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Tiirk Populasyonunda Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Non-Hodgkin Lenfoma Tedavisinde

Molekiiler Gen Profillemesi

OZET

Cagimizin hastaligi kanser, giin gectikce artan insidansiyla onemli bir halk sagligi
sorunudur. Kanser alt tiplerindeki heterojenlik, tan1 ve tedavi siirecini daha da
zorlagtirmaktadir. Heterojen kanser tiirlerinden biri olan Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma
(DLBCL), Non-Hodgkin lenfomanin en sik rastlanan alt tipidir. Uluslararasi Prognostik
Indeks, Ann Arbor tiimér evreleme sistemi gibi kriterler bu hastaligin tam ve tedavi siireci
icin yetersiz kalmaktadir. Bu amac¢ dogrultusunda yapilmis olan gen ifade profili
caligmalar1 ile bu kriterlerden bagimsiz olarak bu amaca yonelik molekiiler bir imza
belirlenmeye calisilmigtir. Bu tez ¢alismasinda, Lossos et al.’in (2004) yapmis oldugu meta
analiz sonuglart dogrultusunda, DLBCL hastalarinin sagkalim tahmininde ifade
profillerinin kullanilabilecek 6 genin (LMO2, BCL6, FNI, CCND2, SCYA3 ve BCL?2), Tiirk
toplumunda molekiiler imza olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi hedeflenmistir.
Yapilan analiz sonucunda bu yontemin Tiirk populasyonu i¢in uygun olmayan bir yontem

oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: DLBCL, kantitatif es zamanli PCR, biyobelirteg, gen ifade

profillemesi



Molecular Gene Profiling for the Treatment of Diffuse Large B Cell Lymphoma in
Turkish Population

ABSTRACT

Cancer, disease of the era, is an important public health problem with increasing incidence.
The heterogeneity of cancer makes its diagnosis and treatment even more challenging.
Diffuse Large B Cell Lymphoma (DLBCL) is the most prevalent subtype of Non-Hodgkin
Lymphoma. The criterias such as International Prognostic Index and Ann Arbor Tumor
Staging System are known to be insufficient in diagnosis and treatment of this disease. For
this purpose, a molecular signature independent of the above mentioned criterias has been
determined by Lossos ef al. (2004) through meta-analysis of several microarray studies.
The analysis identified molecular signature, comprising six genes (LMO2, BCL6, FNI,
CCND2, SCYA3 and BCL?2), that can be used for survival prediction. In this study, we have
conducted an analysis in order to determine whether the gene expression profile of these
six genes can be used as a marker in Turkish DLBCL cases for the prognosis of this

disease.
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1. GIRIS

Kanser, giinlimiiziin en Onemli saglik sorunlarindan biridir. Sik goriilmesi ve
oldiiriiciligiiniin yiiksek olmasi nedeniyle ayni zamanda énemli bir halk sagligi sorunudur.
Tani olanaklarinin gelismesi ve saglik kuruluslarindan yararlanma olanaklarinin artmasi ile
her yil daha ¢ok kanser vakasi teshis edilmektedir. Tanis1 konulan bu kanser tiplerinden

biri de, lenfomalar yani immun sistem hiicrelerinden kékenlenen kanserlerdir.

Lenf kanserleri, Hodgkin Lenfoma (HL) ve Non-Hodgkin Lenfoma (NHL) olmak iizere iki
temel gruba ayrilmistir. HL, toplam lenfoma hastalarinin yaklasik %10’ nunda goriiliirken,
%90°’ninda NHL goriilmektedir. Bu istatistiksel bilgi NHL tan1 ve tedavisine duyulan

gereksinimin 6nemini ortaya koymaktadir.

NHL’nin bir¢ok alt tiirli olmakla beraber en sik goriilen NHL tipleri, Diffiiz Bliyiikk B
hiicreli Lenfoma (Diffuse Large B-Cell Lymphoma, DLBCL), Folikiiler Lenfoma (FL) ve
Mantle Hiicreli Lenfoma’dir. DLBCL, %30 goriilme sikligiyla toplumda en sik rastlanan
NHL alt tipidir.

DLBCL, heterojen bir alt grubu temsil etmektedir. Bu heterojenite, tani ve tedavi
stireclerini zorlagtirmakta, farkli terapotik yaklasim gereksinimlerini de beraberinde
getirmektedir. CHOP, (siklofosfamid, hidroksidaunorubisin, onkovin, prednizolon) uzun
bir siiredir kemoterapik bir ilag kombinasyonu olarak bu hastaligin tedavisinin baslica
dayanagi olmustur ancak tiim hastalar i¢in yeterli ve istenilen sonu¢ bu kemoterapik
tedaviyle de elde edilememektedir. CHOP tedavisi, Rituksimab (anti CD20 monoklonal
antikoru) ilavesiyle daha verimli sonuglar vermektedir. Coiffier et al.’in (2002)
calismasinda, CHOP tedavisine Rituksimab ilavesinin (R-CHOP) yeni DLBCL tanisi
konmus ve sekiz kiir bu tedaviyi almis hastalar {izerinde tam yanit oranim arttirdigi ve
tedavi basarisizligi oranim diisilirdiigii belirtilmistir. Ancak hastaligin heterojen yapisi
sebebiyle, DLBCL tani ve tedavisine yonelik bilimsel ¢aligmalar yogun olarak devam

etmektedir.



Kanser ve benzeri multigenik, mutifaktoriyel hastaliklarin arastirilmasinda gelisen
molekiiler teknolojiler yeni ufuklar agmaktadir. Bu yeni, yiiksek islem hacimli teknolojiler,
yiiksek heterojenite arz eden orneklerin genom, transkriptom, proteom veya metabolom
bilgisinin tiimiinii alarak, genis 6rnek gruplart arasinda, istatistik ve informatik araglar
kullanarak istikrarlt bir sekilde tekrar eden molekiiler imzayr ve bu imzay1 olusturan
molekiillerin teshis, prognoz ve tedavideki olast etkilerini degerlendirebilmeyi
hedeflemektedir. Iste bu kapsamda hastalhigin karmasik yapisi, klasik siniflandirma
yontemleriyle ayirimin gergeklestirilememesi arastiricilart gen ifade profilleri (Gene
Expression Profiling, GEP) calismalariyla morfolojik siniflandirmanin 6tesine gegmeye ve
yeni prognostik belirtegler (biyobelirtecler) iizerinde caligmaya itmistir. Gen ifade
profillemesi c¢aligmalar1 igin siklikla basvurulan bir diger teknoloji ise mikrodizin
teknolojisidir. Bu teknoloji sayesinde on binlerce gene ait ifade degerleri ayni anda tespit
edilebilmektedir. Ifade profillemesi calismalarinda kullanilan bir diger yontem ise
Kantitatif Es Zamanli PCR’dir (Quantitative Real Time PCR, qRT-PCR). qRT-PCR,
floresan boyalar veya floresan isaretli kisa DNA parcalar1 (oligo) kullanilarak DNA’nin
mutlak veya bagil miktar tayinin gergek zamanli yapilabildigi bir yontemdir ve tek bir gen

diizeyinde ifade profili tespitine olanak vermektedir.

Bu Tez Calismasinin Amaci ve Mantiksal Temelleri

DLBCL ile ilgili olarak literatiirde siklikla atif yapilan mikrodizin ¢aligmalar1 yapilmistir
ve bunlarin basinda Alizadeh er al. (2000), Rosenwald et al. (2002) ve Shipp et al.’in
(2002) yaptigr mikrodizin calismalar1 gelmektedir. Lossos et al., 2004 yilinda bu ii¢
calismaya ait mikrodizin verilerini temel alan bir meta analiz yapmislardir vesagkalim
skorunu belirlemeye yonelik olarak alti genin (LMO2, BCL6, FNI,CCND2, SCYA3 ve
BCL2) ifade profillerine bakmanin yeterli olacagin1 bildirmislerdir. Bu skorun
hesaplanmasi, hastalarda herhangi baska bir indekse, ol¢iite bagl kalinmaksizin sagkalim
tahminine olanak vermektedir. Boylece diisiik, orta ve yliksek seviyede 6liim riskine sahip
gruplar bi¢ciminde siniflandirilabilecek DLBCL hastalarina farkli tedavi bigimleri
uygulanabilecektir. Clinkii DLBCL heterojen yapisi sebebiyle risk sinifina gore ayarlanmis

bir tedavi siireci gerektirmektedir.



Ancak yapilan ¢alismalar bat1 toplumlarin1 kapsadigindan (dolayisiyla 6rnekler bu topluma
ait populasyondan ornekler igermektedir), etnik farkliligin doguracagi sonuglarin bertaraf
edilebilmesi i¢in belirlenen bu aday biyobelirte¢ genlerin diger etnik toplumlarda da
uygulanabilirliginin gerekliligi Ongoriilmiistiir. Uluslararast Atom Enerjisi Kurumu
(International Atomic Energy Agency, IAEA) tarafindan desteklenen, 11 tilkenin (Tiirkiye,
Fransa, Italya, ingiltere, Brezilya, Macaristan, Hindistan, Filipinler, Kore, Tayland ve Sili)
isbirligi ile gergeklesen E1.50.20 kodlu, “Application of FDG-PET and Molecular Gene
Profiling for Risk Stratification of Diffuse Large B-cell Non-Hodgkin’s Lymphoma in
Different Ethnic Populations” isimli proje kapsaminda gergeklestirilmis bu yiiksek lisans
tez calismasinda, Lossos ef al.’in (2004) yapmis oldugu bu meta-analizin ardindan elde
edilmis ve sagkalim skorununun tahminine yonelik, ifade degerlerinden yararlanilan bu alt1
farkli genin ifade profilleri Tiirk DLBCL hastalarindan elde edilen 6rneklerde, qRT-PCR
yontemiyle tayin edilmis ve bati toplumunda sagkalim skoru hesaplanmasinda biyobelirteg
olarak kullanilabilen bu alt1 genin, Tiirk toplumu i¢in de kullanilabilme durumunun tespiti

amaclanilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kanser

Stirekli degisen giliniimiiz diinyasi olumlu ve olumsuz bir¢ok gelismeyi de beraberinde
getirmektedir. Bu olumsuz gelismelerin basinda insidanslari giin gectikce artan gesitli
saglik sorunlar1 gelmektedir. Bu saglik sorunlarindan en 6nemlilerinden biri kanserdir.
Enfeksiyon hastaliklarinin kontrol altina alinmasi; diger hastaliklara karst etkin tedavi
yontemlerinin kullanima girmesi ve yasam standardinin yiikselmesi ile ortalama yasam
siiresinin uzamasi, dolayis1 ile yashh niifusun artmasi, gelisen teknoloji ile cevresel

karsinojenlere maruziyetin artis1 kanser sikligini giin gectikge arttirmaktadir.

2.1.1. Kanserin Molekiiler Tarihcesi

Gelismis okaryotlarin en belirgin 6zelliklerinden baginda hiicre biiylimesi ve boliinmesinin
yogun bir bicimde diizenleniyor olmasi gelmektedir. Kanser hiicreleri, biiylimelerinin
kontrol edilemiyor olmasi nedeniyle bu duruma istisna olusturmaktadir. Sinirsiz
cogalmalari, apoptozisin goriilmemesi, telomerazin siirsiz replikasyon 6zelligine sahip
olmasi, yogunluga bagh inhibisyondan etkilenmemeleri, biiylime faktorlerine
gereksinimlerinin normal hiicreler oranla daha az olmasi, hiicre-hiicre, hiicre-matriks
iligkilerinin diizensiz olmasi, anjiyogenez (damar olusumu) tesvik edici biiylime faktorleri
salgilamalari, hiicre farklilagma siirecini tamamlayamamalar1 gibi 6zellikleriyle normal

hiicrelere tistiinliik saglamaktadirlar.

Kanser olusumunun, ¢ok basamakli bir siire¢ oldugu, bagimsiz ve birbirini takip eden
degisimler sonucu gerceklestigi diisiiniilmektedir. Iste bu sebepten otiirii, pek ¢ok kanser
tiiri ileri yaslarda ortaya c¢ikmaktadir. Kanser goriilme sikliginin yasla birlikte artmasi
bir¢cok kanser tiirlinlin yillar boyunca biriken ¢ok sayida anomalinin sonucu oldugunu

gosterir niteliktedir.



Kanser hiicresi olusumuna sebep olabilecek iki temel mekanizmadan so6z edilebilir;
bunlardan ilki somatik mutasyonlarin birikmesi, digeri ise genetik kararsizligin ortaya
¢ikmasidir. Bu mekanizmalardan mutasyonlara bakacak olursak, kanser hiicreleri, normal
hiicrelere kiyasla ¢ok daha yiliksek oranda mutasyona sahiplerdir ve kanser ilerledik¢e bu
mutasyonlarin sayis1 artmakta, birikmektedir. Bunun nedeni, DNA tamir mekanizmasinda
gbrev alan genlerin mutasyonlar sonucu etkisiz hale gelmesi ve islevlerini yerine
getirememesidir. Genetik kararsizlik ise genomda gergeklesen kiigiik duplikasyon ve
delesyonlar, kromozomlar arasi translokasyonlar veya tiim kromozomu etkileyen

degisikliklerin sonucu olarak gelisebilir.

Hiicresel diizeyde kanserin gelisimi mutasyonlari iceren ¢ok asamali bir slire¢ sonunda
cogalma, canli kalma, invazyon ve metastaz yetenekleri artan hiicrelerin secilmesi seklinde
ortaya c¢ikar. Tiimor olusumu, tek bir hiicrede olan, hiicre ¢ogalmasina neden olacak bir
mutasyonla baglamaktadir. Hiicre ¢ogalmasina paralel olarak tiimor hiicrelerinden olusan
hiicre toplulugu da giderek biiyiir ve bu topluluktaki diger hiicrelerde de mutasyonlar
gelisir. Baz1 mutasyonlar hiicreye daha hizli ¢ogalma gibi avantajlar kazandirir ve timor
klonu igerisinde baskin hale gegerler. Bu hiicrelerin bazilarinin da hizli ¢ogalma, invazyon,
metastaz gibi O0zellikleri kazanmasiyla avantajli yeni bir hiicre klonu ortaya ¢iktigindan bu
isleme klonal secilim adi verilir. Klonal se¢ilim tiimor gelisimi boyunca devam eder ve
tiimorler bu nedenle giderek daha hizli ¢cogalarak malin 6zellik kazanirlar.Hizla ¢ogalan
malin 6zellikli bu hiicreler diger hiicre ve dokulara zarar verip, kan ve lenfatik sistem

araciligryla viicudun diger bolgelerine dagilabilirler yani metastaz yapabilirler.

2.1.2. Kanser istatistikleri

Diinyada kanser hastaliklar ile ilgili sayim yapma veveri toplama istegi 1728 yilinda
Londra’da genel niifus sayim idaresince yapilan bir ¢calisma ile baslamis ve bu tarihten

itibaren cesitli lilkelerde ¢ok sayida caligsma ile devam etmistir.

2008 Yili Diinya Kanser Kongresi’nde sunulan veriler, hastaligin evrensel olarak biiyiik

boyutlara ulagtifin1 ortaya koymaktadir. Bu verilere gore diinyada yaklagik 11 milyon



insan kansere yakalanmaktadir. Bu veriler kanserden 6liimlerin %80’inin gelismemis ve az
gelismis iilkelerde meydana geldigini ve 2030 yilinda yaklasik 12 milyon insanin
kanserden Olecegini ongdrmektedir (http://www.tuba.gov.tr/index.php?id=443). Amerikan
Kanser Dernegi (American Cancer Society, ACS) 2009 verilerinde Amerika’da kanser
vakalarin yaklasik 1,5 milyon civarinda oldugu, bunlarin %30’unun akciger ve brons,
%15’inin  gogiis, %10’unun prostat ve yaklasik %5’inin de lenf kanseri oldugu

belirtilmistir (Anonim, 2009).

Ulkemizde 1970'li yillarda sebebi bilinen 6liimler arasinda 4. sirada yer alan kanser, son
yillarda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 2. siraya yiikselmistir
(http://turkkanser.org.tr/news.php?id=61). Tiirkiye’deki kanser verileri Saglik Bakanligi’na
bagli Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi’nin 2004 yili verilerine dayanmaktadir. Kanser,
Saglik Bakanligi’na bildirimi zorunlu bir hastalik olmasina ragmen {iilkemizde gercek
kanser insidansi bilinmemektedir. Gelismekte olan iilkelerde kanser istatistikleri kisitli
kaynaklarin ekonomik kullanimi1 ve kanser kontrol stratejilerinin planlanmasi agisindan
onemlidir. Ayrica kanser istatistikleri, belirli kanser tiirlerinin dagilimini, hastaliga
yakalanan bireylerin sosyodemografik (yas, cinsiyet, etnik grup, din, meslek gibi)
ozelliklerini, bolgeler arasi farkliliklart ve zamanla degisimlerini ortaya koyarak kansere
yol acan risk faktorlerinin belirlenmesinde ve ileride kanser gelisiminin engellenmesinde

kullanilmaktadir.

En sik goriilen kanser tiirleri erkeklerde akciger, prostat, kalin barsak, rektum, mide ve
pankreas; kadinlarda meme, akciger, kalin barsak, rektum, serviks, over, mide ve pankreas
kanserleri olarak siralanmaktadir (http://www.tuba.gov.tr/index.php?id=443). Lenf kanseri,
sayilan bu onkolojik hastaliklar i¢inde yasamin uzatilmasi, daha kaliteli yasam saglanmasi

ve hasta sagkalimi agisindan daha fazla basar1 elde edilmis bir kanser cesididir.

2.1.3. Lenf Kanseri

Lenfoma (lenf kanseri), immiin sistem hiicreleri olan lenfositlerde baglayan ve solid

timorler halinde veya l6semik yayilim yapabilen bir kanser cesididir. Bu malignant



hiicreler genellikle lenf nodlarindan kdken almaktadirlar. Yine lenfositlerden kdken alan
ancak viicutta dolasan, kan1 ve kemik iligini tutan ve de genellikle solid tiimdrler halinde

goriilmeyen lenfoid 16semiler ile biiyilik benzerlik gostermektedir (Parham 2005).

Giiniimiizde bilinen birgok alt tipi olan lenfoma ilk kez 1832 yilinda Thomas Hodgkin
tarafindan tanimlanmis ve tanimladigi bu tip “Hodgkin lenfoma” adini almistir (Hogkin,
1832). Hodgkin hastaligin diger malignant ve malignant olmayan formlardan ayrilmasinin
ardindan bir¢ok lenfoma siniflandirmast hem morfolojik hem de molekiiler parametreler
dogrultusunda gelistirilmistir (Reed 1902, Rosenberg 1994). 1982°de Calisma
Diizenlemesinin (Working Formulation) yaptig1 siniflandirma ¢ok popiiler olmustur. Bu
simiflandirma 16 farkli hastalik alt tipine ayrilan Non-Hodgkin lenfoma’yr (NHL) 6ne
stirmiis ve bunun ardindan malignant lenfoid neoplasmlar Hodgkin Lenfoma (HL) ve Non-
Hodgkin Lenfoma (NHL) olmak iizere iki ana gruba ayrilmistir. 1994°de Yeniden
Diizenlenmis Avrupa-Amerika Lenfoma Smiflandirmasi (Revised European-American
Lymphoma classification, REAL) farkli klinik, patolojik durumlar1 kategorize etmeyi
amaclamistir (Harris et al. 1994). Buna ragmen bu smiflandirma sistemi de birden fazla
hastalik 6zelligi icermesi muhtemel farkli morfolojik alt tipleri birlikte siniflandirmustir.
Sonrasinda 2001 yilinda Diinya Saghk Orgiitii tarafindan (World Health Organization,
WHO) Hematopoetik ve Lenfoid Doku Tiimoérleri Siniflandirmasi yapilmig, bu siniflama
2008 yilinda tekrar diizenlenmis ve lenfoma siniflandirmasinda altin standart olarak kabul
edilmistir (Jaffe et al. 2001). Anilan siniflandirma bireysel klinikopatolojik durumlari,
bunu biitiinleyici olarak da morfolojik, immiinofenotipik, genetik, hiicre kokeni, klinik
bulgular ve molekiiler genetik calismalar kapsamaktadir

(http://en.wikipedia.org/wiki/Lymphoma).

Lenfoid hiicrelerden gelisen kanserler olan lenfomalarin iki ana grubundan biri olan
Hodgkin lenfoma (HL), bilinen en eski lenfoma tiiridiir. Bu lenfoma tipini diger tim
lenfomalardan ayiran morfolojik 6zellik Hodgkin ve Reed-Stenberg (HRS) hiicresi adi
verilen genis, tek ¢ekirdekli veya ¢ok c¢ekirdekli tiimor hiicresinin bulunmasidir (Sekil
2.1.). Bu hastalik tipi ergenlerde ve genglerde yiiksek insidans oranlartyla goriillmektedir
(Anonim, 2009). Non-Hodgkin Lenfoma ise (NHL) farkli davranis paterni ve tedaviye

cevabi ile lenfoproliferatif hastaliklarin heterojen bir grubudur.



Reed-Stenberg Hiicresi

Normal Lenfosit

Sekil 2.1. Reed-Stenberg hiicresi (http://visuals.nci.nih.gov/details.cfm?imageid=7172)
HL ve NHL arasindaki farklar Cizelge 2.1°de gosterilmektedir:

Cizelge 2.1. Hodgkin ve Non-Hodgkin lenfoma arasindaki farklar

Hodgkin Lenfoma Non-Hodgkin Lenfoma

Hastalik, koken aldig1 neoplastik lenfoid
hiicrenin olgunluk diizeyin gore farkl
morfolojide olabilir.

Reed-Stenberg adli, hastaliga 6zgii bir hiicre
ile karakterizedir.

Genellikle tek bir odaktan baslar, zaman Bir¢ok periferal odakta ayni anda
icinde goriilen yayilma genellikle yavastir.  bulunabilir.

Diizenli bir bigimde yayilir. Diizensiz yayilim gosterir.

Ekstranodal yayilima nadiren rastlanir. Ekstranodal yayilim daha sik goriilebilir.
Hastaligin tedavi basarisi genellikle HL’ye kiyasla hiicre tipine ve agresif
yiiksektir. ozelligine gore tedavi basarisi1 degiskendir.

Hem HL hem de NHL, lenfosit progenitor hiicre DNA’sinda olusan hasar yiiziinden ortaya
cikmaktadir. DNA’daki bu hasar sonrasinda hiicrede malignant degisim gerceklesmektedir.



Bu degisim lenfositin kontrolsiiz ¢ogalmasina veya 6liim yollarinin engellenmesine yol

acacak neoplastik veya tiimoral hiicrelerin sayisinin artisina neden olur.

2.1.3.1. Non-Hodgkin Lenfoma

NHL, B ve T hiicrelerinin veya oncii hiicrelerinin lenf nodu ve doku infiltrasyonuna yol
acan neoplastik proliferasyonudur. Tek bir hastaliktan ziyade bir grup hastaliktan
olugmaktadir. NHL’nin simiflandirilmas: i¢in, temel aldiklari parametreler birbirinden
farkli bircok sistem uygulanmustir. Ornegin en genel olarak bilyiime hizina gére yavas
seyirli (indolent) ve hizli seyirli (agresif) lenfoma olarak ikiye ayrilabilmektedir. Yavas
seyirli lenfomalar; yavas ilerleyen, yasam siiresi uzun olan lenfoma tipidir. Tedavi ile
hastaligin dogal seyri pek degismediginden genellikle tedavisiz izlenir. Ancak hizli seyirli
lenfomaya doniistiigiinde veya lenf nodlarindaki biiylimeye bagl sikayetler olustugunda
tedaviye baglanir. Agresif lenfomalar ise hizli seyreder ve tedavi edilmediginde Sliimle

sonuclanir. Kemoterapiye duyarli olduklarindan hemen tedavi edilmesi gerekmektedir.

ACS 2009 verilerine gore, Amerika’da gectigimiz yil 74,490 lenfoma hastasindan 8,510
hastaya (~%10) HL teshisi konulmusken 65,980’ine (~%90) NHL teshisi konulmustur.
Yine yapilan istatistiksel analiz sonucunda NHL nin Amerika’da en sik goriilen 7. kanser
c¢esidi oldugu saptanmis, NHL nin yasla orantili artisinin 1975 yilindan 2006 yilina kadar
%76’dan fazla artis gosterdigi goriilmiistiir (Anonim 2009).

Literatiirde NHL siniflandirilmasina kronolojik olarak bakildiginda, Rappoport’un (1966)
sadece morfolojiyi, Kiel/Lukes&Collins’in (1974) immunfenotipik 6zellikleri, Working
Formulation (1982)’nin hiicre orijininden ziyade yasam oranlarini, REAL’in (1994)
morfolojik, immunofenotipik, genetik ve klinik Ozellikleri temel alan smiflandirmalari
goriilmektedir. Son olarak da giiniimiizde, Diffiiz Biiytlik B hiicreli Lenfoma (Diffuse Large
B-Cell Lymphoma, DLBCL) ile Burkitt Lenfoma (BL) ya da DLBCL ile HL arasinda
kalan nadir gozlenen ve smiflandirilamayan yeni lenfoma alt tipleri eklenerek giincellenen
Diinya Saglk Orgiitii siniflandirilmasi altin standart olarak kabul edilmektedir (Harris et

al. 1994, Jafte et al. 2001, Trumper et al. 2004, Anonim 1982, Gatter 2001).



Lenfomalar kdken aldigi hiicre serisine gore ¢esitlere ayrilmaktadir. Olgularin %80-85°1 B
hiicre orijinli, %15°1 kadar1 T hiicre orijinliyken, nadir olarak dogal oldiiriicii (Naturel
Killer, NK) hiicre orijinli olgulara rastlanmaktadir. NHL’ler B ve T lenfositlerin
farklilasma asamasinin herhangi bir basamagindaki lenfositlerden gelisebilirler. Hangi
hiicreden koken aldigr tiimor hiicrelerinin fenotipik ve molekiiler Ozelliklerine gore
saptanmaktadir. Hiicre yiizeyinde bulunan ve o hiicre tipinin taninmasini saglayan, 6zgiin
antijenlerin (yiizey belirteci) varligiyla hangi hiicreden kokenlendigi anlasilabilmektedir.
Oregin CD2 (cluster of differentiation, CD2), CD3, CD4, CD7, CD8 T hiicrelerinin,
CD10, CD19, CD20 B hiicrelerinin, CD16, CD56 ise NK hiicrelerinin tespitinde
biyobelirteg olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira olgunlasmamis T ve B hiicreleri
(lenfoblastlar) terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) pozitiftir (TdT, olgunlagsmamis
onciil T ve B hiicreleri ile akut lenfoblastik 16semi hiicreleri tarafindan {iretilen bir ¢esit
DNA polimerazdir), bu 6zellik myeloblast ve olgun lenfosit ayiriminda kullanilmaktadir

(Herrick and Dogan 2010).

NHL nin birgok alt tiirii olmakla beraber en sik goriilen NHL tipleri asagida siralanmistir:
I-DLBCL: Tim NHL’nin %30’nu olusturur. Hizli seyirli bir lenfoma tiiriidiir.
2-Follikiiler lenfoma (FL): Tiim NHL’nin %20’sini olusturur. Yavas seyirli bir lenfoma
tiridir.

3-Mantle hiicreli lenfoma: tiim NHL’nin %6’sin1 olusturur. Hizli seyirli bir lenfoma

tiiridiir (http://hematolojika.com/Content4.asp?M1=1&M2=8&M3=4&M4=14).

2.1.3.1.1. Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma

Diffiiz Biiylik B Hiicreli Lenfoma (DLBCL), Non-Hodgkin lenfomanin yetiskinlerde
gbzlenen agresif bir formudur ve goriilen lenfoid neoplazmlarin yaklasik olarak %30-

40’11 kapsamaktadir (Anonim 1997).

Bugiine kadar yapilan farkli NHL siniflandirmalarinda, DLBCL da farkli gruplar altinda
yer almig ve farkli isimlerle anilmigtir. DLBCL tanimlamalarina ait bilgiler Cizelge 2.2.’de

mevcuttur (Abramson and Shipp 2005).
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Cizelge 2.2. NHL smiflandirma sistemlerinde DLBCL

Rappoport (1966) Diffiiz Histositik Lenfoma
Kiel (1974) Sentroblastik Lenfoma
B-Immunoblastik Lenfoma
B-Biiyiik Hiicre Anaplastik Lenfoma
Lukes-Collins (1974) Biiytik Ayirik Folikiiler Merkez Hiicre Lenfomasi
Biiyiik Ayirik Olmayan Folikiiler Merkez Hiicre Lenfomasi
B-Immunoblastik Lenfoma

Calisma Diizenlemesi )
Diffiliz Karisik Biiyiik ve Kiiciik Hiicre Lenfomas1 (Grup F)

(1982)
Diffiiz Biiyiik Hiicre Lenfomasi (Grup G)
Biiyiik Hiicre Immunoblastik Lenfoma (Grup H)
REAL (1994) & WHO
Diffiiz Biiyiik B-Hiicre Lenfomasi
(2001)

Bu lenfoma tiiriine malignant B lenfositleri diffiiz sekilde lenf nodlarinin ve ekstranodal
bolgelerin yapisim1 bozmasi sebebiyle DLBCL denilmesi uygun goriilmiistiir (Abramson

and Shipp 2005).

Klinik ve morfolojik gostergeler DLBCL’in heterojen oldugunu, farkli terapotik
yaklagimlar gerektiren farkl alt tiplerden olustugunu gostermektedir. DLBCL’in heterojen
yapisindan yola c¢ikilarak yapilan gen ifade profillemesi g¢aligmalariyla 1) Germinal
merkezli B hiicre lenfomast (GCB), 2) Aktive edilmis B hiicre lenfomasi (ABC) olmak
tizere iki ana gruba ayrildigi gorilmiis ve yapilan baska bir caligmada ise
immunohistokimyasal teknikler kullanilarak bu alt tiplerin varligi dogrulanmistir (Hans et

al. 2004).
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DLBCL’de en siklikla karsilasilan genetik degisiklik 3q27 kromozomal bandinda bulunan
BCL6 (B-cell lymphoma 6) geninin farkli translokasyon partnerleri ile yeniden
diizenlenmesi seklinde goriilmekte, promotorun yer degistirmesi ve yetersiz BCL6
ifadelenmesi gibi sonuglara yol agmakta ve vakalarin ~%40’inda goriilmektedir (Lossos
2005). BCL6, CDKNIB/p27, CCND2/cyclin D2 ve TP53 gibi hiicre dongiisii kontrolii ve
genomik kararlilikla ilgili genlerle iliskilidir (Phan et al. 2004, Shaffer ef al. 2000).

BCL2 genindeki kromozomal bant 18q21°den 14q32°deki Ig lokusuna olan ayrici
nitelikteki FL translokasyonunun DLBCL’deki oraninin ~%20 oldugu ve 8q24’deki MYC
gen lokusunu iceren tipik bir BL translokasyonu olan t(8;14)’lin ise ~%6 oraninda

goriildiigi belirtilmistir (Lossos 2005).

DLBCL o6rneklerinin genig serilerinde ¢esitli Komperatif Genomik Hibridizasyon
(Comparative Genomic Hybridization, CGH) ¢alismalar1 yapilmistir. Bunlardan Bea et
al.’m yaptig1 bir ¢aligmada kromozom 6q’°da iki par¢anin kayboldugu (6q21-q22 ve 6q16),
18q, 3q ve 6p’ye parca eklendigi, 2p’ye ise hem parg¢a eklendigi hem de amplifikasyonlarin
oldugu belirtilmistir (Bea et al. 2005).

DLBCL’i simgeleyecek belirli bir genetik sapma bulunmamaktadir ancak ¢ogu lenfoma
tiiri immunoglobulin gen lokuslarini igeren resiprokal kromozomal translokasyonlar ile
karakterizedir ve bu tipik degisimlerin belirlenmesi 6nemli bir tan1 bilgisi saglamaktadir.
Incelenen tiimérlerin ¢ogunda immunoglobulin agir ve hafif zincir genlerinde yeniden
diizenlenmelerin oldugu ve ayn1 zamanda degisken bdlgelerinde (IgV) somatik
hipermutasyonlara (SHM) sahip olduklar1 goriilmiistiir. SHM’ler antikor ¢esitliligine ve
antijen afinitesinde artis1 sebep olmaktadir ancak ayni zamanda kromozomal
translokasyonlarin ve mutagenezin olugsmasina da sebep olabilirler. Calismalar sonucunda
yapisal degisimlerden (dengeli ve dengesiz translokasyonlar), sayisal degisimlere (or:
anoploidi) ve nokta mutasyonlarina uzanan genis bir spektruma yayilan genetik anomaliler
bildirilmistir. Bu anomalilerin ¢ogu konvansiyonel sitogenetik veya FISH (Fluorescence In
Situ Hybridization) teknikleri ile tanimlanmistir (Abramson and Shipp 2005, Hunt and
Reichard 2008, Klein et al. 1998).
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Karsinogenezde, kromozomal dengesizliklerin varligina ek olarak, DNA metilasyonu,
histon modifikasyonu gibi epigenetik degisimlerin de 6nemli rol oynadig1 diislincesi giin
gectikce gliclenmektedir. Malignant lenfomalarda bu konuyla ilgili yapilan caligmalar
mevcuttur  ve yaymlanan ¢ogu raporda sitozin-fosfat-guanin (CpG) adalari
hipermetilasyonu yoluyla olas1 tiimor baskilayici genlerin transkripsiyonel susturulmasi
konusuna odaklanilmistir. Yapilan bir ¢alismada, hypermethylated in cancer 1 (HIC1)
geninin delesyonla inaktivasyonu ve promotor hipermetilasyonu DLBCL’de bir klinik
bulguyla iligkilendirilmistir (Stocklein et al. 2008). DNA hipermetilasyon seviyeleri
500’den fazla olan CpG adalarim1 arastiran bagka bir calismada CpG adalarinin
hipermetilasyonuyla transkripsiyonel diizenlenmesi gercgeklestigi diisiiniilen, olas1 hedef

genler ortaya konmustur (Pike et al. 2008).

2.2. DLBCL Tani ve Tedavi Yontemleri

DLBCL, heterojen alt tiplere sahip bir hastalik grubu oldugu i¢in tan1 ve tedavisi kolaylikla
yapilamamaktadir. Bu amagcla ¢esitli prognostik modeller kullanilmaktadir. Uluslararasi
Prognostik Indeks (International Prognostic Index, IPI) hasta yagini, tiimoriin agamasini,
serum laktat dehidrogenaz konsantrasyonunu, performans durumunu ve extronodal hastalik
bolgelerinin sayisini temel alan ve bu amagla kullanilan prognostik bir modeldir (Lossos et
al. 2004). Ann Arbor evreleme sistemi hastaligin evrelerini belirlemek amaciyla kullanilan
bir bagka modeldir. Ann Arbor evreleme sistemine gore; Evre I: tek bir lenf nodu
bolgesinde hastalik durumunu, Evre II: ya g6giis ya da karin bolgesindeki lenf bezlerindeki
hastalik durumunu, Evre III: hem go6giis hem de karin bolgesindeki lenf bezlerindeki
hastalik durumunu ve Evre IV: karaciger, kemik iligi veya akciger gibi lenf bezleri
disindaki organlara hastaligin yayildigi durumu ifade etmektedir. Evre I-II erken evre, evre
III-IV ileri evre olarak smiflandirilabilirAncak bu ve benzeri prognostik modeller,
belirtecler DLBCL tanisinda ve alt tiplerin belirlenmesinde yeterli olmamaktadir (Anonim

1993, http://hematolojika.com/Content4.asp?M 1=1&M2=8&M3=4&M4=14).

Hastaligin ~ karmasik  yapisi,  klasik  siiflandirma  yontemleriyle — ayirimin
gerceklestirilememesi arastiricilart gen ifade profilleri (Gene Expression Profiling, GEP)
calismalariyla morfolojik siniflandirmanin Gtesine gegmeye ve yeni prognostik belirtecler

lizerinde calismaya itmistir. Yapilan bu c¢alismalarin 6nemi, GEP ¢alismalar1 sonucu
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belirlenen genlere ait molekiiler imzalarin tan1 ve tedaviye yonelik olarak tahmin

mekanizmasi olusturulmasinda kullanilabilmesidir.

Son yillarda bu hastaligin tanisina yonelik olarak FDG-PET (Florodeoksiglukoz ile
Pozitron Emisyon Tomografisi) goriintiileme yontemi siklikla kullanilmaktadir. Bu
tomografi bi¢imi, uygulama esnasinda bir glukoz analogu olan, flourine-18 ile etiketlenmis
florodeoksiglukozun (FDG) glukoz metabolizmas: igerisinde kullanilmasi ve bunun
goriintiilenmesi esasina dayanmaktadir. Bu siirecte hastaya FDG verilmekte ve bu sekerin
hedeflenen organlarda birikmesi beklenmektedir. Ardindan goriintiilleme asamasina
gecilmekte ve her bir organda bu sekerin miktar1 PET ile tayin edilmektedir. Bu yontem ile
glukoz tiiketimi yiiksek olan organlar tespit edilebilmekte, kanserin belirgin metabolik
ozelliklerinden olan yiiksek glukoz tiikketimi baz alinarak 6zellikle HL, NHL ve akciger
kanserinin teshis ve tedavi silirecinde bu yontem siklikla kullanilmaktadir. Hatta PET
kullanilarak yapilan onkolojik taramalarin  %90'indan fazlasinda FDG molekiilii
kullanilmaktadir. Literatiirde bu goriintiileme yonteminin Non-Hodgkin lenfomalarda hem
tanida hem de tedavi asamasinda tlimoriin hangi fazda oldugunun belirlenmesinde etkin ve
yaygin kullaniminin gerekliligi tizerinde durulmaktadir (Spaepen et al. 2002, Kostakoglu et
al. 2002, Mikhaeel et al.2005, Haioun et al. 2005, Kostakoglu et al. 2006).

Glukoz metabolismasi ve kanser arasindaki iligkiye bakilacak olursa, yiiksek malignansiye
sahip, az farklilasmis tiimorlerin fenotipik gostergelerinden birinin, bu tiimorlerin normal
hiicrelerden ¢ok daha yiiksek bir oranda glukozu kullanma egilimleri olduguve bunun da
tip 2 hekzokinaz (HKII) geninin yiliksek miktarda sentezlenmesine bagl bir siire¢ oldugu
goriilmektedir. HKII geninin tiimdr hiicrelerinde yiiksek oranlarda ifade edilmesinin sebebi
olarak, metilasyon ve demetilasyon olaylarinin HKII gen ifade seviyesinin
diizenlenmesinde etkin bir rol oynamasinin oldugu disiiniilmektedir. Bu anormal
metabolik degisiklik, oksijen seviyesi diistiiglinde bile sabit bir enerji arzinin korunmasiyla
and biyosentez prekiirsorlerinin miktarlariin yiiksek tutulmasinin saglanmasiyla kanser
hiicrelerinin ¢cogalmasi amacina hizmet eder. Dolayisiyla, yiliksek oranda glikolitik timdr
fenotipine sebep olan (glukozu ¢ok kullanan) degisme siireci, normal hiicreye oranla timor

hiicresine metabolik bir avantaj kazandirir (Goel et al. 2003).

DLBCL, hastada 6zgiin bir sikayete neden olmamakla beraber farkl: tipte sikayetlere neden
olabilmektedir. Bunlardan bazilar1 halsizlik, ¢abuk yorulma, kilo kaybi, terleme, yiiksek
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ates, boyun, koltuk alt1 veya kasiklardaki lenf bezlerinde biiylime ile ciltte iyilesmeyen
yaralar ve mediastinal (goglis boslugu) tutulum (Sekil 2.2) olarak siralanabilir. Bazi
hastalarda ani gelisen nefes almada zorluk, yiizde, boyunda sislik ve asir1 tansiyon

diistikliigiinden olusan acil bir tablo (Vena Cava Superior Sendromu) gelisebilir.

Sekil 2.2. Bir DLBCL vakasinda mediastinal tutulum
(http://hematolojika.com/Content4.asp?M1=1&M2=8&M3=4&M4=14)

Sikayetleri NHL ile uyumlu olan hastalarda; kan sayimi, eritrosit sedimantasyon hizi ve
rutin biyokimyasal testler yapilir. Tami i¢in Oncelikli sart alinan dokunun (siklikla lenf
bezi) patolojik incelenmesidir. Hastaligin yaygmligmin tespiti i¢in akciger ve karin
bolgesinin tetkiki gerekmektedir. Bu amacla akciger grafisi, ultrason, bilgisayarl
tomografi veya manyetik rezonans goriintiillemesi (Magnetic Resonance Imaging, MRI)
kullanilir. Kemik iligi biyopsisi yapilarak kemik iliginde hastaligin olup olmadigi
anlasilabilir. Orneklerden yapilacak genetik calismalarla bu hastalikta sik goriilen
kromozom anomalileri tespit edilebilir

(http://hematolojika.com/Content4.asp?M 1=1&M2=8&M3=4&M4=14).

2.2.1. DLBCL’de R-CHOP tedavisi

DLBCL tedavisinde, Non-Hodgkin lenfomalarda artik klasiklesen CHOP (siklofosfamid,
hidroksidaunorubisin, onkovin, prednizolon) ad1 verilen ve bazen bir monoklonal antikor

olan “Rituksimab” (anti-CD20 monoklonal antikor) ile birlestirilerek kullanilan (eger
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lenfoma B hiicre kokenli ise tedavi bu bi¢imiyle uygulanmaktadir) kemoterapi big¢imi
uygulanmaktadir. Her biri birer kemoterapik ajan olan bu ilaglarin 6zellikleri ve etki

mekanizmalar1 agsagida belirtilmistir:

2.2.1.1. Siklofosfamid (Cyclophosphamide)

Siklofosfamid, DNA'ya baglanan ve ¢apraz baglantilara (cross-links) sebep olarak DNA'ya
hasar veren alkilleyici bir ajandir. Bazi otoimmiin hastaliklarin ve bir¢cok kanser tipinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Aktif formuna karacigerde doniiserek kemoterapik 6zellik
kazanir. Hiicre biiylimesini yavaglatarak veya durdurarak etkisini gosterir. Bu ilacin 6nemli
bir diger 6zelligi, bu molekiiliin aldehit dehidrogenaz (ALDH) seviyesinin diisiik oldugu
hiicrelerde etkisini gostermesidir. Bu nedenle, ALDH seviyesinin yiiksek oldugu kemik
iligi kok hiicreleri, karaciger ve intestinal epitelyumda siklofosfamid ¢ok diisiik bir etkiye

sahiptir. (http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclophosphamide)

2.2.1.2. Hidroksidaunorubisin (Hydroxydaunorubicin)

Antrasiklin antibiyotigi olan ve doksorubisin olarak da bilinen ilag, tlim antrasiklinler gibi,
DNA ¢ift sarmalinin arasina girmek suretiyle makromolekiil sentezini engelleyerek etkisini
gostermektedir. Bu siireg, DNA'daki asir1 kivrimlarin (super coil) gerginligini azaltan
topoizomeraz II'nin ilerlemesini engeller; DNA zincirinin topoizomeraz tarafindan
kirilmasin1 takiben gerginlik azaldiktan sonra tekrar yapistirilmasina engel olur ve
replikasyonu durdurur. HL ve bazi 16semi tiirlerini tedavi etmekte kullanilan ilag, birgok
yumusak doku sarkomalar1 ve karsinomlarinin tedavisinde de

kullanilmaktadir.(http://en.wikipedia.org/wiki/Hydroxydaunorubicin).

2.2.1.3. Onkovin (Oncovin)

Bir mitotik inhibitér olan Onkovin (vinkristin olarak da bilinmektedir), tiibilin proteinine

baglanarak hiicrelerin duplikasyonuna engel olur ve bu 06zelligi nedeniyle kanser
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kemoterapisinde kullanilmaktadir. Onkovinin tiibilin dimerlerine baglanmasiyla
mikrotiibiiller parcalanmaya baglar ve bu da mitozun metafaz sathasinda durmasina neden
olur. Bu nedenle, kanseri de iceren tiim hizli c¢ogalan hiicre tiirleri de bu ilagtan
etkilenirken, bu etki kemik iligini ve intestinal epitelyumu da kapsar. Ana kullanim alani,

CHOP recetesinin bir parcasi olarak NHL'nin tedavisidir.

(http://en.wikipedia.org/wiki/Oncovin)

2.2.1.4. Prednizolon (Prednisolone)

Sentetik bir glukokortikosteroid olan prednisolon, immunsupresif bir ila¢ olarak etki
etmektedir. Bazi otoimmiin veinflamatuar hastaliklarin  tedavisinde kullanildig:
gibiantitiimor ilact olarak kullanilmaktadir. Akut lenfoblastik 16semi (ALL), NHL, HL ve
multiple miyeloma ve diger hormona duyarli tiimorlerde, baska antikanser ilaglariyla

birlikte kullanilarak kanser tedavisinde 6nemli bir role sahiptir.

(http://en.wikipedia.org/wiki/Prednisone)

2.2.1.5. Rituksimab (Rituximab)

Rituksimab, B hiicrelerinin yiizeylerinde yer alan CD20 proteininin kimerik monoklonal
antikorudur; dolayisiyla ¢ok sayida, asir1 aktif veya fonksiyonunu yerine getiremeyen B
hiicresleriyle karakterize olan hastaliklarda bu hiicrelerinin yok edilmesi amaciyla
kullanilan bir ilactir. Basta DLBCL olmak iizere lenfoma ve losemi tedavisinde, transplant

reddi ve bazi otoimmiin hastaliklarin tedavisi gibi durumlarda kullanilmaktadir.

Rituksimab antikoru, CD20 proteininin 170.-173. ve 182.-185. aminoasitlerine baglanarak
167. ve 183. aminoasitler arasinda bir disiilfit baginin olusmasin neden olarak etkisini
gerceklestirir (Binderer al. 2006). CD20 proteinin, onciil B hiicrelerinden farklilasmis B
“hiicrelerine yayilan spektrumdaki B hiicrelerinin yiizeyinde yer alir, ancak son asama
farklilasmanin olusturdugu plazma hiicrelerinde bu proteine rastlanmaz. Bu proteinin islevi
tam olarak bilinmemekle birlikte, kalsiyum akisinin plazma zarlar1 arasindaki aligverisi ve

hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu koruyarak B hiicrelerinin aktivasyonuna sebep
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oldugu diisiiniilmektedir. CD20 gibi Rituksimab'in etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, hiicre dongiisii iizerinde genel bir diizenleyici roliiniin oldugu, B
hiicresi reseptorlerinin ifadelerinde azalmaya neden oldugu ve CD20+ hiicrelerinin
apoptozunu indiikledigi disiiniilmektedir. Sonug¢ olarak, kanserli olanlar1 da dahil olmak
izere, varolan B hiicreleri yok olmakta ve yerlerine lenfoid kok hiicrelerden saglikli bir B

hiicresi popiilasyonu gelmektedir (Shaw et al. 2003).

2.2.1.6. R-CHOP Tedavi Protokolii ve Sonuc¢lari

Bu kemoterapi tedavisi genellikle 3 haftada bir (her 21 giinde bir) uygulanmaktadir.
Kemoterapik ilaglarin (siklofosfamid, hidroksidaunorubisin ve onkovin) enjeksiyonunun
ardindan 5 giin siireyle steroid (prednizolon) tabletler alinmaktadir. Literatiire bakildiginda
bazi ¢alismalarda R-CHOP tedavisinin sagkalim siiresini arttirdigi belirtilmistir (Hunt et al.
2008, Feugier et al. 2005, Pfreundschuh et al. 2006, Habermann et al. 2006, Coiffier et al.
2002). Kardiyovaskiiler hastalik 6ykiisii olan kisiler i¢cin doksorubisin (kardiyotoksik
oldugu icin) bu kiirden ¢ikartilir ve kiir COP olarak uygulanir. Bu tedavi siirecinin beyaz
kan hiicrelerinin sayisinda azalma (dolayisiyla enfeksiyonlara karsi koyma yeteneginin
azalmasi, siklikla hastalanma, kaslarda agr1 vb.), kirmizi kan hiicrelerinin sayisinda azalma
(kan transferi gereksinimi), yorgunluk, bitkinlik, sa¢ kaybi, istahta azalma, agiz yaralari,
ciltte koyulagsma veya asir1 hassasiyet, hazimsizlik, dogurganligin kaybedilmesive ¢evresel

sinir sistemi hastaliklarina sebep olmasi gibi bir¢ok yan etkisinin de oldugu bilinmektedir.

Bu tedavi yontemi, hem birey hem de iilke ekonomisine ciddi bir ylik getirmektedir.
Romse et al.’1n (2008) yayininda R-CHOP tedavisinin genellikle 6 kiir uygunlandigive her
bir kiiriin maliyetinin 1.829 € (~3.700 TL) oldugu bildirilmistir. Baz1 kaynaklarda, standart
CHOP tedavisine Rituksimab ilavesinin toplam maliyeti yaklasik 12 kat arttirdigi, yilda 8
kiir uygulanmasi1 durumunda bu kombine tedavinin yaklasik 33.000 TL civarinda bir
maliyeti sahip olacagi belirtilmistir. Ornegin, MABTHERA® ROCHE ticari ismiyle
piyasada bulunan, etkin maddesi Rituximab olan bu ilacin birim fiyati11241.49 TL dir.
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DLBCL, kemoterapiye yanit veren insan malignanslarindan biri olsa da hastalarin ¢cogu
(~%60), hastaligin heterojen yapis1 sebebiyle, kullanilan bu geleneksel kemoterapi
yontemine (CHOP) yanit vermemektedir (Coiffier 2001).

Hastaligin yavas veya hizli seyirli olmasina gore tedavi segenekleri degismektedir. Yavas
seyirli lenfomada erken evrede radyoterapi (15in tedavisi) veya kemoterapi verilirken, ileri
evrede hastanin hi¢ bir sikayeti yok ise tedavi verilmez. Ciinkii bu tip hastalar uzun siire
yasarlar ve hastalarin yasam siiresi tedaviye bagimli degildir. Non-Hodgkin lenfomada
uygun hastalarda otolog kok hiicre nakli yapilir. Allojenik kok hiicre nakli nadiren
uygulanir. Kemoterapi sonrasi tekrarlayan veya baslangigtaki tedaviye yanit vermeyen 60-
65 yas altt hastalarda otolog kok hiicre nakli yapilmast Ongoriilmektedir

(http://hematolojika.com/Content4.asp?M1=1&M2=8&M3=4&M4=14).

Sonug olarak, etkin bir tan1 ve tedavi siirecinin gergeklestirilebilmesi, tedaviye yanit icin
bagimsiz bir tahmin mekanizmasi olusturulabilmesi i¢in tiim bu parametrelerin birlikte ve

dogru bir bi¢gimde kullanilmas1 gerekmektedir.

2.3. DLBCL’de Yapilan Molekiiler Gen Profillemesi Calismalar

2.3.1. Biyobelirtec nedir?

Biyobelirtegin genel tanimina bakacak olursak, bir biyobelirte¢ belirli bir hastaligin klinik
belirtileri ve sonuglari ile dogrudan baglantili bir biyolojik silirecin varliginin veya
sonucunun bir gostergesidir. Daha 6zel olarak, biyobelirteg, bir hastalik riski veya seyriyle
baglantili bir gen, transkript, protein veya biyomolekiilin durum veya miktarindaki
degisikliklerin belirtecidir. Biyobelirte¢ kesfine yonelik calismalar baglica Northern Blot,
gen ifadelenmesi, SAGE (Serial Analysis of Gene Expression, gen ifadelenmesinin seri
analizi), mikrodizin (mikroarray), proteomik ve metabolomik analiz teknolojileriyle
gerceklestirilmektedir. Hastalikla ilgili yapilan bu molekiiler ¢aligmalarin sonuglari,
hastaligin alt birimlerinin tanimlanmasi, hastaya gilivenli bir bi¢imde tan1 konulmasi ve

tedavi siirecinin yonlendirilmesi gibi siireclerde etkin bir rol oynamaktadir.

19



2.3.2. Gen ifadesi Profillemesi Calismalari

Gen ifadesi, genin fonksiyonel iiriiniine doniisiim siirecine verilen genel bir tanimlamadir.
Gen ifadesi profili (GEP) terimiyse, hiicresel fonksiyonlarin biiyiik resmini olusturabilmek
icin binlerce genin aktivitesine (gen ifadesine) aym1 anda bakmak anlaminda
kullanilmaktadir. Bu amacla siklikla kullanilan teknolojilerin basinda mikrodizin

gelmektedir.

Mikrodizin teknolojisi ¢alismalarinda, amag¢ dogrultusunda cDNA (komplementer DNA)
ve oligoniikleotit olmak tiizere iki tip mikrodizin platformu kullanilabilmektedir. Yapilan
deneylerin ardindan, mikrodizin deneylerine ait sonuglar yonlendirilmis ve
yonlendirilmemis olmak iizere baslica iki tiir yaklasimla analiz edilmektedir.
Yonlendirilmemis (unsupervised) yaklasimda veriyi analiz ederken klinik parametreler,
sagkalim siiresi gibi dis parametreleri kullanmayan metotlar kullanilir (Alizadeh et al.
1999, Alizadeh et al. 2000). Yonlendirilmis (supervised) yaklasimda ise bunun tam tersi
bir yaklasim s6z konusudur ve burada amag ifadesi i¢ parametrelerle uyum gosteren

genlerin tespitidir (Rosenwald ez al. 2002).

2.3.3. DLBCL’de GEP Calismalari

Standart patolojik teknikler her bir hasta igin gilivenilir bir bi¢cimde kemoterapi
hassasiyetini veya sonuglarini belirleyememektedir. Bu sebepten dolay1r mikrodizin deney
sonuglar1 kullanilarak yapilan global gen ifade analizleri DLBCL simiflandirmasini, tani ve
tedavisini giliclendirmektedir. Gen ifade profillemesi calismalarinin patogenez ve klinik
davranista homojen bir yap1 gdsteren tiimorlerin daha iyi bir bigimde siniflandirilmasina

olanak verebilecegi diistiniilmiistiir.

Bu hipotezi test etmek amaciyla birgok merkezde ortak yiiriitiilmiis olan bir c¢alisma
baslatilmistir (Shipp et al. 2002). Bu calismada 6zellikle lenfoid hiicrelerle veya kanser
biyolojisiyle iliskisi oldugu gosterilmis genler segilerek olusturulmus, “Lymphochip”
adinda 6zel bir cDNA mikrodizini kullanilmistir (Wright et al. 2003). Anthrasiklin temelli

kemoterapi uygulanmis hastalardan alinmis 42 tiimoér 6rnegiyle yapilmis bu calismada,
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yonlendirilmemis hiyerarsik siniflandirma yaklasimiyla DLBCL iki farkli gruba
ayrilmugtir. Ifade modelleri GCB ve ABC karakteristikleri gdstermektedir. GCB grubunun
daha iyi sagkalim gosterdigi tespit edilmistir (Eisen et al. 1998).

Lenfoma/Losemi Molekiiler Profillemesi Projesi Grubu tarafindan yapilan bir diger
calismada ise anthrasiklin temelli kemoterapi gérmiis DLBCL hastalarindan alinmis 240
timor Ornegi analiz edilmistir. cDNA Lymphochip ve yonlendirilmemis siniflandirma
metodolojileri gibi benzer metodolojiler kullanilmig ve belirlenmis olan bu alt gruplarin
varligt dogrulanmistir. Buna ek olarak, adina “Tip 3” denilen farkli bir grup
tanimlanmigtir. DLBCL’de  siklikla goriilen bcl-2  translokasyonunun  vec-rel
amplifikasyonunun sadece GC-DLBCL alt grubunda goriildiigii belirlenmistir. Bu
calismada kemoterapinin ardindan sagkalimi tahmin etmek icin 17 genin ifadesine dayanan
bir model olusturulmus ve birbirinden bagimsiz hasta topluluklar1 yardimiyla gegerliligi

onaylanmistir (Butte 2002).

Rosenwald et al.’in (2002) gergeklestirdigi calismaya ek olarak Shipp et al. (2002), 6817
genden olusan Affymetrix oligoniikleotid dizini kullanarak CHOP temelli kemoterapi
uygulanmis 58 DLBCL hasta 6rneginin gen ifadelerini aragtirmiglar ve hastalik sonucunun
tahminine yonelik bir model gelistirmeyi hedeflemislerdir. IPI’dan bagimsiz olarak olarak

13 gen ile olusturulan bu setin sagkalim tahmininde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Bea et al.’in (2005) yaptig1 ¢alismada CGH teknigi kullanilmis ve herhangi bir tedavi
gormemis 224 DLBCL hastasinin genetik degisimleri arastirilmistir.

Hem oligoniikleotid hem de Lymphochip DLBCL c¢alismalariyla olusturulmaya ¢alisilan
tahmin modellerine alternatif olarak Wright et al. (2003) farkli mikrodizin platformlar
aracilifiyla olusturulan deney sonuglarinin yorumlanmasina olanak veren, yeni istatistiksel
bir metot 6ne slirmiislerdir. Bu metodu kullanarak Shipp et al. (2002) ile Rosenwald et
al.’m (2002) yaymnlarindan farkli olarak 14 geni kapsayan yeni bir tahmin modeli ortaya
koymuslardir.

Teknik olarak basit, rutin klinik uygulamada kullanima uygun bir model bulma amaciyla

yola ¢ikan Lossos et al. (2004), DLBCL’de sagkalimla ilgili olabilecek 36 genlik bir
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panelin ifade diizeylerini degerlendirmistir. Yapilan tek degiskenli mikrodizin veri analizi
sonucu tahmin giicii en yiiksek 6 gen belirlenmis ve ¢cok degiskenli bir analizde her birinin

goreceli katkisini temel alan bir model gelistirilmistir.

(Yapilan molekiiler profilleme c¢alismalarindan 6rnegin; Alizadeher al.’1in(2000) yapmis
oldugu yayinda yonlendirilmemis yaklasim kullanilmisken, Rosenwald’e (2002) ile
Shipp’e (2002) ait yayinlarda ise yonlendirilmis yaklagimin kullanildig1 gortilmektedir).

2.3.4. Lossos’un (Lossos et al. 2004) Yaptig1i Meta Analiz ve Sonuclar:

Lossos et al., dnceki yillarda yapilan molekiiler profilleme calismalarin1 (Alizadeh et al.
2000, Rosenwald et al. 2002, Shipp et al. 2002) yeniden yorumlayarak 2004 yilinda bir
meta analiz yapmiglardir. Her ii¢ calismanin sonucunda elde edilen, tahmin igin
kullanilmast uygun gen panelleri i¢inde birbiriyle ortiisen ¢cok az sayida gen oldugu tespit
edilmistir. Bu durumun teknik farklardan, kullanilan mikrodizinlerin kompozisyonlarindan
ve tahmin modeli olusturmak i¢in kullanilan farkli algoritmalardan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Buna ek olarak her tahmin modelinin her tiirlii durumda c¢alistiginin
gosterilebilmesi i¢in sadece o hastaligin kokenlendigi hasta grubunda degil de bagimsiz bir
hasta grubuyla da dogrulanmasi gerekmektedir (Ambroise ve McLachlan 2002, Simon et
al. 2003). Iste bu ve benzeri sebeplerden 6tiirii hangi modelin DLBCL’in molekiiler,
histopatolojik ve klinik heterojenitesini tam olarak tanimlayabilecegi heniiz agiklik

kazanamamustir.

Mikrodizin deneylerinin klinik laboratuarlarda heniiz yaygin bir bicimde yapilmadig1 goz
oniinde bulunduruldugunda, bu durum gen ifadesi tespiti i¢in klinikte uygulanabilecek
daha pratik yontemlere ihtiya¢ oldugunu diislindiirmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda ekip,
66 DLBCL hastasinda (Bu hastalar REAL smiflandirma sistemine gére DLBCL tanisi
konmus (Harris et al. 1994), hepsi CHOP veya R-CHOP tedavisi almis, Ann Arbor
lenfoma evrelendirme sistemine gore tiimorii evrelendirilmis hastalardir.)kantitatif es
zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real Time Polymerase Chain
Reaction, qRT-PCR) yontemiyle, se¢mis olduklart 36 genin ifadesini belirlemislerdir.

Bunun ardindan tek degiskenli mikrodizin veri analizi yapilmis, 36 genlik bu panelden
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sagkalim tahminine yonelik 6 gen (LMO2, BCL6, FNI, CCND2, SCYA3, BCL2)

belirlenmis ve tahmine yonelik bir model (mortalite tahmin skoru) olusturulmustur:

Mortalite Tahmin Skoru = (—0.0273XLMO2) + (-0.2103xBCL6) + (-0.1878xFNI) +
(0.0346xCCND2) + (0.1888xSCYA3) + (0.5527xBCL2)

Mortalite tahmin skoru formiiliinde gen isimlerinin oldugu yerlere her hasta i¢in ilgili
gendeki degisim miktarinin log2 tabanindaki karsiliginin yazilmasi gerekmektedir. Cikan
deger 0,063’den kii¢iik ise hasta diisiik 6liim riski grubuna, 0,063’den biiyiikk 0,093’den
kiiciik ise orta 6liim riski grubuna ve 0,093’den biiylik ise yiiksek 6liim riski grubuna dahil
edilmektedir. Sekil 2.3. ve Sekil 2.4.’de uzun ve kisa siireli sagkalim i¢in ifadesinde artig

veya azalis beklenen genler belirtilmistir:

1.

BCL6 FN1 LMO2 CCND2 SI3

Gen ifadesi degisimi

Sekil 2.3. Uzun siireli sagkalim i¢in beklenilen gen ifade degisimleri
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BCL6 EN1 LMO2 CCND2 SCYA3 BCL2

Gen ifadesi degisimi

Sekil 2.4. Kisa siireli sagkalim i¢in beklenilen gen ifade degisimleri

Bu genlerden LMO2, BCL6 ve FNI uzun siiren sagkalim ile, CCND2, SCYA3 ve BCL?2 ise
kisa stireli sagkalimla iliskilendirilmistir. Uzun siiren sagkalim ile iliskilendirilmis LMO2,
BCL6 ve FNI genlerinin ifadelerindeki artis ve kisa siireli sagkalimla iligkilendirilmis
CCND2, SCYA3 ve BCL2 genlerinin ifadelerindeki azalis, hastanin daha uzun yasayacagi

sonucuna gotlirmektedir.

Bu model, gen ifadesini Olgen metottan (6rn: qRT-PCR, cDNA mikrodizinleri,
oligoniikleotit mikrodizinleri) bagimsiz olarak tahmin degerinin olup olmadiginin tespiti
icin, Shipp et al. (2002) ve Rosenwald et al.’a (2002) ait mikrodizin verilerine uygulanarak
kontrol edilmistir. Bu alt1 genin ifade diizeyleri qRT-PCR ile tespit edilmis ve bu genlerin
aktivasyon diizeylerinin IPI’dan bagimsiz olarak klinik sonuclarla korelasyon gosterdigi

belirlenmistir (Butte 2002, Ramaswamy ve Golub 2001).

Calismada kullanilan qRT-PCR, baslangic miktarina gore olusan son PCR iiriiniiniin
Ozglin, hassas ve diger metotlara gore daha kolay tespit edilebildigi ve gen ifadelenme
oranlarinin niceliksel olarak tayininin yapildig1 bir tekniktir. Bu yontemde; her bir PCR
dongiisiinde olusan flouresan 1ginimi1 araciligi ile son iiriin miktart es zamanli olarak tespit

edilebilir (http://genetiklab.com/altsayfa.php?giris ID=2&tablo=tbl yontemler).

gRT-PCR’da gen ifadelenme oranlarinin 6l¢iimii, géreceli 6l¢iim (relative quantification)

ve mutlak Ol¢iim (absolute quantification) olmak iizere iki yontemle yapilabilmektedir.
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Mutlak o6l¢iim i¢in baslangictaki DNA miktarinin bilinmesi gerekmektedir. Boylelikle
reaksiyon sonunda ortamdaki niikleik asit miktarinin ne orvea arttigi net bir bicimde
belirlenebilmektedir. Baslangic DNA miktarinin belirlenmesi, bu genlere ait kopya
sayilarinin bilinmesiyle miimkiin olacagindan, ifade profillerine bakilacak olan bu genlerin

her biri, belirlenen uygun bir vektore klonlanmalidir.

2.3.5. Lossos’un (Lossos et al. 2004) Sagkalim Tahmininde Kullandigi Genler ve
Ozellikleri

Sagkalim tahminine yonelik olusturulmus mortalite tahmin skoru denkleminde ifade
diizeyleri kullanilan alt1 gen LMO2, BCL6, FNI, CCND2, SCYA3 ve BCL2dir. Her bir

genin islevi ve lenfomayla iliskisi agiklanmustir:

2.3.5.1. LMO2

LMO?2 (LIM domain only 2), eritropoezis ve anjiyogenezde onemli rol oynamaktadir
(Waren et al. 1994, Yamada et al. 2000). LMO2 geninin transkripsiyon baslama noktasi,
cocukluk T hiicre akut lenfoblastik 16semisine spesifik translokasyonlarin oldugu 11p13 T
hiicre translokasyon kiimesi bolgesinin yaklasik olarak 25 kb asagi bolgesinde
(downstream) lokalizedir (Boehm ef al. 1991). LMO2 proteini hematopoetik gelisimde
merkezi ve hayati bir rolii vardir ve yiiksek oranda korunmustur. Normal T lenfositlerinde
ifade edilmez (Royer ef al. 1991) ancak germinal merkez lenfositlerinde yiiksek oranda
ifadelenir (Alizadeh et al. 2000). LMO2 nin T hiicreli 16semiye sebep olma kabiliyeti ve

DLBCL’deki uzatilmis sagkalimla korelasyonu arasindaki iliski heniiz belirsizdir.

2.3.5.2. BCL6

BCL6 (B-cell lymphoma 6) geni transkripsiyonel bir repressorii kodlar (Chang et al. 1996,
Kerckaert et al. 1993, Seyfert et al. 1996), normal B hiicrelerinde ve CD4+ hiicrelerde

ifadelenir ve germinal merkez olusumunda, T hiicre bagimli immiin cevabi kontrol eder
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(Cattoretti et al. 1995, Dent et al. 1998, Ye et al. 1997). Germinal merkezden koken alan
Non-Hodgkin lenfomalarda ifadelenir Bu genin DLBCL’de siklikla translokasyona ve
hipermutasyona ugradigi gorilmiistiir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetail View& TermToSea
rch=604). BCL6 ifadesinin hayatta kalimin tahmininde kullanildig1 bildirilmistir (Lossos et
al. 2001).

2.3.5.3. FN1

FNI (Fibronectin 1), hiicre iskeleti organizasyonunu diizenleyen hiicre adezyon
reseptorlerinin integrin protein ailesi i¢in ligand ve hiicre dist bir glikoproteindir.
Hepatositler, stromal fibroblastlar ve baz1 tiimor hiicreleri tarafindan FN/ hiicre adezyonu
ve embriyogenez, yara iyilesmesi, kan koagiilasyonu metastaz ve migrasyon islevlerinde
gorevlidir (Mosher 2001). FNI’in degisen ifadesi, yikimi ve organizasyonu kanser ve
fibrozisi igeren cesitli patolojilerle iliskilendirilmistir. FNI, DLBCL’de lenf nodunda
ifadelenen genlerden biridir (Williams et al. 2008).

2.3.5.4. CCND2

CCND?2 (Cyclin D2), iiyeleri hiicre dongiisii boyunca mevcut olan ve miktarlarindaki
dikkat cekici donemsellik tarafindan karakterize edilen siklin ailesine ait bir proteini
kodlar. CCND2, hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina ilerleyisini kontrol eder (Sherr
1995). CCND2’nin artmis ifadelenmesi kronik lenfositik lésemi ve mantle hiicreli

lenfomada goriilmektedir (Delmer et al. 1995).

2.3.5.5. SCYA3

SCYA3 (CCL3, chemokine C-C motif ligand-3), inflamasyon bolgelerine ¢esitli hiicreleri
gorevlendiren bir CC kemokinidir. Kemokinler immunoregiilasyon ve inflamator

islevlerinde yer alan salgilanmis bir protein ailesidir. Kemokinler 6zellikle lenfositleri
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enfeksiyon ve hasar bolgelerine ¢eker. Bu genin B hiicreli lenfomada fonksiyonu
bilinmemektedir ancak yiliksek oranda DLBCL’nin ABC alt tipinde ifadelenmektedir.
CCND2 ve SCYA3 genlerinin promotdr bolgeleri BCL6’ya yiiksek afiniteyle
baglanabilecek bolgeler igerir ve bu iki genin ifadesi BCL6 tarafindan baskilanir.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez? Db=gene&Cmd=ShowDetailView& TermToSea
rch=6349)

2.3.5.6. BCL2

BCL2 (B-cell lymphoma 2) geni, lenfositler gibi bazi hiicrelerin apoptotik oSlimiinii
engelleyen integral bir dis mitokondriyal membran proteinini kodlar. BCL2 proteini normal
germinal merkez B hiicrelerinde diisiik seviyede bulunur ancak t(14;18) translokasyonu
(BCL2’nin Ig agir zincir lokusuna translokasyonu) olan bazi NHL’lerde (6rnek, folikiiler
lenfoma) bu genin ifadesinin artmis oldugu goriilmektedir (Alizadeh et al. 2000, Kramer et
al. 1998) Bu translokasyonun BCLZ2’nin siirekli belirli bir oranda ifadelenmesine sebep
oldugu ve bunun da folikiiler lenfomaya sebep oldugu diisiiniilmektedir. BCL-2 ve MYC
genlerinin ifadelerindeki es zamanli artisin lenfomayr da igeren agresif B hiicresi
malignansilerine sebep oldugu diisiiniilmektedir (Otake et al. 2007). BCL2 apoptozisi
onlemektedir ve bu proteinin artmis miktar1 (imminohistokimyasal olarak tespit edilmis)
DLBCL hastalarinda zayif prognoz i¢in bagimsiz bir marker olarak islev gormektedir

(Gascoyne et al. 1997, Kramer et al. 1996, Hermine et al. 1996, Hill et al. 1996).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak formalinlefikse edilmis parafine gomiilii (Formalin Fixed
Parafin Embedded, FFPE) DLBCL doku 6rnekleri kullanilmistir. Her hasta Grneginden
Sum x 6 parafin kesit (Shandon Finesse 325 Manuel Mikrotom, Thermo, Katalog No:
A77500016) alinmistir. Bazi hastalara ait parafin doku Orneklerinin bulunamamasi

sebebiyle calismada bu hastalara ait sitolojik yaymalardan yararlanilmistir.

Calisma icin, Ankara Universitesi Yerel Etik Kurulu’nun izni ve onay1 alimustr.

3.1.Yontem

Uluslar arast Atom Enerjisi (IAEA) kurumunun destekledigi, E1.50.20 kodlu, 11 {ilkenin
isbirligi ile gerceklesen bu projede kullanilan tiim yontemlere, reaktif ve malzemelere,
taraf iilkelerin gerceklestirdigi toplantilarda ortak olarak karar andrilmis ve bu kararlara

uygun olarak kullanilmistir.

3.2.1. Parafine Gomiilii Dokudan RNA izolasyonu

FFPE orneklerden, hem manual yontem hem de kit kullanilarak RNA izolasyonu
gerceklestirilmis. Bu amagla Qiagen RNeasy FFPE Kit (50) (Katalog No: 74404)
kullanilmigtir. Ancak gerceklestirilmis olan optimizasyon ¢alismalarinda en iyi sonucun kit
protokoliine ilave edilen ek asamalarla elde edildigi tespit edilmis ve ¢alisma boyunca tiim
RNA izolasyonlar1 asagidaki, yeniden diizenlenmis protokol esas alinarak

gerceklestirilmistir:

1)  Total RNA izolasyonu i¢in 5 pm’lik FFPE kesitler RNaz’dan arindirilmig 2.0ml’lik
tiipe alinir, 1.5 ml ksilen eklenir. Kisa bir siire vortekslenir (IKA, MS2 Minishaker).

28



2)
3)
4)
)
6)
7
8)
9

10)

11)
12)

13)

14)

15)

16)

17)

18)

19)

20)

37°C’de, 20 dk inkiibasyon (BINDER inkiibatér, Katalog No: BDI15)
gercgeklestirilir.

Inkiibasyonun ardindan 8.000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilir (Thermo, Microlite RF,
No0:220/240). Cokme gerceklesene kadar bu isleme devam edilir.

[1k iic basamak tekrar edilir.

1.5 ml %100 EtOH (Merck K37727427) eklenir ve kisa bir vortekslenir.

Bu islemin ardindan, 37°C, 30 dk inkiibe edilir.

Gergeklestirilen spinin ardindan alkol uzaklastirilir, 5. ve 6. adim tekrarlanir.

Alkol uzaklagtirilir ve pelletin oda 1sisinda 5-10 dk kurumasi beklenir.

Kuruyan pellete 240 ul PKD tamponu (Qiagen Mat.No: 1034963) ve 10 pnl
Proteinaz K (Qiagen Mat.No: 1014023) eklenir, iyice vortekslenir.

55°C’de 15 dk, ardindan 80°C’de 15 dk 1s1 blogunda (Techne, FDB02DD)
bekletilir.

500 pl RBC tamponu (Qiagen Mat.No: 1034958) eklenir.

Lizat iyice karigtirihir ve gDNA eliminator spin kolona aktarilir. 30 sn, 13.000
rpm’de santrifiij edilir.

Kolon atilir, protokole alttaki siv1 ile devam edilir.

1200 pl %100 EtOH eklenir ve iyice pipetaj yapilir. Santrifiij edilmez.

700 pl Ornek, +4°C’deki RNeasy Minelute spin kolona eklenir.15 sn, 13.000
rpm’de santrifiij edilir. Alttaki siv1 atik kabina bosaltilir ve kolon ayni toplama
tiipiine konulur.

Bir iistteki adim, kalan drnek bitene kadar tekrarlanir. Isleme ayn1 toplama tiipii ile
devam edilir.

500 pul RPE tamponu (Qiagen Mat.No: 1017974) kolona eklenir. 15 sn, 13.000
rpm’de santrifiij edilir (membran yikanir). Sivi atik kabina bosaltilir. Ayn1 toplama
tiipii ile devam edilir.

500 pl RPE tamponu (yikama tamponu) kolona eklenir. 2 dk, 13.000 rpm’de
santrifiij edilir.

Kolon yeni 2 ml’lik toplama tiipiine konulur. Kolonun kapagi a¢ilir. En yiiksek
hizda 5 dk santrifiij edilir (membran kuruyana kadar devam edilir).

Kolon 1.5 ml’lik tiipe konulur. 14-30 pl (20 pl) RNaz’dan arindirilmis dH,0
(Qiagen Mat.No: 1017979), dogrudan kolona eklenir ve en yiiksek hizda 1 dk

santrifiij edilir.
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3.2.2. RNA’nin Spektrofotometrik Analizi

Elde edilen RNA orneklerinin safliginin ve konsantrasyonlarmin belirlenmesi igin
spektrofotometre (Nanodrop ND-1000) kullanilarak 6l¢iim yapilmistir. RNA nin saflig
degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 esas alinmaktadir. 260 nm
DNA’nin, 280 nm proteinin, 230 nm de fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga
boyunu ifade etmektedir. A260/A280 oraninin 1,8-2,2 araliginda olmasi RNA’nin saf
oldugunu gostermektedir. Fenol, protein veya benzeri diger safsizliklarin olmasi

durumunda bu oranlar belirtilen araligin disinda ¢ikmaktadir.

3.2.3. RNA Konsantrasyonlarinin Ayarlanmasi

Nanodrop araciligtyla konsantrasyonlart belirlenen RNA ornekleri, cDNA sentezinde
kullanilmak iizere son hacimde 1 pg RNA olacak sekilde tiiplere boliinmiis ve -80°C’ye
kaldirilmastir.

3.2.4. cDNA Sentezi

Izolasyon sonrasi elde edilen RNA molekiilii tek zincirli yapisi sebebiyle kirilgandir, kolay
degrade olabilir. Sonraki asamalarda yapilacak iglemler icinse dayanikli, saglam bir
molekiile ihtiyag duyulmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda yapilan islem bu RNA
molekiiliinden, ters transkriptaz (Reverse Transcriptase, RT) enzimiyle DNA kopyasinin
sentezi islemi yani komplementer DNA (complementary DNA, cDNA) sentezidir. cDNA
sentezinde asagida protokolii verilmis olan Applied Biosystems, High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Katalog No: 4368813) kullanilmustir:

1) Kitreaktiflerinin buz iizerinde erimesi saglanir.

2)  Cizelge 3.1.de miktarlar1 verilen reaktifler karistirlir.
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Cizelge 3.1. cDNA sentezi i¢in gerekli reaktif miktarlar

10xRT tamponu 2l
dNTP karisim 0,8 ul
Randomize primerler 2 ul
Transkriptaz 1 ul
Niikleazdan

4,2 ul
armdirilmis dH,0
Toplam Hacim 10 ul

3) Hazirlanan karisim buz {izerinde tutulur ve nazikge karistirilir.
4)  Karisim her tiipte 10 pl olacak bigimde dagitilir.
5) 10 pl RNA ornekleri karisima eklenir, pipetaj ve sonrasinda spin yapilir.
(Baslangic RNA miktarmimn 1 pg olmasi gerekmektedir. Ornek konsantrasyonuna
uygun RNA eklendikten sonra 10 pl’ye dH20 ile tamamlanir.)
6) Ornekler termal déngii cihazina (MJ Research, Tetrad 2) yerlestirilir. Tablo
3.2.°de belirtilen program uygulanir.

Cizelge 3.2. cDNA sentezi i¢in termal dongii kosullar

Sicaklik (°C) Siire
25 10 dk
37 120 dk
85 5sn
10 00

7)  Elde edilen cDNA, -20°C’de saklanir.
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3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction, PCR)

PCR, yiiksek sicaklikta yapist bozulmayan bir DNA polimeraz kullanilarak, bir termal
dongii cihazi yardimiyla DNA’nin in vitro olarak g¢ogaltilmasi islemidir. Bu yontem

gilinlimiizde molekiiler biyoloji ve genetik laboratuvarlarinda siklikla kullanilmaktadir.

3.2.5.1. Primer Ciftlerinin Tasarlanmasi

Yiirtitiilen proje, dokuz iilkede es zamanl olarak yiiriitiildiigl i¢in ifade profiline bakilacak
alt1 gene (LMO2, BCL6, FN1,BCL2, CCND2 ve SCYA3) 6zgiin primerlerin tasarlanmasi
ortak bir komisyon tarafindan gerceklestirilmistir. Bu primerler esas olarak qRT-PCR
islemlerinde kullanilacag: i¢in primer tasariminda dikkat edilen en 6nemli husus ileri ve
ters primerlerinin genin farkli ekzonlarinda olacak big¢imde tasarlanmis olmasidir. Bu
sayede, mRNA senteziyle intronlarindan arinmis olan genin amplifikasyonu esnasinda
ortamda DNA kontaminasyonunun olup olmadigi kontrol edilebilmektedir. Cizelge 3.3.’de

qRT-PCR’da kullanilan primerlere ait diziler mevcuttur:
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Cizelge 3.3. qRT-PCR’da kullanilan primerler

Gen Primer Dizisi Uriin Boyu

F: ACCTGCACACCTGGATCCA

BCL2 95 be
R: ACAGCCAGGAGAAATCAAACAGA
F: GCGAATCCACACAGGAGAGAA

BCL6 62 bg
R: TTGTGACGGAAATGCAGGTTAC
F: CCCTACATGCGCAGAATGGT

CCND2 71 be
R: GACCTCTTCTTCGCACTTCTGTTC
F: CTATGGCCGTGGCATTGG

FNI 111 be

R: GTGGGAGTTGGGCTGACT
F: CAAACTGGGCCGGAAGCT

LMO?2 67 be
R: ATGCGCAGAGACCGTCTTG
F: ATGGCTCTCTGCAACCAGTTCT

SCYA3 52 bg
R: GCGGTCGGCGTGTCA
F: GGGAAAAGATGCTTCTGGGAA

PGK1 72 be

R: TTGGAAAGTGAAGCTCGGAAA

3.2.5.2. Primer Optimizasyonu

Primer c¢iftlerinin en etkin ¢alistiklar1 baglanma sicakliklarin1 bulmak i¢in primerler 50°C-

65°C sicaklik araliginda denenmistir. Bu reaksiyonlarda hasta orneklerine ait cDNA’lar

kullanilmigtir. Cizelge 3.4.’de miktarlar belirtilen reaktifler ve Cizelge 3.5.’deki termal

dongii kosullar1 kullanilarak reaksiyonlar gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.4. PCR protokolii

Reaktif Miktar (ul)

10X Taq tamponu

(Fermentas) 2
MgCl, (Fermentas, 25 mM) 1,5
dNTP (Fermentas, 10 mM) 0,5
F Primer (10 pmol/pl) 0,5
R Primer (10 pmol/ul) 0,5
Taq DNA polimeraz (5u/ul) 0,2
dH»0 17,3
cDNA 2,0
Toplam Hacim 25

Cizelge 3.5. PCR optimizasyonu termal dongii kosullari

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
95 5dk 1
95 30 sn
Degisken™ 30 sn 45
72 30 sn
72 5dk 1
10 © 1

(*50°C, 55°C,58°C,60°C,62°C ve 65°C)

34



dNTP Karisimi Hazirlanmasi

dATP (Fermentas R0145), dGTP (Fermentas R0165), dCTP (Fermentas RO155) ve
dTTP(Fermentas R0175) stoklarinin (100mM) her birinden 100 pl alinarak 600 pl dH0 ile
son hacim 1000 pl olacak sekilde tamamlanmis ve 10 mM, 1000 pl ANTP karisimi elde

edilmistir.

3.2.5.3. PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

3.2.5.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

3.2.5.3.1.1.Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

1) 5x TBE (Tris-HCI, Borik asit, EDTA)

54 gr Trisma Base (Amresco, 0826), 27,5 gr Borik asit (Amresco, 0588) ve 20 ml 0,5 M
EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) (Sigma E5134) 1000ml’ye dH,0 ile tamamlanarak

hazirlanmustir.

2) Ethidium Bromide, EtBr (10 mg/ml)

EtBr (Scharlau ET0109), son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde sulandirilarak

hazirlanmustir.

3) DNA Ladder (Fermentas Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus, SM0321)

100 pl DNA ladder, 166 pl 6x Loading Dye (yiikleme boyasi) (Fermentas 0611) ve 734 ul

dH,0 ilavesi sonrasinda vortekslenmis ve kullanima hazir hale getirilmistir. Agaroz jel
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elektroforezinde bilinmeyen {iriinlerin boyutunun tahmini i¢in referans olarak

kullanilmustir.

4) %2’lik Agaroz Jel

3.2.5.3.1.2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Jel hazirligi i¢in dncelikle 2 gr/100 ml (olacak sekilde hassas terazide (Shimadzu BX320H)
agaroz (Peqlab, peqGOLD Universal Agarose) tartilir. Ana stokta 5X olarak hazirlanmus,
dH,0 ilavesiyle 1X olacak bicimde seyreltilmis olan TBE, 2 gr agaroza son hacim 100 ml
olacak bi¢imde ilave edilir. Hazirlanan bu karisimin mikrodalga firinda (Vestel, Tiirkiye)
¢cOziinmesi saglanir. Cozelti hazirlandiktan sonra bir siire sogumasi beklenir, ardindan
ceker ocak altinda igine 5 ul EtBr eklenir. Tyice karistirilmasiin ardindan ¢ozelti, donmasi

icin jel tablasina dokiilerek 25-30 dk bekletilir.

3.2.5.3.1.3.Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Gortintiilenmesi

Kullanima hazir hale gelmis olan %2’lik jel, i¢inde 1x TBE bulunan agaroz jel elektroforez
tankina yerlestirilir. PCR {irtinleri, 5 pl PCR iiriinii, 5 plyilikleme boyas: ile karistirilarak
mikropipet (FINNPIPETTE, 3-30 pl) yardimiyla jele yiiklenir ve jel 120 voltta ~30 dk
ylritilir. Ardindan jel goriintiileme sisteminde (Syngene Gene Genius Bio Imaging

System) kullanilarak UV altinda goriintiilenir.

3.2.5.4. Kantitatif Es Zamanh PCR (Quantitative Real Time PCR, qRT-PCR)

Genlere 6zgii tasarlanmis primerlerin optimum baglanma sicakliklarinin tespitinin ardindan
sira niikleik asit miktar1 belirlenmesi asamasina gelmistir. ifade oranlarindaki degisimin
kopya sayisi diizeyinde hesaplanabilmesi i¢in mutlak Sl¢lim yapilmali bunun icin de

baslangigtaki DNA miktarinin bilinmesi gerekmektedir. Baglangic DNA miktarinin
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belirlenmesi, standart egri olusturulabilmesi i¢in ifade profillerine bakilacak olan bu

genlerin her biri, belirlenen uygun bir vektore klonlanmislardir.

3.2.5.4.1. Hedef Genlerin Klonlanmasi

Bir genin vektore yerlestirilmesi ve bu vektoriin bakteri hiicrelerine transformasyonu
sonucunda hiicrelerin boliinmesi sirasinda vektoriin de igerdigi genin bircok kopyasini
olusturmasi iglemine “gen klonlamas1” ad1 verilmektedir. Hedef genlerin klonlanmalariyla
ilgili ¢alismalar proje ortaklarindan Paris’de INSERM, Saint-Louis Hastanesi, Hemotoloji
Enstitiisii’nde, Dr. Rose Ann Padua’nin laboratuvarinda gergeklestirilmistir. ilk asamada,
klonlama caligmalar1 i¢in 6zgiin olarak tasarlanmis primerlerin optimizasyon ¢alismalari
gerceklestirilmis ve her primer ¢ifti icin optimum baglanma sicakligi tespit edilmistir.

Cizelge 3.6.’da bu primerlere ait dizi bilgisi ve iiriin boylart mevcuttur:
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Cizelge 3.6. Klonlama i¢in kullanilan primerlere ait diziler ve {iriin boylar

Gen Primer Dizisi Uriin Boyu

F: CGGTGGGGTCATGTGTGTGGA
BCL?2 280 bg
R: GGGGCAGGCATGTTGACTTCACT

F: GCCCTACAAATGCGAAACCTGC
BCL6 362 be
R: TGAGAAGGGGCTGGAGACGAAA

F: CCTTCCGCAGTGCTCCTACTTCAA
CCND?2 271 bg
R: GGTGTAAATGCACAGCTTCTCCGC

F: GCTTCGGTCAGGGTCGGGG
FNI 285 be
R: TGGAAATGTGAGATGGCTGTGGTG

F: CCCCCCATCCCTGCTGACA
LMO?2 273 be
R: TGACAATGCGGGTGAAAGACAAAGT

F: GCCCACATTCCGTCACCTGCT
SCYA3 309 be
R: CCTCAGGCACTCAGCTCCAGGT

Primerlerin optimize edilmesinin ardindan elde edilen taze PCR f{iriinleriyle klonlama
reaksiyonlarna gecilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda klonlamanin yapilacagi hiicre tipi
olarak One Shot TOP10 Chemically E. coli (Katalog No: 44-0301) hiicreleri kullanilmistir.

Hedef genlerin klonlanmasi, asagidaki protokole gore gerceklestirilmistir:

1) Klonlama reaksiyonu karigimi : Taze PCR {iriinii > 4l

Tuz soliisyonu -2 1ul

TOPO vektor -2 1ul
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2)

3)

4)

S)

6)

7

8)

Elde edilen klonlama reaksiyonu karisimi nazikge karistirilir ve 30 dk oda 1sisinda
bekletilir.

Reaksiyon karisimindan kompetan (gegirgenlestirilmis) E.coli hiicrelerine 2 pl
eklenir ve nazikge karistirlir.

Hiicreler sarsmadan 42°C’de 30 sn ani 1s1 sokuna maruz birakilir.

Tiipler 1s1 sokunun ardindan hemen buz {izerine alinir.

Bu karisimin iizerine 250 pl S.O.C (super optimal broth with catabolite
repression) medium (besince zengin bakteri bilyiime besiyeri) eklenir.

Tiipin kapagi sikica kapatilir ve yatay olarak 37°C’de, 200 rpm’de 1 saat
calkalanir.

Bu inkiibasyonun ardindan karisim X-gal eklenmis secici besiyerine (LB (Luria-
Bertani) ampisilin, Invitrogen Immedia AmpAgar, Katalog No: Q601-20) 20 pl ve

100 pl olmak tizere iki farkli konsantrasyonda yayilarak transforme edilir.

3.2.5.4.2. Beyaz Kolonilerin Segimi, Transforme Edilmis Hedef DNA 'nin Kontrolii

Elde edilen beyaz kolonilerden 10-12 tanesi baska bir petriye biiyiitiilmek {izere alinmigtir.

Istenilen DNA pargasinin (hedef genlere ait DNA dizileri) vektdre eklenip eklenmediginin

kontrolii i¢in, bu kolonilerin her biri i¢in asagida verilen kosullarda PCR reaksiyonlari

gergeklestirilmistir:

Cizelge 3.7. Koloni kontrol PCR’1 reaksiyon kosullar1

Ready Mix* S5ul
dH;O 4 ul
Primer F 0.5 pul
Primer R 0.5 ul
Toplam 10 pl

*Ready Mix (Sigma RedTaq Reaction Mix, Katalog No: R2523)

39



Olusan PCR fiiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve istenilen hedef iiriin boyutunda
iriin olusumuna bakilmis (Sekil 4.16. ve Sekil 4.17.), dogru yerde bant verdigi diisiiniilen
koloniler 5 ml LB besiyeri ve 5 upl ampisilin varliginda, gece boyu 200 rpm’de
calkalanarak biiyiitiilmiis ve bu kiiltiirlerden asagidaki protokol dogrultusunda plazmit
DNA (pDNA) izolasyonu gergeklestirilmistir.

Plasmid DNA Izolasyonu Protokolii (QIAprep Spin Miniprep Kit, Katalog No: 27106)

Hazirlanan ve gece boyu inkiibasyonu gergeklestirilen kiiltiir, santrifiij edilir, siipernatant

atilir ve hiicre pelleti olugmasi saglanir.

1) Pellet haline gelmis bakteriyel hiicreler 250 pl Pltamponu ile siispanse edilir

ve mikrosantrifiij tlipline alinir.

2) 250 pl P2 tamponu eklenir ve tlip 4-5 defa ters yiiz edilerek karistirilir.

3) 350 pl N3 tamponu eklenir ve hizli ve seri bir bigimde 4-5 defa ters yiiz
edilerek karistirilir.

4) 10 dk, 13.000 rpm’de santrifiij edilir.

5) 4. basamakta olusan siipernatant QIAprep spin kolona aktarilir.

6) 30-60 sn santrifiij edilir ve slipernatant atilir.

7) QIAprep spin kolona 750 ul PE tamponu eklenerek yikanir ve 30-60 sn
santrifiij edilir.

8) Stipernatant atilir ve 1 dk’lik ek bir santrifiij daha yapilir.

9) QIAprep kolon 1.5 ml’lik temiz bir mikrosantrifiij tlipline yerlestirilir.

10) DNA’y1 kolondan ayirmak i¢in, kolon i¢indeki membranin tam ortasina 50 pl

EB tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) veya dH,O eklenir ve 1 dk maksimum

hizda santrifiij edilir.

[zolasyon sonrasinda elde edilen DNA’lar spektrofotometre araciligiyla 6l¢iilmiis, Padua
Lab’mn ortak olarak calistig1 dizileme merkezinin istedigi oranlarda hazirlanarak (600ng/pl,
toplam hacim 15 pl) gonderilmis ve gelen dizi analizi sonuglari, BCL6 ve CCND2

genlerinin bagariyla klonlandigin1 géstermistir.
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Bu dogrulamanin ardindan, hedef DNA pargasini tasiyan kolonilerden plazmid DNA
izolasyonu gergeklestirilmis ve qRT-PCR deneylerinde bu plazmidleri kullanip diliisyon
yaparak standart egri (standard curve) olusturabilmeleri i¢in bu proje kapsaminda ortak

olarak calisan 8 iilkeye gonderilmistir.

BCL6 ve CCND2 genlerinin klonlandig1 plazmit DNA’lar1 (pDNA) kullanilarak 10°, 107",
102, 10 ve 10™* oranlarinda seri diliisyonlar hazirlanmis, bu pDNA’lar kullanilarak qRT-
PCR kurulmus ve elde edilen amplifikasyon degerleriyle bir standart egri olusturulmustur.
Olusturulan bu standart egrinin egimi, aplifikasyonun verimini vermekte ve bu deger

kullanilarak hedef genlerin ifade oranlarindaki degisimler hesaplanabilmektedir.

3.2.5.4.3. qRT-PCR Kurulumu

DLBCL hasta 6rnekleri cDNA’lan ile asagidaki protokole uygun olarak, Power SYBR®
Green PCR Master Mix Kit (Applied Biosystems, Katalog No: 4367659) protokolii
kullanilarak qRT-PCR deneyleri yapilmistir:

1)  Deneyde kullanilacak reaktiflerin buz lizerinde ¢oziinmesi beklenir.

2)  Cizelge 3.8. dogrultusunda reaksiyon karisimi hazirlanir.

Cizelge 3.8. QRT-PCR reaksiyon kosullari

POWER SYBR Green Master Mix Sul
Primer F 0,5 pl
Primer R 0,5 pl
dH,0 2 ul
Toplam 8 ul
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3)

4)

S)

6)
7

Hazirlanan reaksiyon karigim (6rnek sayisi x birim reaksiyon karisimi) gqRT-PCR
plakasindaki (LightCycler®480 Multiwell Plate 384, white, Katalog No:
04729749001) her bir kuyucukta 8 ul olacak bigimde dagitilir.

Kuyulardaki reaksiyon karisimlarinin her birine 2 pl 6rnek ¢cDNA’s1 eklenir ve
boylelikle son hacim 10 ul’ye tamamlanir.

Reaksiyon kurulumunun ardindan plaka, seffaf, yapiskan bir Ortiicii
(LightCycler®480 Sealing Foil, Katalog No: 04729757001) yardimiyla plakanin
tizeri kapatilir.

Plaka, LightCycler®480 Real-Time PCR System cihazina yerlestirilir.

Cihaz Cizelge 3.9.°da belirtilen termal dongii kosullarina uygun bi¢imde

ayarlanmistir:

Cizelge 3.9. qRT-PCR termal dongii kosullari

Sicakhik ("C) Siire Dongii Sayisi

Denatiirasyon 95 10 dk 1

95 15 sn
Amplifikasyon Degisken* 30 sn 45

72 30 sn
Erime Egrisi 95 10 sn 1

65 1 dk

95 00
Soguma 40 1 dk 1

* Amplifikasyon basamagindaki degisken sicaklik her primer ¢iftine gore farklilik
gostermektedir.

8)

Deney protokoliiniin sonlanmasinin ardindan sonuglar cihazin yaziliminda

bulunan programlar dogrultusunda analiz edilir.
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Cizelge 3.3.’de dizi bilgileri verilmis olan bu primerlerin, yapilan optimizasyon c¢aligmalari

sonucunda belirlenen optimum baglanma sicakliklar1 Cizelge 3.10.’da mevcuttur:

Cizelge 3.10. qRT-PCR’da kullanilan primerlerin optimum baglanma sicakliklar

Gen Optimum Sicaklik (°C)
BCL6 58
CCND2 58
FNI 55
LMO?2 55
SCYA3 55
PGK] 55
BCL2 62
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. RNA izolasyonu Sonuclari

Calismada kullanilmis olan hastalara ait tiim tiimor doku 6rnekleri, parafine gomiilii ve
Sum’lik kesitler bigiminde, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji ABD’dan temin
edilmistir. Tiim Orneklerden parafine gomiilii dokudan RNA izolasyonu protokolii
kullanilarak izolasyon gercgeklestirilmistir. Bu RNA’larin A260/A280 degerlerine sonraki
asamalarda yapilacak nicel dlglimler sebebiyle 6zellikle dikkat edilmis, izole edilen RNA
orneklerinde herhangi bir safsizigin olmamasina 6zen gosterilmistir. Izolasyon sonucu
elde edilen RNA orneklerinin safliginin ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in yapilmis

olan Nanodrop Olctimleri Cizelge 4.1.’de mevcuttur:

Cizelge 4.1. Orneklere ait RNA izolasyonu Nanodrop sonuglari

Hasta No ng/ul A260/A280
1 1953.76 1.98
2 1453.13 2.07
3 1532.27 2.09
4 1029.54 2.08
5 395.43 2.12
6 1590.10 2.05
7 509.36 2.15
8 175.12 1.94
9 699.02 2.01
10 225.70 1.94
11 122.31 2.02
12 3307.04 1.97
NLN* 371.31 2.07

*Normal lenf nodu 6rneklerinden havuz olusturularak elde edilmis RNA 6rnegi
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4.2. cDNA Sentezi Icin Gerekli RNA Miktarlar1

Caligmanin nihai hedefi 6rneklerdeki hedef gen ifade degisikliklerinin tespiti oldugu igin,
baslangigtaki transkript sayisinin esit olmasi biiylik onem arz etmektedir. Bu sebeple
birbirinden farklt RNA konsantrasyonuna sahip 6rneklerin her biri, baglangic RNA miktari
1 ug olacak bicimde ayarlanmistir ve sonrasinda cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Her bir
ornekten izolasyon sonucu elde edilen RNA ana stogundan cDNA sentezi i¢in ne kadar

alinmasi gerektigi Cizelge 4.2.’de mevcuttur.

Cizelge 4.2. 1 ug RNA i¢in stoktan alinmasi gereken RNA miktarlari

Hasta No Stok RNA konsantrasyonu (ng/pl)  Alinmasi gereken RNA miktar (ul)

1 1953.76 0.51
2 1453.13 0.69
3 1532.27 0.65
4 1029.54 0.97
5 395.43 2.53
6 1590.10 0.63
7 509.36 1.96
8 175.12 5.71
9 699.02 1.43
10 225.70 4.43
11 122.31 8.18
12 3307.04 0.30
NLN*

*Normal lenf nodu 6rneklerinden havuz olusturularak elde edilmis RNA 6rnegi
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4.3. qRT-PCR Analiz Sonuc¢lar

Her bir hedef gen i¢in (LMO2, BCL6, FNI, CCND2, SCYA3 ve BCL2) tasarlanmis
primerlerin optimumbaglanma sicakliklarinin saptanmasi amaciyla yapilan optimizasyon
PCR’larinin ardindan elde edilen ©6rnek cDNA’lar1 ile qRT-PCR reaksiyonlar
gerceklestirilmistir.

4.3.1. Amplifikasyon Egrileri ve Ortalama Cp Degerleri

Gergeklestirilmis olan her qRT-PCR deneyinin sonunda, hedef gene 6zgli primerlerin
ornek cDNA’s1 iizerindeuygun bolgelere baglanmasi ve bu transkriptin logaritmik olarak
artisgin1 gosteren amplifikasyon egrisi grafikleri olusmaktadir. Olusan {iriin miktarinin
artmastyla beraber SYBR Green I daha c¢ok baglanmakta ve bdylelikle floresan 1sima
artmaktadir. Bu floresan i1simmalarin esik degerini gectigi dongii sayisina Ct (Cycle
Threshold) veya Cp (Crossing point) denilmektedir. Sekil 4.1.’de PGKI’e, Sekil 4.2.’de
LMOZ2’ya, Sekil 4.3.’de BCL6’ya, Sekil 4.4.°de FNI’e, Sekil 4.5.°de CCND2’ye, Sekil
4.6.’da SCYA3’eve Sekil 4.7de de BCL2’ye ait amplifikasyon egrisi grafikleri

goriilmektedir:

16.013
14513
13.0134
11.5134
10,013

8.513

70134
3.5913
4.013

Floresan (483-333)

2513
1.013

5 10 15 20 25 0 5 40 45
Déngii Sayist

Sekil 4.1. PGK1 amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 55°C)
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Floresan (483-533)

)
[xa]
[aa]
H’I1

(=]

Floresan (483

15 460
13860
12 460
10960
9,460
7 860
5460
4 960
3460
1.960
0,460

5 10 15 20 5 30 a5 40 45
Déngii Sayist

Sekil 4.2. LMO?2 geninin amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 55°C)

21 586
19,556
17 .G56
15,586
13.686
11586
9.586
T 586
5.586
3,586
1.886
-0.114

g 10 15 20 25 a0 a5 40 45
Déngit Savist

Sekil 4.3. BCL6 amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 58°C)
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16080+
14 560
13.080
& 115604

53

10,0604
& .560
7 060
5560

Floresan (483-

4.0B0-
2.5604
1 0604
-0.440

5 10 15 20 25 a0 35 40 45
Déngi Savist

Sekil 4.4. FNI amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 55°C)

5 10 15 20 25 30 a5 40 45
Déngii Sayisi

Sekil 4.5. CCND2 amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 58°C)
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162404
14 740
13240
11 740
10,240
a.740
7240
5740
4240

Floresan (483-333)

2740
1.240

0260

E 10 15 20 25 a0 a5 40 45
Déngii Sayist

Sekil 4.6. SCYA3 amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 55°C)

199214
18421
16.921
15421
13.921
12,421
10,921
9421
7921
6421
4921
3421
1921
0421

Floresan (483-333)

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Dingii Savist

Sekil 4.7. BCL2 amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 55°C)

Her bir hedef gen i¢in, 12 6rnekve kontrol doku 6rnegi olarak 6 farklinormal lenf nodu
ornek RNA’s1 karstirilarak havuz elde edilmis normal lenf nodu (NLN) ornegi, olasi

teknik hatalar1 bertaraf etmek i¢in t¢lii (her ornek icin 3 ayr1 reaksiyon) olarak

calisilmigtir.
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gRT-PCR reaksiyonlar1 sonuglarinin analiz edilmesiyle her 6rnek icin ii¢ adet Cp degeri
olusmustur. Gen ifade degisikligi oranlarunin hesaplandig1 analizlerde, bu {i¢ Cp degerinin
ortalamas1 kullanilmistir. Cizelge 4.3.°de her bir hedef gen ve her bir 6rnek igin

hasaplanmis ortalama Cp degerleri mevcuttur:

Cizelge 4.3. Orneklerin ortalama Cp degerleri

Hasta No Ortalama Cp Degerleri

PGK1 LMO2 BCL6 FN1 CCND2 SCYA3 BCL2

1 27.69 30.82 30.90 27.92 31.58 29.19

2 23.65 27.26 26.73 27.40 29.09 26.41 30.02
3 25.87 25.73 29.74 28.60 32.80 28.57 33.92
4 23.60 24.94 23.78 27.77 28.24 30.91 26.23
5 24.12 24.05 23.61 25.04 28.85 26.24 21.42
6 28.81 28.55 33.90 28.01 32.22 29.45 30.46
7 28.13 31.18 30.16 30.44 30.48 29.71 32.64
8 36.64 31.83 27.37 27.21 31.03 29.11 32.27
9 32.44 33.10 33.16 29.31 33.36 34.08

10 32.29 24.39 33.37 20.79 24.42 25.24 28.86
11 28.47 28.21 31.90 27.37 33.46 26.80 29.87
12 30.52 30.62 28.18 30.61 32.69 29.51 29.29

NLN* 25.12 26.82 25.49 25.17 26.74 25.92 27.66

*Normal lenf nodu 6rneklerinden havuz olusturularak elde edilmis RNA 6rnegi
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4.3.2. Erime Egrisi (Melting Curve) Analizi ve Sonuclari

qRT-PCR reaksiyonlarinda kullanilan SYBR Green I, DNA ¢ift sarmalina baglandig: i¢in
erime egrisi analizi qRT-PCR’1n 6zgiinliigili i¢in biiyiikk 6nem tasimaktadir. Tipik bir erime
egrisi grafiginde, her 6rnek i¢in sadece bir tane peak goriilmesi beklenmektedir. Ekstra
peakler 6zgilin olmayan PCR iiriinlerininamveya primer dimerin habercisidir. Her qRT-
PCR reaksiyonunun ardindan, reaksiyonun 0Ozgiinliiglinii degerlendirebilmek agisindan
erime egrisi analizi yapilmistir. Sekil 4.8.’de, tipik, olmasi beklenilen bir erime egrisi
grafigi, Sekil 4.9.de PGKI’e, Sekil 4.10.’da LMOZ2’ya, Sekil 4.11.’de BCL6’ya, Sekil
4.12.°de FNI’e, Sekil 4.13.de CCND2’ye, Sekil 4.14.de SCYA3’e ve Sekil 4.15°de de
BCL2’ye ait erime egrisi grafikleri goriilmektedir:

1636
1.486]
1.3%6]
11861
1.036]
0,696 ]
0.736]
0.586 ]
0.436 ]
0.286-
0136] geo®

004

~(d/dT) Floresan (483-533)

BE 6 70 72 74 75 78 &0 82 84 @5 88 90 @2 94
Stcaklik (°C)

Sekil 4.8. Tipik bir erime egrisi grafigi
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0,044

& 70 72 74 75 7B 80 &2 84 85 88 40
Sicaklik (°C)

Sekil 4.9. PGK1 erime egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 55°C)

T
92

o4

4 501
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3701
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24801 |
2351
1901
1451
1.001]

~(d/dT) Floresan (483-533)

05514

oam] =

& & 70 7 74 76 78 @0 &2 &4 &5 88 40
Stcakidk (°C)

Sekil 4.10. LMO?2 erime egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 55°C)
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-(d/dT) Floresan (483-533)

-(d/dT) Floresan (483-533)

163
1.488]
1336
1186
1,036
0 696
0.735]
0,586
0,436
0,266

01357 gt

0014

g6 e 70 72 74 78 78 @) &2 84 88 @8 90 a2

Stcaldk (°C)

Sekil 4.11. BCL6 erime egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 58°C)

1.296
1.196
1.096
0,996
0.596
0.796
0,625
0.5964
0,496
0.396
0.296

0196 — —_—
T e s

-0.004

66 70 72 74 75 78 80 82 &4 56 85 an az
Sicaklik (°C)

Sekil 4.12. FNI erime egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 55°C)
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1.7884
1.648
1.4387
1.3489
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1.0457
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0.743
.58
0.443
0.235
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0.001
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Sekil 4.13. CCND?2 erime egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 58°C)
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0.402
0102
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Sekil 4.14. SCYA3 erime egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 55°C)
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Sekil 4.15. BCL2 geninin erime egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 55°C)

4.3.3. Gen Ifade Degisikligi Oranlarinn Hesaplanmasi ve Sonuclar1

T
94

Gen ifade degisikligi oranlarinin hesaplanmasinda 2724 formiilii kullanilmistir. Bu formiil

amplifikasyon etkinligi degeri olan E degerini 2 alarak reaksiyon etkinliginin %100

oldugunu kabul eder. Formiiliin agik hali asagidaki gibidir:

2-AACt= 2-[(ACtHedef Gen (Kontrol-Ornek)]-[ACtHousekeeping (Kontrol-Ornek)]

Bu formiil dogrultusunda hesaplanan gen ifadesi degisim oranlari, daha sonra log2

tabanina ¢evrilmistir. Bunun yapilmasinin sebebi, bu degisimlerinin ifade edilis bigimlerini

kolaylastirmaktir. Her bir hedef gen i¢in 6rneklere ait gen ifade degisikligi oranlarinin log2

tabanindaki karsiliklar1 Cizelge 4.4.”de mevcuttur.
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Cizelge 4.4. Orneklerin gen ifade degisikligi oranlar1 ve bu oranlarin log2 tabanindaki

karsiliklar1

HastaNo LMO2 BCL6 FN1 CCND2 SCYA3 BCL2

1 -2.26 -1.51 -0.18 -2.84 -0.69

2 -3.81 -1.57 -3.70 -2.71 -1.95 -3.82
3 -5.31 1.84 -2.69 -3.50 -1.90 -5.51
4 -3.01 0.37 -4.12 0.19 -6.50 -0.09
5 -3.10 1.78 -0.87 0.88 -1.31 5.24
6 -1.78 1.96 0.86 -4.72 0.17 0.89
7 -0.73 -1.35 -2.27 -1.66 -0.78 -1.97
8 7.23 6.51 9.47 9.63 8.33 6.91
9 0.70 1.04 3.18 -0.36 -0.83

10 9.50 9.61 11.56 -0.71 7.86 5.98
11 -3.37 1.96 1.15 -3.06 2.47 1.14
12 -0.55 1.60 -0.04 2.71 1.81 3.78

Gen ifade degisikligioranlarinin log2 tabanina gore karsilig1 olan degerlerin negatif olmasi,
ilgili Ornekte hedef gen ifadesinin azaldiini; degerin pozitif olmasi ise, hedef gen

ifadesinin artmis oldugunu gostermektedir.
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4.4. Klonlanan Hedef Genler ve Analizlerde Kullanilmamalarimin Sebepleri

Uluslararas1 bir proje kapsaminda yiiriitilen bu tez calismasinda, analiz sonuglarinin
laboratuvarlar arasinda daha nicel olarak aktarilabilmesini saglamak icin ifade
profillemesinin bagil degil mutlak 6l¢iim ile yapilmasi gerektigine karar verilmis ve bu
amagla hedef gen amplifikasyon iirlinlerinin plazmidlere klonlanmasi bu c¢aligmanin
asamalarindan biri olarak belirlenmisti. Yine bu kapsamda iki genin (BCL6 ve CCND2)
klonlama ¢alismalar1 bu tezin dahilinde Paris’de INSERM, Saint-Louis Hastanesi,
Hemotoloji Enstitiisii’'nde, Dr. Rose Ann Padua’nin laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
Sekil 4.16.’da CCND2 klonlarina ve Sekil 4.17.de ise BCL6 klonlarina ait gel goriintiileri

mevcuttur:

300 be

200 be

100 bg

Sekil 4.16. CCND2 klonlarina ait gel goriintiisii (Beklenen iiriin boyu 271 bg; L, 100 bg
DNA ladder; 1, 2, 3, 4, 5, 6 numaral1 kuyular, koloni 6rnekleri)
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400 b
300 b

200 bg

100 be

Sekil 4.17. BCL6 klonlarina ait gel goriintiisii (Beklenen {iriin boyu 362 bg; L, 100 bg
DNA ladder; 1, 2, 3, 4 numarali kuyular, koloni 6rnekleri)

Ancak ¢aligma kapsamindaki diger genlerin klonlanmalar1 heniiz tamamlanamadig1 i¢in bu
tez calismasinda  analizler bagil Ol¢lim  degerlendirmeleri  temel alinarak

gergeklestirilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Hemen tiim kanser tiplerinde oldugu gibi heterojen bir yapiya sahip olan DLBCL
hastaliginda da teshis ve tedavide yoOnlendirici molekiiler belirte¢lere biiylik ihtiyag
duyulmaktadir. Bu hastalik ile ilgili olarak yiiriitilmesi yiiksek islem hacimli gen ifade
profillemesi ¢alismalari (Alizadeh et al. 2000, Rosenwald et al. 2002, Shipp et al. 2002) ve
bu c¢alismalarin {izerinden gerceklestirilmis olan metaanalizler (Lossoser al. 2004)
DLBCL’in tedavisinin yonlendirilmesinde etkin olabilecek, IPI’dan ve Ann Arbor timdr
evrelendirme sistemin gibi kriterlerden bagimsiz olarak kullanilabilecek yeni molekiiler
belirteglerin tanimlanmasini saglamistir. Bu molekiiler belirteglerin biitiin laboratuvarlarca
standardize olarak kullanilabilecek bir teknikle, baska kriterlere bagimli kalmaksizin
mortalite tahmin skorunu belirleyebilmesi, DLBCL tedavisinde dogru hastaya dogru ilacin

verilmesi yolunda 6nemli bir adimdir.

Bilimin 6nde gelen merkezlerinin ¢ogunlukla Avrupa ve Amerika’da bulunmasi 6zellikle
Bati populasyonlarindan gelen bilginin daha yogun olmasina neden olmaktadir.
Genom/transkriptom boyu analizlerden elde edilen verilerin diinya popiilasyonlarina global
olarak uygulanabilirliginin dogrulanmasi iste bu nedenle 6nemli ve gereklidir (Patel et al.

2010, Magi-Galluzzi et al. 2010, Rose et al. 2010).

Sunulan bu tez ¢aligmasinda Lossos et al.’in (2004), Alizadeh et al. (2000), Shipp et al.
(2002) ve Rosenwald et al.’in (2002) arastirma sonuglari iizerine yaptiklar1 meta analiz
DLBCL hastalariin sagkalim siirelerini 6ngodrebilecek bir molekiiler imzayi ortaya
cikarmistir. Bu molekiiler imzanin diinyadaki diger populasyonlar icin gecerli olup
olmadiginin gdsterilmesini amaglayan uluslararasi bir projenin kapsaminda incelenen 12
Tirk DLBCL hastasinin verileri bu yontemin Tiirk populasyonu i¢in uygun olmadigin

gostermektedir.

Tirk DLBCL hasta 6rneklerinde yapilan analizler sonucunda her bir hasta i¢in hedef
genlerin ifade degisiklikleri ve hedef genlere gore her bir hastanin gen ifade degisiklikleri

strastyla Sekil 5.1. ve Sekil 5.2.’de grafik bigiminde gdsterilmektedir:
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Tirk DLBCL hastalar1 orneklerinden 1, 2 ve 7 numarali hastalarin gen ifade
degisikliklerine bakildiginda (Sekil 5.1.) benzer bir egilim gdsterdikleri belirlenmis ve bu
hastalarda tiim hedef gen ifadelerinde azalma oldugu tespit edilmistir. Bu {i¢ hastanin ifade
profillerinin aksine, 8 numarali hastada ise tiim hedef gen ifadelerinde artis goriilmiistiir.

Ayrica, 6 ve 11 numarali hastalarin ise ifade profillerinin benzer oldugu belirlenmistir.

Bu hastalar icin hesaplanan mortalite skorlarina gore, hastalarin %50°si, kisa sagkalim
grubuna, yaklasik %50 kadar1 da uzun sagkalim grubuna dahil edilebilmektedir (Cizelge
5.1.). Hastalarin tedavi sonrasi sagkalim durumlarina bakildiginda ise oniki hastadan
yedisinin (1, 3, 4, 5, 6, 7, 11 numarali hastalar) hayatta kalimi dogru bi¢imde tahmin
edilmisken besi (2, 8, 9, 10, 12) i¢in bu tahminin dogru olmadig: goriilmiis, bu da tahmin
basarisinin yaklagik %60 civarinda oldugunu gostermistir. Bu sonuctan yola ¢ikilarak,
mortalite skoru hesaplayarak sag kalim tahmini yapan bu yontemin Tiirk DLBCL hastalari

icin uygun bir yontem olmadigi sonucuna varilmaktadir.

Cizelge 5.1.’deki 3, 4, 6, 7, 8, 10, 12 numarali hastalarin tanisindan bu zamana Lossos et
al.’1n (2004) calismasinda esik deger olarak belirtilen 5 yillik siire gegmemis oldugu igin
yapilmis olan bu tahminlerin hangi O6lclide tutarlilik gosterecegini ancak zaman
gosterecektir. Bu itibarla yalnizca 1, 5 ve 11 numarali hastalarin sag kalim tahminleri
dogru bi¢imde gerceklestirilmistir ve bu tahmin IPI skorlariyla da korelasyon

gostermektedir.
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Cizelge 5.2. Hastalarin sagkalim bilgileri ve sagkalim tahmin sonuglari

Hasta No Tam Tarihi Oliim Tarihi IPI skoru Sagkalhm Tahmini Sagkahm

1 28-09-2007 20-10-2007 3 Kisa Olii
2 28-08-2008 21-12-2009 3 Uzun Olii
5 26-06-2008 08-08-2008 3 Kisa Olii
9 13-04-2007 2007 3 Uzun Olii
11 13-09-2009 2009 3 Kisa Olii
3 18-01-2008 3 Uzun Sag
4 15-10-2009 3 Uzun Sag
6 18-12-2009 2 Uzun Sag
7 14-01-2009 0 Uzun Sag
8 06-01-2010 1 Kisa Sag
10 15-01-2009 2 Kisa Sag
12 19-01-2010 3 Kisa Sag

Cizelgedeki sar1 renk sagkalim tahmininin %100 dogru yapilmis oldugu hastalari, yesil
renk ise heniiz net sagkalim tahmini yapilamayacak hastalar1 géstermektedir. IPI, sagkalim
tahmininde siklikla kullanilan prognostik bir modeldir. IPI degerlerinde 0-1:diisiik 6liim
riskini, 2: diisiik-orta 6liim riskini, 3: orta-yiiksek 6liim riskini, 4<: yiiksek 6liim riskini
ifade etmektedir.

Yapilmasi Planlananlar ve Temel Cikarimlar

Bu calisma, IAEA tarafindan desteklenen bir proje kapsaminda halen siirmektedir ve
analizler mutlak Ol¢lim yapilacak sekilde tekrarlanmaktadir. Uluslararasi kapsamli bu
calisgmada teknik yetersizlikler sebebi ile gen ifade profillemesi ¢alismalarini
yapamayacagini belirten isbirlik¢i iilkelerden Kore’ye ait Ornekler halihazirda analize
alimmak iizere beklemektedir. 2011 sonunda bitecek olan projenin son asamasinda elde
etmis oldugumuz bulgular, Fransa, Brezilya, Macaristan, Hindistan, Filipinler, Kore,

Tayland ve Sili’den gelen veriler entegre edilerek degerlendirilecektir.
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Lossos et al.’1in (2004) ¢alismasinda, 5 yil ve iistiindeki sagkalim siiresi uzun, 5 yildan az
olan siireler ise kisa sagkalim siiresi olarak kabul edilmistir. Calismada yer alan bazi
hastalarin, tanisindan bu zamana belirtilen 5 yillik slire gegmemis oldugu i¢in yapilmis

olan tahminlerin hangi 6lgiide tutarlilik gosterecegi bilinememektedir.

Yapilan hesaplamalarda, Tirk DLBCL hastalar1 6rnekleminde, sagkalim tahmininde
mortalite skorunun basar1 oran1 %60 olarak belirlenmistir. Ancak, gerek hasta sayisinin
istenilenden az olusu, gerekse hastalarin ¢ogunun tani aldiklari tarihten bu yana 5 yillik
esik siirenin gegmemis olmasi sebebiyle hesaplanmis olan bu sagkalim tahminleri saglam
bir temele dayandirilamamaktadir. Bu dogrultuda, tan1 zamanindan bu yana gecen siire géz
Oniline alinarak 6rnek saymin ¢ogaltilmasiyla toplumsal diizeyde daha giivenilir sonuglar
elde edilebilecektir. Ayrica bu basart orani, tipki SNP (Single Nucleotide Polymorphism,
Tekli Niikleotid Degisimleri) ¢caligmalar1 gibi gen ifade profili ¢caligmalarinin da toplumsal

Olcekte yapilmasi gerektiginin altin1 6nemle ¢izmektedir.
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