal ve adaptif immun yaniti dizenledigi ortaya koyulmustur (Kropf vd 2004). TLR-4
atopik dermatit gibi alerjik hastaliklarda da sitokin salgilanmasinda rol aldig bildirilmistir
(Petry ve Gaspari 2009). Behget hastaligi ile ilgili bir ¢alismada CD14+ monosit
hicrelerinde TLR-2 ve TLR-4 dlzeyleri flow sitometrik yontemle arastiriimis ve kontrole
gore kiyaslandiginda ekspresyonlari yuksek bulunmus ayrica ayni calismada TLR-2 ve
-4 duzeyleri ile hastalik siddeti arasinda pozitif korelasyon oldugu saptanmistir (Do vd
2008). cALCL, LyP-C, MF, SS gibi dermatolojik hastaliklarda TLR ekspresyonlarindaki
artiglarin tespit edilmesi lezyonlu ciltte ortak bir patojenik mekanizma bozukluklarinin
olabilecegini dugsundurmektedir (Knol vd 2009). Bazi calismalarda MF lezyonlarinda
keratinositlerinde Epstein-Barr virisine (EBV) iliskin kanitlar bulunmasi ve artan
epidermal TLR ekspresyonu bu surecte belki de keratinositleri enfekte eden kalici bir

viral veya bakteriyel ajan tarafindan tetiklenen erken bir olay olabilecegi de arastiricilar
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tarafindan bildirilmistir (Dreno vd 1994, Y. H. Kim vd 2003). Ayrica, 6zellikle insan T
lenfotropik virls (HTLV) basta olmak Uzere, herpes simpleks viris (HSV), insan herpes
viris 6, (HHV), ve insan immun yetmezlik virisinin de kutanéz T hicreli lenfoma
patogeneziyle iliskili olabilecedi bildiriimistir. Elde edilen bulgular virtslerin primer
etyolojik faktér olmaktan ¢ok kutanéz T hiicreli lenfomada immun baskilamaya ve timor
gelisimine sebep olan ikincil faktér olarak rol aldigini distindirmektedir (Kim-James ve
Heffernan 2001, Schmidt vd 2006, Zucker-Franklin ve Pancake 1994). Bu baglamda,
Toll benzeri reseptorlerin fonksiyonlart ve iligkili oldugu biyolojik olaylarin tespiti,
kompleks yapilarinin detayli aydinlatilmasi hastaliklarin immunopatogenezlerinin
anlagilmasinda katki saglayacaktir. Cesitli dermatolojik hastaliklarin TLR sinyaliyle iligkili
olmasi ve TLR yolaginda gdrevli genlerdeki ekspresyon degisimleri veya defeklerin bazi
cilt hastaliklarinda yatkinlikla iligkili olabilecegi gosterilmistir (Karaca ve Oztlrk 2012).
Toll benzeri reseptorler ile ilgili bilgilerimiz detaylandikga kutandéz immunobiyolojide
immun reaksiyonlarin nasil dizenlendigini anlamamizda ayrica TLR yaniti diizenleyerek
ya da baskilayarak viral ve bakteriyel kaynakli hastaliklardan neoplastik hastaliklara
kadar ¢ok genis spektrumda cok sayida dermatolojik hastaligin molekuler biyolojik
mekanizmalari ve patogenezlerinin aydinlatilmasinda, hastaliklarin dnlenmesi, hastaliga

yatkinlik durumu ve tedavisi gibi konularda katki saglayacaktir.

Yakin zamanda KTHL patogenezinde sinyal yolaklarindaki gérevli genlerin yani
sira kodlamayan RNA tarlerinden miRNA’larin da rol aldiklari yapilan ¢alismalarla ortaya
koyulmustur. MF patogenezinde ve MF gelisiminde hastaligin altinda yatan
mekanizmalarla iligkili olabilecedi dusundlen miRNA’lar, mRNA degredasyonunu
yéneterek ve transkripsiyon sonrasi protein translasyonunu baskilayarak islev géren, 3’
UTR bélgelerinin hedef gen transkriptlerine baglanarak gen ekspresyonunu diizenleyen,
19-24 nt uzunlugunda kigtk kodlamayan RNA molekiilleridir (Bayraktar vd 2019, Chen
vd 2013). Hicre blylimesi ve ¢odalmasi, farklilasmasi ve apoptoz gibi 6nemli biyolojik
islemlerde rol oynarlar. MiRNA'lar hedef genlerine bagh olarak onkojenik veya timaor
baskilayici 6zelliklere sahip olabilir (C.-Z. Chen 2005). MiRNA’larin hem solid timdrlerde
hem de hematolojik malignansilerde hastaligin progresyonunda énemli oldugu ve MF
dahil kanser turlerinin hepsinde anormal bicimde eksprese edildigi ortaya koyulmustur.
Son zamanlarda, miRNA'larin MF patogenezinde kilit oyuncular oldudu ve bu hastalarda
bir tani araci olarak gorev yapabilece@i one surulmustur (Lindahl vd 2018, Ralfkiaer vd
2011).

Bu kapsamda tez ¢alismamizda biz de Toll benzeri reseptorler ile iliski yolakta rol
aldigr bilinen mikro RNA’larin ekspresyonlari Real-Time PCR ile tespit edildi.
Calismamizda arastirilan 13 adet miRNA sirasiyla hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-375, hsa-
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miR-200a-3p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR—224-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-21-5p,
hsa-miR-214-3p, hsa-miR-424-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR- 210-3p ve
hsa-miR—204-5p olup hem hasta grubunda hem de hicre hatti MJ'de ekspresyon
degisimi arastinimistir. Elde edilen sonuglara goére hasta grubu ile kontrol grubu
karsilastirildiginda, mikozis fungoides tanisi alan hasta érneklerinde miR-21’in 6,7 kat,
mMiR-155’in 8,3 kat, miR-424’Gin 5,3 kat, miR-375’in 2,5 katlk artisi ve miR-210’un 1,4
kat, miR-130a’nin 1,6 kat, miR-224’Gn 13,2 kat ve let-7e’nin 9,5 kat ekspresyon azalisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). miR-214 ekspresyonunun gruplar
arasinda herhangi bir degisimin olmadigi tespit edilmis fakat bu durum istatistiksel olarak
anlamh bulunamamistir (p>0.05). Ayrica hasta grubunda, miR-146a icin 5 katlik bir
ekspresyon artisi ile miR-204 ekspresyonundaki 1.8 katllk ve miR-200a
ekspresyonundaki 3 katlik ekspresyon azaligi tespit edilmis olup bu degisimler de
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). MJ hucrelerinde ise miR-21’in 1,27
kat, miR-155’in 1,6 katlik ekspresyon artiglari ve miR-146a’nin 12,3 kat, let-7e’nin 7,3
kat, miR-210’nun 2,1 kat, miR-130a’nin 2 kat ve miR-200a’nin 6,2 katlik ekspresyon
azaliglari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). miR-204 ekspresyonunun
gruplar arasinda herhangi bir degisimin olmadigi tespit edilmis fakat bu durum
istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05). Ayrica MJ hticre hatti grubunda
miR-214’Un 5,4 kat, miR-223’lUn 2,6 kat ve miR-224’ln 3,1 katlik ekspresyon artislari ile
mMiR-424’Un 11,5 kat ve miR-375'in 20 katlik ekspresyon azalislari azaligi tespit edilmis
olup bu degisimler de istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Ham hasta
grubu hem de hlcre hatti beraber degerlendirildiginde miR-21 ve miR-155
ekspresyonlarindaki artis ile miR-130a, miR-210 ve let-7e ekspresyonlarindaki

azalmalarin ortak oldugu goriimustar.

LiteratUrdeki veriler isiginda bizim elde ettigimiz sonuclardan bazilari diger
¢alismalarla benzerlik gostermektedir. miR-155 mikozis fungoides ve KTHL hastalarinda
en ¢ok ¢alisilan miRNA olarak dikkati gekmektedir. Kobomarsen isimli miR-155 inhibitéri
bir oligonukleotidin kutanéz T hicreli lenfomada hiicre proliferasyonunu azaltmak igin
cesitli sinyal yolaklarini regule ettigini gostermiglerdir. Kobomarsen suan igin [6semi ve
lenfoma tedavisi icin miR tabanl tedavi kapsaminda faz | calismalari devam eden bir
ajan olup KTHL tedavisinde de ileri calismalarin yapilarak tedavide kullanilabilecek bir
ajan olabilecegi belirtilmistir (Seto vd 2018). Bizim sonuclarimiza paralel olarak bazi
benzer sonuglar gesitli galismalarda rapor edilmistir. Lindalh ve arkadaslan tarafindan
Danimarka’da gergeklestirilen genis kapsamli bir caligsmada, 154 erken MF/MF slphesi
olan hastadan biyopsi 6rnegi alinarak 20 saglikh kontrol grubu kullanilarak 384 miRNA'yi

iceren panel ile PCR yardimiyla ekspresyon profillemesi yapilmistir. Elde edilen
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ekspresyon degisimleri analiz edildiginde 123 miRNA'da ekspresyon degisimi
saptanmistir. 72 miRNA'nin upregile oldugu 51 miRNA’nina downregile oldugu
belirlenmigtir. Tim bu c¢alismalari “LASSO Cox regresyon model” kullanilarak
kiyasladiklarinda ¢ adet miRNA’nin erken MF’de prognostik belirte¢ olma durumu igin
en anlamli degisim gosterdigi belirtiimistir. Bu miRNA’lar, miR-106b-5p, miR-148a-3p ve
MiR-338-3p olarak belirtiimistir ve erken MF grubunda, miR-106b’nin ekspresyonu 1,78
kat artmis, miR-148a’'nin 1,64 kat miR-338’in 2,63 kat azaldidi rapor edilmigtir (Lindahl
vd 2018). Yine Danimarka’da yapilan bir diger calismada RT-PCR ile 13 erken MF, 42
ileri dizey KTHL ve 20 atopik dermatit olgularinda parafin blok materyallerinde, miRNA
ekspresyon degisimleri arastinimistir. Elde edilen sonuglarda erken MF grubu ileri evre
MF grubuyla karsilastiriidiginda miR-31, miR-10a ve miR-302c ekspresyonlari azalmis
ve miR-93, miR-181a ve miR-223 ekspresyonlarindaki artis anlamli bulunmustur. miR-
21 ekspresyonun ise 2 kat artis gostermis fakat anlamli bulunamamistir (Ralfkiaer vd
2014). Bizim ¢alismamizda benzer sekilde da MF grubunda miR-21 ekspresyonu 6,7 kat
artmig ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bizim ¢alismamiza benzer bir sekilde
kutan6z T hticreli lenfomada 47 hasta lizerine yapilan bir ekspresyon ¢alismasinda miR-
21'in KTHL'de kontrole gore 9 kat daha fazla miR-21 ekspresyonu oldugunu
gosterilmistir (Lindahl vd 2016) . Bizim calismamizda miR-223 ekspresyonu ise bu
calismadan farkli olarak MF grubunda 1,5 kat azalmis olarak tespit edilmistir fakat
istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. McGirt ve calisma arkadaslarinin yaptigi bir
arastirmada miR-223 ekspresyonun 28 kisilik MF hasta grubunda azaldigini rapor
edilmistir (McGirt vd 2014).

Sandoval ver arkadaslari timoéral MF evresindeki 21 olguda kanser iligkili
miRNA’lardan miR-142-3p’nin 5,9 kat, miR-146a’'nin 5,5 kat, miR-155’in 4.5 kat, miR-
21’in 2,6 kat, miR-181a’nin 2,9 kat ve miR-181b’nin 2 kat ekspresyonlarinda atis oldugu
miR-193b’nin 1,6 kat, miR-10b’nin 1,5 kat, miR-141’in 2,9 kat ve miR-200c¢’nin 2,5 kat
ekspresyonlarinda azalma oldugu tespit edilmistir. Ayni calismada ayrica CD30+ cALL
hastalarinda miR-21 ve miR-142 ekspresyonlarinda artis, miR-193b ve miR-195
ekspresyonlarinda da azalis oldugunu belirtmiglerdir (Sandoval vd 2015). Papdavid ve
ekibi tarafindan yapilan bir arastirmada timoéral evredeki 10 MF olgusunda deri
biyopsilerinde yapilan mikroarray analizinde 154 miRNA arasindan en anlamli degisimin
gozlendigi miRNA'lar ekspresyonlarindaki artisla miR-3177, miR-514b-3p, miR-1267 ve
miR-1282, yine ekspresyonlarindaki azalisla miR-34a, miR-29a ve let-7a olarak rapor
edilmistir. Secilen bu miRNA’larin DIANA-miRPath v2.0 programi ile online yolak analizi
de gerceklestirildiginde anlamli degisim gosteren miRNA'larin iligkili oldugu yolaklar RNA

degredasyonu, aktin hicre iskeletinin regulasyonu, hucre déngust, mTOR sinyal yolagi,
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T hiicre sinyal reseptdr yoladi, fokal adezyon ve PI3K-Akt yolagdi oldugu goézlemlenmistir.
Bu miRNA’larin hedefleri arasinda hangi genler oldugu Tarbase programi ile incelenmis
ve en ¢cok miRNA hedef iliskisi bulunan genlerin BCL7A, CLU, NAV3, IRF4, GCNTL1 gibi
genler oldugu rapor edilmigtir (Papadavid vd 2016). Bizim c¢alismamizda segilen
miRNA’lar Toll-benzeri reseptor yolagiyla iliskili olan miRNA’lar olup KEGG yolak analizi
ve hedef tespiti yapildiginda Toll benzeri reseptér yolagina ek olarak ayrica bu
miRNA’lar, TNF sinyal yolagdi, yag asidi metabolizmasi, viral karsinogenez, kanser
yolaklari, TGF-beta, mTOR, NFkB, MAPK ve kanser iligkili proteoglikanlar gibi hiicresel

yolaklarla da iliskili bulunmustur.

Garaicano ve arastirma grubu tarafindan da MF hastalarinda genom dizensizligi
ile ilgili bir calismada miR-17-92 ve miR-155 ekspresyonlarinin anormal sekilde degistigi
ve yuksek ekspresyon sergiledikleri ortaya koyulmustur (Garaicoa vd 2016). Cok yakin
bir zamanda gerceklestirilen calismada MF’te miR-106b-5p, miR-148a-3p ve miR-338-
3p olmak Uzere U¢ adet miRNA ekspresyonu degisimi arastiriimis ve sonug¢ olarak
ekspresyonlarinda anlamli degisim belirlenmistir. Bu G¢ miRNA'nin da kapsaml
galismalar ile teyit edilerek prognositk marker olma potansiyeli oldugunu belirtmislerdir
(Wasik 2018). Diger bir arastirmada 10 KTHL hastasi (7 MF, 3 SS) ve 11 non-malignant
kontrol Gzerinde karsilastirmali olarak plazma érneklerinde miR-155, miR-230 ve miR-
205 seviyeleri arastiriimistir. Calisma sonucunda KTHL hastalarinda miR-155’in
upregule, miR-203 ve miR-205’in downregile oldugunu rapor etmislerdir (Dusilkova vd
2017). Bu miRNA’larin KTHL hastalarinda biyobelirteg olarak kullanilabilecegini belirtmis
olmakla beraber calismadaki hasta sayisinin azligi daha detayli ve daha ¢ok hasta
iceren ¢alismalarla desteklenmesi gerektigini gdstermektedir. Moyal ve arkadaslari da
yaptiklari ¢alismada miR-155’in MF tumor progresyonunda rol oynuyor olabilecegini

rapor etmislerdir (Lilach Moyal vd 2013).

Kester ve arkadaslari 19 timoral MF hastasi ile 12 benin inflamatuar dermatoz
grubu arasindaki miRNA ekspresyon degisimlerini array yontemiyle karsilastirmiglar ve
anlamli deg@isim bulunan miR-93, miR-155 ve miR-92'nin ekspresyon degisimlerini RT-
PCR ile teyit etmislerdir. miR-93 ekspresyonu hasta grubunda 5,8, miR-1554,4 ve miR-
92’nin de 3,2 kat artis gosterdigini bulmugslardir (van Kester vd 2011). Bizim
c¢alismamizda da let-7e ekspresyonunun hasta grubunda 9 kat gibi énemli bir azalma
oldugu gorulmastar. Mikozis fungoides hastaliginda miRNA ekspresyon degisimi Uzerine
yapilan bir diger arastirmada Maj ve arkadaslari 23 saglikli bireyden kontrol amagl ve
18 erken MF ve 25 ileri evre tumoral MF olmak Uzere 43 hasta biyopsisinden alinan
orneklerde miR-15a, miR-16, miR-155, let-7a ve let-7f ekspresyon degisimini

karsilastirmislardir. Sadece let-7f ekspresyonunda kontrol grubuna gore artis tespit
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etmislerdir (Maj vd 2012). 2019 yilinda yayinlanan, MF alt gruplarindan eritrodermik MF
(eMF) ve Sezary Sendromu hastalarindaki miRNA ekspresyon karsilastirmasi yapilan
bir calismada, 15 Erken MF, 14 eritrodermik MF ve 11 SS olgusunda panel kullanilarak
383 miRNA igeren profilleme deneyi gergeklestiriimistir. miR-22-3p, miR-199a-3p, miR-
199a-5p ve miR-199b5p olmak Uzere 4 adet miRNA'nin erken evre MF ile
karsilastirildiginda ekspresyonunun eMF ve SS grubunda anlamli olarak arttigi, 7 adet
mMiRNA’'nin miR-27b-5p, miR-328-3p, miR-342-3p, miR-433-3p, miR-483-3p, miR-484,

ve miR-663a’nin ekspresyonlarinin ise distliguni tespit etmislerdir (Rittig vd 2019).

Mikozis fungoides hucre hatlari ile yapilan ve miRNA ekspresyon degisimlerinin
arastirildigi calisma sayisi oldukga kisithidir. Bizim de MJ hicrelerindeki ¢alismamizda
da arastirdigimiz ve oldukga gugcli ekspresyon artisinin oldugunu tespit ettigimiz miR-
155 ekspresyonu ile ilgili olarak yakin zamanda yapilan bir calismada MyLa ve MJ MF
hicre hatlari ile Hut78 SS hicre hatlarinda, insan periferik kan lenfositlerinden kontrol
amagch yapilan primer hiicre hattinda ve ksenograft hayvan modelinde yaptigi calismada
in vitro ve in vivo olarak miR-155’in roluna arastirmislardir. MyLA ve MJ hiicrelerinde
MiR-155’in ekspresyonunun yiksek oldugu HuT 78 huicrelerinde ise diger hiicrelere gore
daha dusuk ekspresyon sergiledigi gorulmuistir. miR-155’'in - susturulmasi ve
overekspresyonu ile MF hiicrelerinde hicre déngustu ve apoptotik mekanizmalarda nasil
bir degisim olabilecedi de arastiriimis ve miR-155’in inhibisyonunun G»/M kontrol
noktasini aktive ettigi ve antikanser ilaglara kargi apoptotik cevabi arttirdigini rapor
etmislerdir. Hayvan modeli galismasinda da miR-155’in susturulmasinin timér dokusunu
ve gelisimini azalttigi in vivo olarak gosterilmistir. Boylece miR-155’in MF patogenezinde
etkili bir stratejik hedef olabilecedi ve hucre sagkalimi ile ilgili temel hicresel
mekanizmalarla iligkili olabilecegi 6ne surulmustur (L. Moyal vd 2017). miR-223’Un
¢alismamizda MJ hilcre hattinda ekspresyonu artmis olarak tespit edilmis olmakla
birlikte McGrit ve arkadaslarinin HuT-78 ve HH hicre hatlarinda CD+ T hcreleriyle
karsilastirildiginda daha disik miR-223 ekspresyonu sergilediklerini rapor etmislerdir.
Ayrica miR-223’Gn bu hicre hatlarinda hicre gelisimini regule ettidi, klonogenik
potansiyeli inhibe ettigi ve E2F1, MEF2C ve TOX gibi proto-onkogenleri hedefledigini
belirtmislerdir (McGirt vd 2014).

Mikozis fungoide hastaliginda miR-214 izerine dogrudan bir galisma olmamakla
birlikte kutandéz T hacreli lenfoma tiplerinden sezary sendromunda yapilan bir
arastirmada miR-214 CD16+/CD4+ hdicreleri ile iligkili bulunmustur. miR-214
ekspresyonunun bu hastalikta dnemli derece overkespresyon sergiledigi rapor edilmigtir.
Ayrica miR-214’(in sezary sendromunda patogenezinde rol aldigi dusidndlen énemli
genlerden FCRL3, Tox ile de iligkili oldugu belirtiimistir (Benoit vd 2017). Bizim
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calismamizda MF hasta grubundaki miR-214 artigi istatistiksel olarak anlaml
bulunamamistir. mMiR-375, miR-200a, miR-224, miR-214, miR-424, let-7e, miR-130a,
mMiR-210 ve miR-204 ile ilgili MF’teki ekspresyon degisimleri de bizim calismamizla
literatire eklenmigtir.  Calismamizda arastirlan mRNA ve miRNA ekspresyon
degisimlerinde tani almig MF hastalari ile kontrol grubu karsilastiriimistir. Bu calismaya
erken MF/MF slphesi kategorisindeki olgularinda olusturulacagi bir grup ile tani almis
MF grubunun karsilastirimasi daha efektif ve prognostik dederi yuksek bir ¢alisma
olacaktir. Elde ettigimiz verilerle bundan sonraki calisma planlarina ve daha ileri

arastirmalara kilavuzluk edecektir.

Kodlamayan RNA’larin MF patogenezindeki rolleri ile ilgili calismalarin sayisi her
gecen gun artmaktadir. miRNA'lara ek olarak uzun kodlamayan RNA’larin (LncRNA) da
MF patogenezinde rol alabilecegi sorusu sorulmaya baslamistir. Yapilan bir calismada
C-C motif kemokin ligand 21’'in MF hastaligindaki roli aydinlatiimaya calisiimis ve
calismada uzun kodlamayan RNA’larin MF hicre migrasyonunda rol oynayabilecekleri
belirtiimigtir. 5 MF hastasi gibi oldukga kisitl bir hasta populasyonunda gergeklestirilen
c¢alismada uzun kodlamayan RNA’lardan MALAT1, ANRIL, HOTAIR, HULC ve LUNAR1
ekspresyon degisimlerinin degrtle oldugu belirlenmistir. Bu LncRNA'lar arasinda MALAT
1 ekspresyonunun upregule oldugu ve istatistiksel olarak anlamli degisim gosterdigi
tespit edilmistir. MyLA isimli MF hicre hattinda da MALAT1’in hlcre migrasyonunu
inhibe ettigi rapor edilmistir (Hong vd 2019). Bu galismanin ileri aragtirma hedeflerinden
birisi de uzun kodlamayan RNA, piwi RNA gibi kodlamayan RNA’larin MF hastalarindaki
ekspresyon degisimleri ve bunlarin hastaligin patogenezinde rol alip almadiklarini

arastirmak olacaktir.

Gegtigimiz on yillar boyunca MF hakkindaki bilgimiz énemli dlgide artmistir,
ancak yine de hastaligin patogenezi ve ilerlemesinde rol oynayan suregler hakkinda gok
az sey bilinmektedir. Calismalar, miRNA'larin MF patogenezinde belirgin sekilde rol
oynuyor olabilecegini géstermektedir; Bununla birlikte, detayli olarak MF'nin spesifik
miRNA ekspresyon profilinin yapilmasi gerekir. Ayrica MF’deki miRNA degisikliklerinin
degerlendiriimesinin bu lenfomanin tanisinda ve erken evre MF ile timoéral evre
arasindaki karsilastirmada tani agisindan da yararli bir hedef olabilecegini
gOstermektedir. Literatir verileri ve kendi sonuglarimiz da dahil edildiginde bu
kodlamayan RNA sinifi olan mikro RNA’larin hem solid timdrlerde hem de hematolojik
malignansilerde yeni stratejik terapotik hedef oldugunu ve hastaliklarin altinda yatan
molekiler mekanizmalarin aydinlatiimasinda olduk¢a dnem arz ettigini ve gelecekte

umut verici galismalara 1s1k tutacagini gostermektedir.
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Kok hucrelerin T hiicrelerine farklilasmasi sirasinda, transkripsiyonel olmayan
gen fragmanlari, DNA rekombinaz tarafindan katalize edilen bir islemle tam bir gene
yeniden dizenlenir. Yeni gen, T hucreleri farklilasmaya devam ettikce antijene spesifik
reseptorl eksprese eden transkripsiyonel aktivite kazanir. Buna karsilik, gen yeniden
dizenlemesi basarisiz olursa, hicreler apoptoza yonlendirilir. Bu islem, T hicresi
reseptort (TCR) geninin yeniden dizenlenmesi olarak adlandirilir. Poliklonal yeniden
dizenleme normal T hlcresi gelisimi sirasinda olur. Bununla birlikte, tim hematopoetik
ve lenfoid tumor hucreleri, ayni TCR gen yeniden dizenlemesini, yani monoklonal
yeniden dizenlemeyi paylasir (Xu vd 2011). Sothern blot ve PCR yontemleri ile deri
dokusunda T hucrelerin klonal gen yeniden dizenlemeleri tespit edilebilir. Eski
calismalarda Southern blot yontemi yaygin kullanihirken ginuimuzde basit, kolay
uygulanabilme, kisa slUrede daha ¢ok 6rnek calisabilme, reaktif kontaminasyon riski
olmamasi, parafin blok materyallerinde bile ylksek hassasiyetle calisabilmesi gibi
sebeplerle Kklinik ve deneysel tespitlerde PCR teknigi kullanilmaktadir. T hicreleri THR
a, B, & ve y gen yeniden dizenlenmesi icermekle birlikte THR y nispeten basit bir yapi
ile tamamen korundugundan ve en sik klonal dedisimin gézlemlenmesi sebebiyle ¢godu
arastirici tarafindan lenfoma klonal geninin yeniden dizenlenmesi icin bir hedef gen
olarak secilmektedir (Cozzio ve French 2008). Ayrica Avrupa BIOMED2 programinin bir
parcasi olarak, TCR geni icin primerlerin ortaya cikmasi, klonal TCR a, 3, &, y geni
yeniden dizenlemesinin tespit oranini buytk élgtde arttirmistir (Sandberg vd 2005, Shin
vd 2013). Kutan6z kenfomada THR gen yeniden dizenlenmesi tespiti icin cesitli
calismalar yapilmigtir. THR gen yeniden dizenlemesinin karmasikligi ve cesitliligi ve
primer tasarim ve sayilar, numuneler ve PCR urunlerindeki farklliklar nedeniyle, bu
calismalarin sonuglart T hicre lenfomalarin %50 ila %90'Inin THR y gen yeniden
dizenlemesine sahip oldugunu goésterir. MF evrelerine daraltildiginda, tespit oranlar
yama fazi igin% 52 - % 75, plak fazi i¢in% 73 - % 83 ve tumoér i¢cin% 90 - % 100
oranlarinda oldugu rapor edilmistir (Hodges vd 2003, P. F. Hsiao vd 2007, L Kandolf
Sekulovi¢ vd 2007, Wood 2001).

Yapilan THR gen yeniden dizenlenmesi ¢alismalari MF’'nin erken teshisinde supheli
MF hastalarinda daha kullanigh ve teshise yardimci sonu¢ vermesi agisindan daha
onemlidir. ClnkU erken donem MF, cesitli klinik belirtilere ve spesifik olmayan patolojik
Ozelliklere sahiptir. MF icin dnemli bir teghis yontemi olarak immunohistokimya, tumor
hucrelerinin kokenini belirleyebilir ancak ¢ogalan hucrelerin klonalitesini belirleyemez.
Ayrica, erken MF'ye siklikla reaktif lenfositler eslik ettiginden, cogu vaka karakteristik bir
immunofenotip géstermez. Bu durumlar i¢cin immunohistokimya sinirli bir teshis degerine

sahiptir olmak birlikte molekller tani gerekli olmaktadir. Genel olarak, gen yeniden
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dizenlemesi timoér donisiminden dnce gerceklesir. Bir tarafta, klonal olarak ¢ogalan
timor hicreleri ayni antijen gen yeniden dizenlemesini (monoklonalite) barindirirken, iyi
huylu lezyonlardan gelen her T veya B hlicresi benzersiz bir gen yeniden dizenlemesini
(poliklonalite) tasir. Bu nedenle, teoride, antijen reseptdr geninin genetik yeniden
dizenleme analizi, cogalan lenfomayi ve reaktif lezyonlari ayirt etmede yardimci olur.
(Xu vd 2011). Atipik kutan6z T lenfosit proliferatif hastaliklarin dokularindaki gen
dizenlemesini analiz etmek icin PCR kullanildiginda, duyarlilik % 83.5 ve 6zgulluk%
97.7 arasinda oldugu rapor edilmis ve MF supheli erken vakalarda TCR y gen yeniden
dizenlemesinin pozitif oraninin % 40 ile% 71 arasinda oldugu bildiriimistir ve bu
durumun erken teshis icin yeterli bir oran oldugu belirtiimistir (P. F. Hsiao vd 2007, L
Kandolf Sekulovi¢ vd 2007, Renata Ponti vd 2008). Xu ver arkadaslari 6 MF (%32) ve
MF suphesi olan olguda 13 MF (%68) sUphesi bulunan 19 olguda THR gama ve beta
yeniden dizenlenmesi kargilastirmis ve gruplarda daha fazla THR gama gen yeniden
dizenlenmesi orani tespit etmiglerdir (Xu vd 20119. Wood ve arkadaslari yaptiklari gok
kapsaml bir calismada genis hasta populasyonu igeren bir calismada 68 MF vakasinin
%90’ninda, erken MF vakalarinin %75’inde THR gama gen yeniden dizenlenmesi tespit
etmislerdir. Klonal patern ile klinik progresyon arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon tespit edilmedigini belirtmiglerdir (Wood vd 1994). Bizim calismamizda MF
teshisi almis olan hastalarin THR y gen yeniden duzenlemeleri degerlendirilmistir. TCRA
ve TCRB ortak degerlendirildiginde 27 olgunun 15’inde monoklonal ve biklonal olarak
degerlendirildi. Diger 12 6rnek poliklonal olarak degerlendirildi. MF olgularinin 12’sinde
poliklonal durum tespiti gama reseptoru igin yapilmis olup bu érneklerden alfa ve beta
klonal degisim gergeklesmis olabilir. Calismamizda yas ve cinsiyete bagl olarak klonal
farkhlik arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir. Calismamizda MF suphesi ile 6rnek
alinan grup olmadigi igin erken evre ve tani koyulmus MF hasta grubu arasinda bir
karsilastiriima yapilamamis olunmakla birlikte bundan sonra gergeklestirimesi planlanan

calismalara elde ettigimiz veriler 1sik tutacaktir.

TLR'ler bakteri ve virus gibi gevreden gelen mikrobiyal hakarete kargi dogustan
gelen bagisiklik tepkisinin uyariimasinda rol oynayan bir protein ailesi olarak
gOsterilmistir. Ginimuzde dogustan gelen bagisiklik ile kanser arasindaki ¢alismalar
arastirmacilardan buyuk ilgi goéruyor ve bu galismalar aslinda kansere kargi terapotik
stratejilerin gelistirilmesi icin kritik bilgiler sunuyor. Son arastirmalar ve patentler, TLR
ekspresyon profilinin spesifik kanserin teshisinde kilavuzlardan biri olabilecegini
gostermistir. TLR agonisti veya antagonisti ajanlar, tumorden izole edilen antijen ile
kombinasyon halinde kullanarak kansere karsi spesifik olarak dogustan gelen bagisiklig

uyarmayi ongorayorlar. Her ne kadar TLR, konakgi dogal bagisiklik sistemine aracilik
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edebilse de bircok timoér vakasinda TLR'lerin asiri ekspresyonu paradoksal olarak
bulunmustur. Ayrica, TLR aracili sinyalin timoér gelisimini arttirdidi ve bazi kanser
modellerinde timor hicrelerinin konakgl immin sisteminden kactigi gézlenmistir. Bu
calismalar ve goézlemler, ylksek protein seviyelerinin neden oldugu biyolojik sonuglarin
hem hicre i¢ci hem de hicreler arasi ortam tarafindan belirlendigini kuvvetle
onerilmektedir. TLR'lerin incelenmesi hala erken agsamadadir, bu nedenle TLR yolaginin
kanser tlrlerindeki roliini anlamak igin her TLR'nin daha ayrintili iglevini tespit ederek
arastirmamiz gerekir (So ve Ouchi 2010). Boylece MF gibi kutan6z T huicreli lenfoma
turlerinin de dahil oldugu dermatolojik hastaliklar bagta olmak Gzere tim kanser ve diger
hastaliklarda TLR’nin patogenezdeki rolini anlamak ve tedaviye katki sunabilmesi i¢in

detayl temel molekiler calismalar ve klinik arastirmalar yapilmalidir.
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SONUGLAR

Toll benzeri reseptorler ve bu yolakta gorev alan genlerin ve miRNA’larin MF hasta

grubunda ekspresyon degisimlerinin kontrole gére nasil degistigi ve bu hastalikla iligkili

durumlari arastiriimaya c¢alisiimigtir. Tani almis MF hasta grubu ve kontrol grubundan

alinan arsiv materyallerinden alinan kesitlerden yapilan RNA izolasyonu ve takiben RT-

PCR ile tum 10 Toll benzeri reseptorin ve bu TLR yolaginda gorev alan diger 15 genin

MRNA seviyelerindeki degisimler karsilastiriimistir. Bu kapsamda,

v

Bu calismaile tim TLR’leri ve yolakta gérevli genler ve iliskili miRNA’larin MF’teki
ekspresyon durumlari toplu olarak ilk defa ortaya koyulmustur.

MF hasta grubunda TLR reseptoérlerinden TLR-1, TLR-3, TLR-4, TLR-8 ve TLR-
9 ekspresyonlarindaki artiglar anlamli bulunmustur.

MJ hicre hattinda kontrole gére TLR-1, TLR-4 ve TLR-8 ekspresyonlarinin artigi
anlamlh bulunmustur.

MF hasta grubunda TLR reseptér sinyal iletim yolaginda gdrevli olan ve yine
downstream hedef genleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda IRF-7, TRAF-3,
TRIF, MEK1, MEK2, Elk1 ve NFkB ekspresyonlarindaki artis anlamli
bulunmustur.

MJ hdcre hattinda TLR reseptor sinyal iletim yolaginda gérevli olan ve yine
downstream hedef genleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda IRAK 4, IRF-7,
TRAF3, TAB2, MEK1, MEK2, ERK1, ERK2, EIk1l ve NFKB ekspresyon artisi ve
TRIF mRNA ekspresyon azalisi anlamli bulunmustur.

Hem hasta grubu hem de hicre hattinda elde edilen sonuglar ortak
degerlendirildiginde TLR-1, TLR-4 ve TLR-8 reseptorleri ile IRF-7, TRAF3,
MEK1, MEK2, Elk1 ve NFkB ekspresyon artislarinin MF hastaliginda rol oynuyor
olabilecegi gosterilmistir.

MF hasta grubunda miR-21, miR-155, miR-424, ve miR-375 ekspresyonlarinin
artis1 ve miR-210, miR-130a, miR-224 ve let-7e ekspresyon azaliglari anlaml
bulunmustur.

MJ hiicre hattinda miR-21, miR-155, miR-214, miR-223 ve miR-224 ekspresyon
artislari ve miR-146a, miR-130a, miR-200a, miR-210 ve let-7e ekspresyon
azaliglari anlaml bulunmustur.

Hem hasta grubu hem de hicre hattinda elde edilen sonuglar ortak
degerlendirildiginde, miR-21 ve miR-155 ekspresyon artiglari ve miR-130a, miR-

210 ve let-7e ekspresyon azaliglari anlamli bulunmustur. Bu degisimler MF



92

patogenezini anlamamizda literatlire ve bu alanda yapilan calismalara katki
saglayacaktir.

v" Pro-inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerinin artisinin oldugu MF hastaliginda
NFkB ve IRF transkripsiyonel faktorlerinin artisi teyit edilmis ve transkripsiyonel
faktorlerin artisinin TLR yolagindaki genlerin aktivasyonlarina baglh olabilecegi
go6rulmustar.

v" MF hastaligi T hiicre reseptori gen yeniden diizenlenmesinin ve klonal degisimin
oldugu bir hastalik olup bizim ¢alismamizda da T hiicre reseptdéri gama
agisindan monoklonal, biallelik ve poliklonalite tespit edilmistir.

v' T hiicre reseptori gama klonalitesi ile yas ve cinsiyet arasinda bir anlamlilik tespit

edilmemistir.

Bu tez calismasindan elde edilen veriler MF patogenezinde TLR yolagindaki genlerin
ekspresyon degisimleri ve TLR sinyal yolaginin roli degerlendiriimistir. MF grubunda
TLR yolaginda gorevli reseptorlerin ve iliskili genlerin hem hiicre hatti hem de hastalar
Uzerinde yapilan c¢alismada anlamli degisim gosterdigi goralmustur. Erken evre MF
grubu ornekleri ile yapilacak galismada da elde edilen bu veriler karsilastiriidiginda
hastaligin erken evrelerinde bu yolakta gérevli genlerin potansiyel prognostik belirteg

olabilme durumlari ortaya koyulabilecektir.
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Abstract Studies on genetic changes underlying prosiate
cancer and the possible sigmaling pathoways are getting in-
oreased day by day, and new treatment methods are being
seanched for. The aim of the present study & bo mveshigate
the effects of fenalic acid (FA), a plemolic compeand, on cell
cycle, apoptosis, invasion, and colony formation m the PC-3
and LMCaP prostate cancer cells. The effect of FA on cell
viahility was determined via a 2 3<his(2-methoogysdemitrs 5.
sul fphseryl 2 H-betracnlivmeS-carboxanmilide (XTT) method.
Taotal ENA was solated with Tri Rexgent. Expression of 84
genes for both cell cycle and apoplosis separately was cvalu-
agied by reverse imnscnplase PCR (RT-PCR). Prolein expres-
sions were evaluated by Western blot analysis. Furthermore,
apopiotic effects of FA were observed with terminal
depxynucleatidyl tensferse deaxyuridine tiphosphate nick
end babeling (TUNEL) assay. Effects of FA on cell mvassan
and colony formamon were determined using Matrigel cham:
ber and colony assay, respectively. The half maxina] inkibs-
tory concentratsan (10 .5) dose of FA was fiound to be 300w
im PC-3 cells and 500 M in LNCal cells. According 1o BT-
PCR resubts, it wax chserved that FA mhibited cell prolifera-
tien by increasing the gene expressions of ATR, ATM,

Electrsitic nlary malerial The oaling version of tis amels
| (NI R 32 TIN5 -6 0 X ) cotvaiies suipglemeniary muleral,
which & sveilie o airhorized wsers

CDENLA, CDEKNIB, EXF4, RBL and TP33 and decreasing
the gene expressions of OCNDE, OCNDIE OCNIDE, COECE,
CDEA, and COES in PC-3 cells. On the other hand, it was
seen that FA suppressed cell prodiferabion by increaxing m
the peme expressions of CASPL, CASPY, CASPE, CYCS,
FAS, FASLAG, and TRADD ard decreasing in the gene ex-
pressions of BCLY and XIAP in LNCaP cells. In this shady,
protem expression of COEE and BCLY gemes sigmificantly
decressed im these cells. It could induce apopiesis im PCa3
amd LECaP cells. Also, it was observed that FA suppressed
the imvasion in PC-3 amd LNCal cells. Mormover, it sup-
pressed the colony formaton. In conclesion, it has been
ohserved that FA may lead to cell cycle amest m PO cells
while it may cause apopiosss in LNCaP cells.

Keywords Apopiess - Cell cyde - Colony fommatson -
Ferulic acid - lmvasion - Prostabe canoer

Abbreviations
FA Ferulic acid

(DK Cyclin-dependent kinase
DMS0  Dimethyl subfiride

XTT 2 el el 2o thioo yedamitnos S-sulfop eyl - 2
tetrna - S-carboxan dide

TUNMEL Termimal decxymscleotidyl transferase
devayuridine triphosphate mick end abeling

AR Androgen recepbor
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Hhat el can disacing o repat soch damage aml ssanain then geao-
amii gty ol b connaliaal, as well i e amidalive pisomsas
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ARETRELT ARPELE HETORT
Daicrssir, (DT hay snti-nflammstory snd sniiccicant effech, m well oo the dow-dependerr inhibition  Beceesd 5 D ambe 307
sffecz on carcer celh. In this gy, e cyicimic snd gencimic sffecn of DI on HT-29 fhoman R & Spamba J1E
colorersl BSereExarcreErT sell) ared BUS Pels 3 (humun percrestic cances sy coll brey wann deesr.  PaOSled J3 leenks il
rrirad uing tha XTT marthod snd Cormet sy, repsciely. 1T conoavistomn. of DF were foond i

be J004M in both WA Pacs-2 and HT-2% ol trested with DT for 48 houns il When the ol were T oo
trowiuel with 300kl of O For 405, DR eem ok it bt call . O el et e et
il rmormeet (TR, sned il indensty (T incremed moes 0 WSS PeCs-2 colls mested with 300 0 mer dsswir KT

thisn theme in the control cell jonireates MLA Pele-T coll]l groasg (e 0. Hawews:,. oy DRA-T] sna

LT ir
call fontreates HT:

Fuire e

Intreductian

Carcer v the second-esding come of desth worklwices, and
skt P0% of thme destin comur i middie- and keew-ncome
coungran. In J1Y, cenosr wan rmpomible for B8 mallion
dueathy fAFHO 101 7. Defecirs componenis in damaged OHA
and thew repain play mportant roln 0 the desiopment and
progrmsion of venom bypm of cancer (Hapdinia  and
Youwfi I0171.

Eclore:al cancer {£CL. ore of e most common typem of
canamr in the world, v sho the second snd third most com-
mon epthelal mabgnancy in women and men, especieeky.
The maderer tatrm of (0 are loser n lna desioped coun-
trims than thery am m moe dessloped onew. Furttesrmore, €0
scrouré for sbout 10% of cancomraslsied deatte in the weil-
om workd. Polengal cownes of the cancer inoderce increasing
in devloped countrem [sach au gl Undied Stein of Americs
and EBuropean couniries) imclude unbealtby deitery  habits,
spng populsicomn, chewly, smoking, ard) low ek of phy-
il eoerden (Lew of al 2011, Kuipen of o, 20015, Shallew o =i
18, Tang ard Ghias 2078L CC begine weh polyps fhypae-
plnitic polyp, fubular sdenoma, colosscial sdenocastinoma,
vic | developing on the spEhela lning of e colon or e
barn, achvancng dosly over pran. Emercnmantal and geresc
fuctory play o wgrificard ol in the pathogerann of OO
Furthermors, detary Tecton ane mapr aspects mecheed in the
vagogy of CC and sre mponsble for 70-90% of cne
[Barchan and La 2013, Perdeoos of =i, 53713, Whils there
hren been gachual sdwsncsmens in e st of O, i

i IHT-29 colls trewted with 300 M of 02 then e in e conrol
el group (p < S00). This show that OF e cprioeic and wblech, on
boi cell i The obweresd genoicaic sffeciv of OF ol resd i be

mmarn rcunbls cree B hn eeched the moal sdvanoed
wiage. Therefom, nes prophplacic spprosche am nesded
io decemse e rcidmor of OC Scrording io epademes-
ogcal daiw, the mcideor of € in Asen socunines s rels-
trewly o, Tho may bw due fo inkake of wvbean-baed
foody, which contan noflavones (vuch s OF and germiein,
in the dats of Asen populsSons Les of o 3007 OF and
gemnben  fesve chemopevenire  and  chemobherepeuriic
whecty [Wim ot o, 31 The high spremion of cpdoospge-
rune 2 KOK-2] & frequnily chereesd 0 besor senogafi
ared chamessssiars OO0 colls Thun, the combinaton of an
armcarcer sgent and a4 nondercidel ana-nfammatorg may
mEmer  chemasnairaTy 0 chemondTacssy LD e
fishman o al. 70121

Pancaiie carcer (PLI, the fourth moud common cauwr of
carcer desths, & an sggmuars carcer wih & frespoar s
wreal mabw of <5% and & medisn suresal of 4-8montin. PC
nciderce hua been incwesing in recent ywen. The woos of
warky disgnous of I folicwsd by worable curemee cae i
irred due fo iy abrupi desslopman and the shwnoe of
iz aymplome The trestment aBematrens of FC ndude
wegery, adjuvant themotheapy, and radictheapy. PO ha
high matasisic potenbsl, ard it shosn high msdarce or
imred unoepbbidy o cne arScarser agenis and -
h“ﬂl‘ldﬂ'l!-,ll-ql..ﬂd!‘ﬂl!,.hidmﬂgh
at ol A0S, qu.:hll‘l‘l:l'.ﬂl'lﬂl.

Gancinzcry han a dndrucise affect on a celly genelic
raterial (OAA and BRY, imparing & gy, Sencioum,
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Coriander (Coraadrum maivam L) 6 such an hizh frem the Apsicis
[amily, uwed otk for @ medicing and nuizilonsl properlics for masy
cenbarmis. b= 15s sludy, the effects of O, sslivam exleacd on gine expresion,
wiabdity, culozy lormation, mgraton, and invigios of FC-5 and LNCaP
proslste cancer cell lines have beem invesligaled. The Ball maximal
inhibilary coscenloition (1) dmie m= PC-3 and LMCal ool wis delacied
1o be T e &gt ml al the 218 how, nespectivel v, C. sodvem extracts have
ezen obsimend o g 4 significan] decrease in the expression ol Ak and
Bel-2in ke PC-3 el and just Al in LNCaP celli whille incresissg in e
expressios of pi2 mipagell, aspee- b0, FTEN, DR, TRADD, FLREA and
NOXA. DES expraicion wis iscxeased in LNCal colll Bua bl nod PC-3, and
APAF and EI¥ had increased expewimion in FC.5 bul nol e LNCaF cells.
Our sbsesvalions heve shoun that C soivem exieact decreased ulosy
lormatios while inhibilsg <ol mvasion and migrases. Cell migatios was
hindered == FC-5 bul not ke LNCaP celli. In conckesion, this deta preiess a
vallushle addition 1o the very limikad data available cul Sere oo B
polenlisl use of . mitvam is prostale cascer Irestmenl

EETWORDS
cedrder. hurbal reldsa LRCaF. FC-1 prelan Cibcw

2

1 | INTRODUCTION

Herba, ssch in iCortander (Codsadrue salimm L) snd
their bwsaglive cmpounds have passed popalarily in
reveeml yeaes for their medivinal and metsilioes] proger-
o Comtander ssedy, potby. and beavies hinee all been wsand

sl i e Lk © and ol e (=
ordifrdepeaday e oD, [l complersasy o B CTO
CalTear-{ls K, bl masiral oy cocsmerabor: WP, e
mtalieprotsaes TS tesi okl of mralopsroin.

in Edds ranging s od and drugs e cosmedics,
inchuding diverse medical  emesl dus o e
irmune- mondelstory, antiidant,  anS-efsmmalory,
and anticancer FﬂFI‘lﬂ.l .

Lipids, essentisl o, weler-sobehle compoussh, sl
polphmol we the four mupe proup o biosctive
compuusaty in lbe sl el be sersd podices of
corarder. Flesnly: crmpmesls see Lhe moien com
ol the sersd parks whese 1he cscnisd oils B linakol =
rezaindy fiund in e wands. Hiwever, theexad proporSioss
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