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OZET

DiIFFUZ BUYUK B-HUCRELI LENFOMADA EKSOZOMAL VE
NUKLEER DNA METILASYON PATERNLERININ
KARSILASTIRILMASI

Barig ikbal Cansu
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Gulseren BAGCI

Aralik 2018, 99 sayfa

Diffuz Buyuk B-Hucreli Lenfoma (DBBHL) agresif lenfomalarin en yaygin tipidir
ve Hodgkin-digi lenfomalarin yaklasik %30-40’in1 olusturmaktadir. DBBHL nin
molekiiler patogenezi kompleks ve ¢cok basamakli mekanizmalari igermektedir. Bu
mekanizmalardan bir boliumu aydinlatiimis olsa da, henuiz hastaligin tam olarak
patogenezi bilinmemektedir.

Kanser hiicrelerinden kdoken alan eksozomlarin tiimoér olusumu, progresyonu
ve yayillimina neden olacak 6nemli modiilatorleri icerdikleri iyi bilinmektedir. Bu
cercevede, bu calisma DBBHL’de primer tumorde EZH2-hedef genlerinde
gozlenen epigenetik degisimlerin  sirkiilasyondaki eksozomlarda da
belirlenebilirligini degerlendirmek amaci ile dizayn edildi.

Calismada 21 DBBHL hastasi ve 21 saglikli gonullii bireyin plazma eksozomlari
izole edildi. Eksozomlardan ve primer tiimor dokularindan DNA izolasyonu
yapilarak, metilasyon-spesifik PCR ile hedef genlerdeki metilasyon durumlari
belirlendi. Ayni zamanda izole edilen RNA o6rnekleri kullanilarak, eksozomlarin ve
primer tiimor doku orneklerinin hedef genlere ait transkriptleri icerip icermedikleri
belirlendi. EZH2’de mutasyonun varligi DNA dizi analizi ile incelendi.

Primer tiimorlerle uyumlu olarak DBBHL eksozom o6rneklerinin CDKN1A ve
CDKN1B unmetile DNA’sini ve CDKN2A ve CDKN2B metile DNA’sini igerdikleri
belirlendi. DBBHL FFPE doku orneklerinin tumiinde EZH2 mRNA'sinin varhgi
gozlenmisgken karsiliklari olan eksozom orneklerinde s6z konusu transkriptin
varligina rastlanmadi. FFPE doku orneklerinin 12’sinde (%57) CDKN1A; 9’unda
(%43) CDKN2A mRNA'sinin varligi belirlenirken, ayni orneklerin eksozom
karsiliklarinda CDKN1A ve CDKN2A mRNA’larina rastlanmadi. FFPE doku
orneklerinin tiimiinde CDKN1B; 3’iinde (%14) CDKN2B transkriptinin varhgi
belirlenmigken karsiliklari olan eksozom o&rneklerinin  %38’inin CDKN1B
transkriptini icerdikleri ve higbirinin CDKN2B transkripti icermedigi belirlendi.
Ayrica, primer tiimoérle uyumlu olarak eksozom oOrneklerinin EZH2 Y641
mutasyonunu tagimadigi saptandi.

Bu calisma, DBBHL-kokenli eksozomlarda DNA’nin varligini gosteren ilk
c¢alismadir. Bu calisma DBBHL’de plazma eksozomlarinin primer tiimorle uyumliu
DNA fragmanlarini icerdiklerini gosteren ilk c¢alismadir. DBBHL’de plazma
eksozomlarinin primer tumorden tercihli olarak 6zgin hedef molekillerini
paketlediklerini ve CDKN1B ile CDKN2A ve CDKN2B’nin rol oynadigi yolaklar
tizerinden lenfomageneze katildiklarini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Diffiiz Biyuk B-Hiicreli Lenfoma, eksozom, epigenetik, EZH2,
EZH2-hedef genleri

Bu galigma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2016SABEQO05).



ABSTRACT

COMPARISON OF EXOSOMAL AND NUCLEAR DNA
METHYLATION PATERNS IN DIFFUSE LARGE B-CELL
LYMPHOMA

Baris ikbal Cansu
PhD Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Gllseren BAGCI

December 2018, 99 pages

Diffuse Large B-Cell Lymphoma (DLBCL) is the most common type of
aggressive lymphoma, and accounts for approximately 30-40% of non-Hodgkin's
lymphomas. The molecular pathogenesis of DLBCL is a complex, multistep
process. Although recent advances in our understanding of the process have
been significant, the pathogenesis still remains to be elucidated.

It is well known that exosomes derived from cancer cells are able to transfer
important modulators for tumor formation, progression and spread. In this
respect, this study was designed to evaluate if epigenetic changes in EZH2-
targeted genes in primary tumor are also observed in circulating exosomes.

This study included 21 healthy volunteers and 21 DLBCL patients and then
plasma exosomes were isolated. After DNA isolation from the exosomes and
primary tumor tissue samples, methylation-specific PCR was used to determine
methylation status of the target genes. It was also determined whether exosomes
and primary tumor tissue samples contained transcripts of the target genes using
isolated RNA samples. DNA sequencing was used to determine the presence of
mutation in EZH2.

In concordance with the primary tumors, CDKN1A and CDKN1B unmetile DNAs
and CDKN2A and CDKN2B methylated DNAs were determined in the exosomes
isolated from DLBCL patients. EZH2 transcript was found in all primary tumor
samples of DLBCL patients but no in the exosome counterpart. CDKN1A and
CDKN2A transcrits were determined in 12 (57%) and 9 (43%) of the FFPE tumor
samples, respectively whereas these transcripts were not found in the exosomes.
CDKN1B transcript was determined in all FFPE tumor samples while CDKN2B
transcript was determined in 3(14%) of the tumor samples. In the exosome
counterpart, the presence of CDKN1B transcript was observed in 38% of the
samples while there was no transcript for CDKN2B. In addition to, EZH2 Y641
mutation was not detected in both exosome samples and primary tumor samples
counterparts.

This study is the first to show that exosomes included DNA fragments which is
in concordance with primary tumors. We thought that specific target molecules
were preferentially sorted into exosomes and plasma exosomes may contibute to
lymphomagenesis, at least in part, by pathogenic pathways including CDKN1B,
CDKN2A and CDKNZ2B.

Keywords: Diffuse Large B-Cell Lymphoma, exosome, epigenetic, EZH2, EZH2-

targeted genes

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
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SIMGE ve KISALTMALAR DiZziNi

DBBHL: Diffiz Buyuk B-Hucreli Lenfoma

GCB-DBBHL: Germinal Merkez Diffuz Blyuk B-Hucreli Lenfoma
Non-GCB-DBBHL: Germinal Merkez olmayan Diffliz Buylk B-Hucreli Lenfoma
NHL: Non-Hodgkin Lenfoma

PRC2: Policomb Repressive Complex 2

EZH2: Enhancer of Zest Homolog 2

CDK: Siklin-Baghmlh Kinaz

CDKN: Siklin-Bagimh Kinaz inhibitori

RAGL1: Rekombinasyonu Aktive Eden gen 1

SHM: Somatik Hipermutasyon

CSR: Sinif-Degisim Rekombinasyonu

IGHV: immunoglobulin Agir Zincir Degisken Bélgesi

FL: Foliktler Lenfoma

AID: Sitidin Deaminaz

EBV: Epstein-Barr virisu

KSHV: Kaposi Sarkoma lle iligkili insan Herpes Viriisii

HCV: Hepatit C Virlsu

ASHM: Asiri Somatik Hipermutasyon

EV: Ekstraselller Vezikiil

ESCRT: Endosomal Sorting Complex Required for Transport

ISEV: Uluslararasi Ekstraseluler Vezikuller Dernegi



1. GIRIS

Tumor gelisimi ve progresyonu, kanser htcreleri ve bu hicrelerin yer aldigi
mikrogevre arasindaki karsilikli iliskiye baglidir. Bu iliski sadece uzaysal etkilesimlere
degil, ayni zamanda belli ¢dzinebilir molekiller aracihigi ile kanser hucrelerinin
bulunduklari mikrogevre ile etkilesime girme yetenekleriyle de iliskilidir. Gunimuizde
kanserle ilgili temel arastirmalarda ve timor hicre biyolojisinin altinda yatan genetik
degisimlerin tanimlanmasinda buyuk ilerlemeler kaydedilmesine karsin, kanser turleri
arasinda meydana gelen farkli molekiler degisikliklerin kanserin etyolojisinde ve/veya
progresyonundaki rolleri hakkinda henltz aydinlatilamayan birgok mekanizma

bulunmaktadir.

Epigenetik degisimler de en azindan onkogenlerin aktivasyonuna veya tumor
baskilayici genlerin sessizlesmesine neden olarak kanserin etyolojisinde ve/veya
progresyonunda rol oynayan onemli mekanizmalardir. Genetik degisimlere benzer
sekilde, kanserde gdzlenen epigenetik degisimleri tanimlamada da blyUk ilerlemeler
kaydedilmistir. Bu ilerlemeler gen-spesifik hipometilasyon ve hipermetilasyon kadar,
DNA’nin hipometilasyonu ve kromatinin hipoasetilasyonu gibi global degisimleri

icermektedir.

Diffuz Buyuk B-Hucreli Lenfoma (DBBHL) agresif lenfomalarin en yaygin tipidir ve
Hodgkin-digi lenfomalarin yaklasik %30-40'in1 olusturmaktadir. Ulkemizde DBBHL
insidansi ile ilgili detayli veriler olmamakla birlikte, 2006-2008 yillarina ait Saglik
Bakanhgi kanser istatistik verilerine goére Hodgkin-digi lenfomalar kadinlarda en sik
gorulen 8. kanser tiru iken, erkeklerde 6. sirada yer almaktadir
(https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/kanserdb/istatistik/Turkiye Kanser_|statistikleri
_2015.pdf). Dinya Saglik Orgiti lenfoma siniflandirmasina gére DBBHL; genetik,
immunolojik, morfolojik ve klinik 6zelliklerine gore oldukca heterojen yapiya sahiptir. Bu
heterojen dogasi nedeniyle, hastaligin tanisi ve patogenezi ile ilgili henuz
aydinlatilamayan mekanizmalari bulunmaktadir ve son yillarda yapilan ¢aligsmalar bu

noktaya odaklanmistir (Pasqualucci ve Dalla-Favera 2018, Schmitz vd 2018).

Gulnumuzde kanserin tanisi, progresyonu ve tedavi ile iligkili kararlarda non-invaziv
yontemler kullanilmaya baglanmis olup, bu yéntemlerden biri de farkl viicut sivilarindan
izole edilen timor-kdkenli eksozomlarin arastiriimasidir. Ekzozomlar, 50-100 nm

¢apinda ve endositik orijinli memranla c¢evrili vezikillerdir. Hemen hemen tim

1



hicrelerden salinan eksozomlarin DNA, RNA, protein ve lipid gibi icerdikleri molekuller
araciligiile hucreler arasi iletisimde rol oynayarak hastaliklarin patogenez ve progresyon
sureclerine katildiklari bilinmektedir (Bennit vd 2017, Latifkar vd 2018). Literatirde,
DBBHL patogenezinde eksozomlarin rolu ile ilgili veriler son derece sinirlidir (Raphael
vd 2014, Rutherford vd 2018).

Bu gerekce ile tez projesinde DBBHL kdkenli plazma eksozomlarinin
karakterizasyonuna ve igerdiklerinin tanimlanmasina odaklaniimis olup, elde edilen
bulgularin FFPE o6rneklerinden elde edilen verilerle karsilastiriimasi yapildi. Bu
cercevede B-hiicre olgunlagsmasi surecine ve DBBHL’da neoplastik dénlisim sirecine
katildigi iyi bilinen “Enhancer of Zest Homolog 2" (EZH2) ve EZH2'nin hedef genleri olan
CDKN1A/p21, CDKN1B/p27, CDKN2A/p16 ve CDKN2B/p15 ele alindi.

1.1.Amag¢

Bu doktora tezinin amaci, dncelikle DBBHL hastalari ve saglkh gonulllu bireylerin
plazma oOrneklerinden eksozom izolasyonu ve karakterizasyonunu gerceklestirmektir.
Sonrasinda, EZH2-hedef genleri 6zelinde eksozomal DNA metilasyon paterni ile primer
timor DNA metilasyon paternini ve benzer sekilde eksozomal RNA ekspresyon profili ile

primer timér RNA ekspresyon profilini de karsilastirarak aralarindaki iliskiyi belirlemektir.



2. KURAMSAL BILGILER ve LITERATUR TARAMASI
2.1. Hematopoez ve kan hiicreleri

Hematopoez (Hemato=kan, poisesis=uretim), hematopoetik kék hicre (HKH)lerinin
kemik iliginde Uretim, ¢codalma ve farklilagsma slreclerini kapsayan olaylar zinciridir.
Hematopoez sari kesede baglar ve karacigerden sonra kemik iliginde devam eder.

Hematopoezin yasam boyunca gercgeklestigi primer alan kemik iligidir.

HKH’lerin dinlenme (GO/dormant) evresinde kalarak canliliklarinin devam etmesi,
belli bolgelere yerlesmeleri (homing), kendilerini yenilemeleri (self-renewal),
farkhlanmalari, mobilizasyonlari ve gdc¢ etmeleri gibi énemli biyolojik fonksiyonlarini
yerine getirebilmeleri kemik iliginde “nis” adi verilen 6zellikli mikrogevrede yerlesmeleri
ve zararl etkilerden kagmalari ile mimkin olmaktadir. HKH’leri kemik iliginde endosteal
nis (osteoblastik nis) ve vaskiler nis (endotelyal nis) olmak Uzere iki farkh niste
lokalizedirler. Vaskiler ve endosteal nis birbirleriyle baglantihidir ve HKH'ler farkli kosullar
altinda iki nisten birini kullanirlar. HKH’ler kendini yenileme yeteneginde ve hiicre
dongusunin GO evresinde kok hicreler iken endosteal niste; daha olgun, prolifere
olabilen ve farkhlagmaya yatkin HKH’ler ise vaskuler niste bulunurlar. Vaskuler nigte
bulunan hucreler, belirli araliklarla hucre siklusuna girerek homeostaz igin gerekli

hematopoetik hiicre ihtiyaglarini karsilarlar.

HKH’ler oldukga nadir (10° kemik iligi hiicresine karsilik 1 adet) bulunan kiigik
mononuklear hucrelerdir. Yukarida belirtildigi Gzere bu hlcreler ya daha fazla HKH’leri
olusturmak (self-generation) veya kararli (committed) hucreleri olusturmak Uzere
bélindrler. Bu kararli hicreler; lenfoid seri hicrelerini olusturan ortak lenfoid progenitor
(CLP)ler ve myeloid seri hicrelerini olusturan ortak myeloid progenitor (CMP)’lerdir. Bu
Ozellesmis hucreler de lenfositler, eritrositler, plateletler, ve nétrofiller gibi tim kan

hicrelerimizi olugtururlar (Male D vd 2017).

2.2. Lenfatik sistem ve germinal merkezler

Lenfatik sistem, lenfatik damarlardan ve lenfoid dokulardan olusur. Lenfoid dokular
primer (kemik iligi ve timis) ve sekonder (dalak, lenf nodtilleri ve mukoza-iliskili lenfoid
dokular) olmak tizere 2 gruba ayrilmaktadir. insan viicudunda yaklasik 600 lenf noddilii
bulunmaktadir ve bu nodiller yogun lenfatik damar agi ile g¢evrelenmistir. Lenfatik

damarlar, lenfatik sistemin temel hicreleri olan lenfositlerin sispanse oldugu lenfi



icerirler. Kapiller lenf damarlari daha genis lenf damarlarina agilir ve bu damarlar da kan

damarlarina bosalarak kan dolagimina katilirlar.

Primer lenfoid organlar lenfositlerin farklilagsmalarini ve olgunlagmalarini saglarken,
sekonder lenfoid organlar vicuda yabanci antijenleri yakalayarak immun yaniti
olustururlar. Germinal Merkez (GC)ler sekonder lenfoid organlarda bulunan
mikroanatomik yapilardir. GC’ler “dark” zon ve “light” zon olmak Uzere iki bolumden
olugsur (Sekil 2.1). “Dark” zon, bir veya birkag B hucresinin lenfoid folliktle girdigi
boélimdir ve bu boélimde B-hicreler prolifere olurlar ve klonal olarak c¢ogalirlar. Bu
hicrelere sentroblastlar denir ve sentroblastlarda bir¢cok farkl antijenlerle etkilesime
girebilecek hulcrelerin olusmasi amaci ile somatik hipermutasyon mekanizmasi baslar.
“Light” zonda, B hicreleri (sentrositler) antijen sunan hicrelerin, 6zellikle de follikiler
dendritik hicrelerin ylzeylerinde bulunan antijenle karsilasirlar ve sadece sunulan bu
antijen icin yuksek afiniteye sahip hicreler hayatta kalirlar. Disuk afiniteli reseptore
sahip hlcreler apoptozla élirler ve GC-makrofajlar tarafindan fagosite edilirler. Hayatta
kalan secilmis hucreler ise GC-antijen sunan hicrelerle ile etkilesime gecerler ve
sonrasinda sinif degisimi (class switching) (6rnegin IgM'nin IgG veya IgA’ya donlismesi)
mekanizmasi baslar. Sonrasinda GC-B hicreleri, ani B hiicrelerine veya plazma hicre
prekirsorlerine farklilasirlar ve GC’den ayrilirlar. GC’ler maksimum boyutlarina yaklasik
2 hafta iginde ulasirlar ancak kaybolmalari haftalar strebilir (Klein U vd 2006, Basso ve
Dalla-Favera 2015). Bu 6nemli mekanizmalarin gerceklestidi yer olmasi nedeni ile, B-

hicre lenfomalarinin baydk bir bolimunun orijini GC’lerdir.
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Sekil 2.1 Germinal merkezlerin hicresel ve molekiler 6zellikleri (Basso ve
Dalla-Favera 2015).



2.3. B hiicre geligimi

B hicreler kemik iliginden kdken alirlar ve ardisik, programli basamaklar sonucunda
olgunlagirlar (Sekil 2.2). Kemik iligindeki hematopoetik kok hlcreler; pro-B hucreler, pre-
B hdcreler ve sonrasinda immature B hiicreleri olusturacak sekilde olgunlasma sureci
gegirirler. Sonrasinda bu hicreler “transitional” B hicreler olarak kana gecerler ve
oradan sekonder lenfoid organlara go¢ ederler. Bu asamaya kadar gelebilen hicreler,

artik periferdeki naif B hiicreleridir ve atijenle kargilagsmalari halinde olgun B hicrelerine

dénusdrler.
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Sekil 2.2. B hiicre gelisimi. Pro-B hucrelerde agir zincirde yeniden dizenlenmeler meydana
gelirken, pre-B hiicrelerde hafif zincirde yeniden diizenlenmeler baglar. immatir B hiicreler
antijenle uyarima hazir hicrelerdir ve ylizeylerinde IgM sergilerler. Bu dénemde B hicreler
fonksiyonel degildirler, fonksiyonel olabilmek igin yuzeylerinde IgM ve IgD'’yi birlikte eksprese
etmek zorundadirlar. Ayrica, herbir B hiicre gelisim asamasinda farkli proteinleri, transkripsiyon
faktorlerini ve ylzey belirteglerini eksprese ederler (Thomas vd 2006).

immun sistemin cok farkli antijenleri tanimasini olanakli kilan en 6nemli
Ozelliklerinden biri, B hucrelerinin ¢ok farkli antikor popllasyonu olusturabilme
yetenegidir ve bu yetenek 3 farkli genetik mekanizma sayesinde kazanilir. B-hicre

farklilasmasinin farkli basamaklarinda gerceklesen bu genetik mekanizmalar V(D)J



rekombinasyonu, somatik hipermutasyon ve sinif-degisim rekombinasyonudur (Sekil
2.3).
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Sekil 2.3 (A) V(D)J rekombinasyonu (https://www.bsse.ethz.ch/Isi/research/systems-
immunology.html) ve (B) SHM ve CSR mekanizmalari ile sekonder antikor repertuvarinin
olusumu (de Yébenes vd 2006 )

2.3.1. V(D)J rekombinasyonu

B hucrelerin ylzey reseptorleri (BCR) membrana-bagli immunglobulin (Ig)’lerdir.
Ig’ler iki identical agir (H) zincir ve 2 identikal hafif (kappa veya lambda) zincirden
olusurlar. Bu zincirler 14932.33 lokusunda IG heavy (IGH), 2p11.2 lokusunda |G kappa
(IGK) ve 22q11.2 lokusunda IG lambda (IGL) olmak lizere 3 ana lokusta lokalize genler
tarafindan sentezlenirler. IGH lokusu V (variable), D (diversity), J (joining) ve C
(constant) gen segmentlerinden olusurken, IGK ve IGL lokuslari sadece V, J ve C gen

segmentlerini icerir.

Kemik iliginde erken B-hucre farklilagmasi sirasinda BCR'yi olugturan Ig’lerin agir (H)
ve hafif (L) zincir gen bolgelerinde rastgele yeniden dizenlenmeler meydana gelir. Ig H
zincir genlerinin farkh V, D ve J bolgelerinde yeniden dizenlenmeler gergeklesirken (bu
durum V(D)J) rekombinasyonu olarak da adlandirir) (Sekil 2.3-A), ayni genin L zincirinde
bu yeniden dizenlenmeler V ve J bdlgelerinde meydana gelir (Lefranc M. Ve Lefranc G.
2001). V (D) J rekombinasyonunun baslangi¢c asamasina “rekombinasyonu aktive eden
gen 1” (RAG1) ve “rekombinasyonu aktive eden gen 2” (RAG2) tarafindan kodlanan
RAG enzimleri eglik eder ve DNA’nIn her iki ipliginde de kiriklar meydana gelir (Martini
vd 2012). Bu mekanizma kemik iliginde gergeklesir ve antijen bagimsizdir. Hafif zincir
genleri benzer gekilde yeniden duzenlenirler, ancak bu diuzenlenme D segmentinden
yoksundur. Sonugcta agir zincir ve hafif zincirlerin bir araya gelmesi sonucunda, B-hlcresi

ylzeyine baglanan ve BCR olarak gorev yapan membrana bagli Ig’ler olusur.



2.3.2. Somatik hipermutasyon ve sinif degisim rekombinasyonu

Olgun B hcrelerinin plazma htcrelerine ve ani B hiicrelerine kadar son farklilasma
asamalari, somatik hipermutasyon (SHM) ve sinif-degisim rekombinasyonu (CSR)
olarak adlandirilan iki rekombinasyon surecini igerir (Sekil 2.3-B). Bu asamalar, antijenle
karsilasmay takiben sekonder lenfoid organlarin germinal merkezinde gergeklesir. Bu
nedenle DBBHL, Follikiler lenfoma (FL) gibi germinal merkez koékenli B hicreli
lenfomalarin yanisira post-germinal merkez orijinli B-hicreli lenfomalarda somatik olarak

mutasyona ugramis genler bulunur (Kuppers vd (1999).

Somatik hipermutasyonlar tercihen immunglobulin agir-zincir degisken bélgesini
(IGHV) kodlayan genlerin antijenin baglanma bolgesi olan ve komplementerligi belirleyen
bolgelerinde gergeklesir. Boylelikle antikor cesitliligini saglayan ana mekanizmayi
olustururlar (Pallares vd 1999). Somatik hipermutasyon mekanizmalar tek-nikleotid
mutasyonlarini ve nadiren gerceklesen insersiyon ve delesyonlari igerir (Dahlenborg, vd
2000). Sinif-degisim rekombinasyonu, somatik hipermutasyonlardan kisa bir sure sonra
gerceklesir ve DBBHL yanisira FL'da gézlenen bir mekanizmadir. Bu mekanizmada, C
gen segmentleri yer degistirir ve sonugta IgM veya IgD’den IgA, IgE veya IgG olusumuna
neden olacak Ig izotip dedisimi gergeklesir (Stavnezer ve Schrader 2014). Sinif degisim
rekombinasyonu ve somatik hipermutasyonlarin blytk olasilikla enzim aktivasyonu ile
uyarilan sitidin deaminaz (AID) gibi bazi ortak yolaklari kullandiklari dtsundimektedir.

DBBHL’da AID ekspresyonu gosterilmistir (Lossos vd 2004 Kawamura vd 2016).

2.4. Lenfoid malignensiler

Diinya Saglik Orgiti’'niin 2008 siniflamasi farkli lenfoid malignensilerin tani
kriterlerinin tanimlayan bir siniflamadir. Genetik alanindaki ilerlemeler, bu tir
neoplazilerde gozlenen mutasyonal degigsimlerin daha iyi karakterize edilmesine olanak
saglamistir ve bu ilerlemelere klinik gézlemlerin eklenmesi ile tani kriterlerinin modifiye
edilmesi gerekliligi ortaya ¢cikmistir. Tim bu ¢alismalarin sonuglari, 2016 yilinda 2008
siniflamasinin revizyonu olarak yayinlanmistir (Steven vd 2016). Dunya Saglik

Orgiitli’'niin 2016 yil lenfoid malignensiler siniflamasi 6zetle Tablo 2.1'de sunulmustur.



Tablo 2.1. Lenfoid, histiosit ve dendritik neoplazmlarin 2016 Diinya Saglik Orgiiti
Siniflamasi

Olgun B hiicre neoplazmlari
Kronik lenfositik I6semi / kliglik lenfositik lenfoma ve monoklonal B hiicreli
lenfositoz
Foliktler lenfoma
Mantle Hticreli Lenfoma
Agir Zincir Hastaligi
Diffiiz biiyiik B hticreli lenfoma
MYC ve BCL2 ve / veya BCL6 translokasyonu tasiyan ve/veya tasimayan
yliksek dereceli B hiicreli lenfomalar
Burkitt lenfoma
Olgun T hiicre ve NK neoplazmlari
EBYV ile iligkili T-Hiicre ve dogal éldiiriicii hiicre lenfomalari
intestinal T hiicreli lenfomalar
Kutanéz T hlicreli lenfomalar
Nodal T hiicreli lenfomalar
Anaplastik bliytk hiicreli lenfomalar
Hodgkin Lenfomalar
Histiositik ve dendritik hiicre lenfomalari
Transplantasyon sonrasi lenfoproliferaif bozukluklar (PTLD)

Gen ifadesi profili temeline dayali 2008 siniflandirmasi, DBBHL’y1 germinal merkez
B-hiicre benzeri (GCB) ve aktive b-hicre benzeri (ABC) olmak Uzere 2 alt gruba
ayirmaktadir. Birgok merkezde gen ekspresyon profillemesi rutin pratikte
kullanilmadigindan, bu alt gruplarin belilenmesinde daha kolay uygulanabilir olan ve
CD10, BCL6 ve IRF4 / MUM1 immunohistokimyasal boyamasina dayanan Hans
algoritmasi kullaniimaktadir. Ancak, 2016 siniflandirmasinda tim yeni tani alan DBBHL
hastalarinin gen ekspresyon profiline goére alt gruplarinin belirlenmesi yer almaktadir.
Siniflamada énemli bir degisim de MYC, BCL2 (birlikte “double hit’) ve BCL6 (birlikte

“triple hit”) translokasyonlarini igeren yuksek-grade B hicre lenfoma alt grubudur.
2.5. Olgun B hiicre neoplazmlari

Daha o6nce de belirtildigi GUzere GCller, B-hucrelerinin yuksek afiniteli antikorlari
olusturmak uzere farkl genetik surecleri gegirdikleri anatomik lokalizasyonlardir. Nadir
gorilen lenfoblastik ve mantle-hicre lenfoma alt tipleri digsinda, tum B-hicre Hodgkin-
disi lenfoma (Non-Hodgkin Lymphoma, NHL)'larda, IgV genlerinde somatik mutasyonlar
(hipermutasyona ugramis IgV genleri) goézlenir ve bu da bize bu lenfomalarin GC iginde
bloklanan veya GC’den gegen B-hulcrelerden kdken aldiklarini gdsterir. Bu lenfomalar,

B-hlcresinin hangi asamada etkilendigine bagli olarak siniflandirilirlar (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Farkli olgunlasma evrelerinde bloke edilen B hilicrelerinden kdken alan
GC-kokenli lenfoma tipleri (Basso ve Dalla-Favera 2015).

Temel olarak olgun B-hlicre neoplazmlarinin alt tiplerinin genomlari iki tip genetik
lezyonla  karakterizedir. Kromozomal translokasyonlar ve asiri  somatik
hipermutasyonlar. Bu lezyonlar Ig gen yeniden dizenlenme mekanizmasindaki
hatalardan veya sinif-switch rekombinasyonlarin regllasyonundaki bozulmalardan
kaynaklanmaktadir (Dalla-Favera 2017). Asiri somatik hipermutasyonlar, siklikla B-
hicre NHL alt tipi olan Diffliz Buylk B Hucreli Lenfoma (DBBHL) ile iliskilidir (Bohers vd
2015, Caner vd 2015).

2.6. Diffuz Buyiik B-hiicreli lenfoma
2.6.1. Epidemiyoloji

DBBHL, non-Hodgkin lenfomalarin en yaygin gdzlenen tipidir ve bu lenfomalarin
yaklasik %30-40’1in1 olusturmaktadir. Dunyada DBBHL ile ilgili epidemiyolojik veriler
sinirli olmakla birlikte yillar i¢cinde insidansin arttigi goértlmektedir. Bu artan insidansla
iliskili 6nemli faktérler arasinda kanser raporlarinin diizenli tutulmasi, ¢cok daha duyarli
tani yontemlerinin kullaniimasi (6zellikle borderline lezyonlar igin), lenfoproliferatif
hastaliklarin siniflandiriimasindaki degisiklikler ve AIDS’le-iligkili DBBHL sikligindaki
artiglar yer almaktadir (Flowers vd 2010). Amerika'da yillik hastalik insidansi 100.000°'de
7 olarak rapor edilmistir (Li vd 2015). Tum non-Hodgkin lenfomalarda oldugu gibi, %55
gorilme orani ile erkeklerde daha yaygin gézlenmesine karsin, bu fark cinsiyet 6zelinde
hastalikla ilgili risk olugturmamaktadir. Yagla birlikte, hastahigin gorulme sikhgi
artmaktadir ve ortalama tani alma yasi 64 olarak kabul edilmektedir. DBBHL'I
hastalardan olugan aileler tanimlanmistir. Genis katilimli bir populasyon ¢alismasinda,
DBBHL tanisini alan probandin akrabalarinda hastalgin gelisme riskinin 3.5 kat arttigi
hesaplanmigtir (Goldin vd 2005).



DBBHL 6zelinde olmamakla birlikte, Turkiye’de 2015 yilina ait Saglik Bakanligi
kanser istatistik verilerine gore NHL'lar kadinlarda en sik gorilen 8.kanser turu iken
(insidans 100.000’de 4.9), erkeklerde 6. sirada (insidans 100.000’de 6.9) yer almaktadir
(Sekil 2.5). Tum yas gruplarinda hem erkeklerde hem de kadinlarda en sik gorulen
kanserler arasinda %2.8 ile ayni g6rilme yuzdesine sahiptirler
(https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/kanserdb/istatistik/Turkiye_Kanser_Istatistikleri

_ 2015.pdf).
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Sekil 2.5. TC Saglik Bakanligi 2015 Tiirkiye Kanser Istatistik verilerine gére kadinlarda
(A) ve erkeklerde (B) en sik gorulen 10 kanser tiru insidansi (100.000 bireyde)

2.6.2. Risk Faktorleri

DBBHL’da yas oOnemli bir risk faktéridir ve vyetigkin bireylerde gérilen tim
lenfomalarin yaklasik 1/3’GnG olusturmaktadir. Olgularin blylk bir ¢ogunlugunda
etiyoloji tam olarak bilinmemektedir, ancak genetik faktorlerin, komorbid hastaliklarin
veya bu hastaliklarda uygulanan tedavilerin (6zellikle immunbaskilayici ajan kullanimi)
yanisira ultraviyole radyasyon, pestisitler, sa¢ boyalari ve diyet gibi gevresel faktorlerin
de hastalik riskini arttirdigi bilinmektedir.

DBBHL'da lenfomagenezin molekller mekanizmalarini arastiran vaka-kontrol
¢alismalari inflamatuar yolaklar, lenfoid hiicre dénglsul, apoptoz ve proliferasyon gibi
onemli hicresel yolaklara odaklanmistir. Her ne kadar DBBHL i¢in tek bir duyarlilik geni
identifiye edilemese de, DBBHL etiyolojisinin altinda yatan genetik predispozisyonla ilgili
Oonemli veriler elde edilmistir. Bu veriler sirasi ile 1) DBBHL riski, hematolojik malignensi
aile dykusu bulunan bireylerde artig gostermektedir, 2) DBBHL insidans orani gégmen
bireylerde sabittir ve kendi Ulkelerindeki paterne sahiptir, ve 3) Lenfomali bireylerde bazi
genetik varyasyonlar belirlenmistir (Flowers CR vd 2010).

Viral infeksiyonlar ve immun sistemi baskilayan durumlarla (otoimmun hastaliklar,

organ ftransplantlar, primer veya kazanilmis immunyetmezlik gibi) immun sitemi
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baskilayan tedavilerin DBBHL riskini arttirdigi bilinmektedir. Ozellikle Epstein-Barr viriisii
(EBV), Kaposi sarkoma-ile iligkili insan herpes virus (KSHV), HIV, Hepatit C virusu (HCV)
gibi mikroorganizmalar tarafindan olusturulan viral infeksiyonlarin hastalik riski ile Gnemli
iliskisi oldugu belirlenmigtir (Bhavsar vd 2017, Meister vd 2018). Ancak infeksiy0z
patojenlerin konak hticrelerde lenfomagenezi veya B-hicre proliferasyonuna neden olan
antijenik uyarimi baglatan mutasyonlara neden olup olmadiklari ya da timor gelisimini
uyaran immunsupresyona neden olup olmadiklari hendiz bilinmemektedir. Sonug olarak

DBBHL’da risk faktorleri multifaktoriyel gorunmektedir.

2.6.3. Patogenez
2.6.3.1. Genetik faktorler

DBBHL, klinik ve genetik olarak oldukga heterojen bir hastaliktir. Heterojen dogasi ile
uyumlu olacak bicimde, DBBHL patogenezi proto-onkogenlerin ve timor baskilayici
genlerin ekspresyonlarindaki degisimler basta olmak Uzere birgcok genetik anormallikleri
barindiran ¢cok basamakli bir sureci kapsamaktadir. Bununla birlikte DBBHL genomu, B
lenfositlerin fizyolojik Ig DNA yeniden dizenlenmesi ile iligkili olarak iki temel genetik
hasar mekanizmasi ile sekillenmektedir. Bu mekanizmalardan ilki, V(D)J
rekombinasyonu, SHM ve CSR sirasinda meydana gelen hatalar sonucu olusan
kromozomal translokasyonlardir. Diger mekanizma da AlD-aracili SHM mekanizmasinin
yan Urunu olan agiri somatik hipermutasyonlardir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. DBBHL alt tipleri ile iligkili genetik degisimler. Panelde mavi renk
fonksiyon-kaybi ile iligkili sonuglara ve kirmizi renk fonksiyon-kazanimi ile iligkili
sonuglara neden olan degigimleri yansitmaktadir. M: Mutasyon, D: Delesyon, Tx:
Kromozomal translokasyon, Amp: Amplifikasyon, (Pasqualucci ve Dalla-Favera
2018)
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DBBHL’da en yaygin gbézlenen translokasyonlar t(3q27;?) (BCL6 trasnlokasyonu),
t(8;14)(q24;932) / 1(8;?), ve 1(14;18)(q32;921)’dir. DBBHL ile iligkili translokasyonlar tipik
olarak fuzyon proteinleri olusturmazlar. Bunun yerine proto-onkogenin kodlama yapan
domainlerine yakin bdlgelerde, partner kromozomlardan kdken alan dizenleyici dizileri
(promoter’lar ve enhancer’lar) yan yana getirirler ve bu durum normal proteinlerin
ekspresyonlarinda deregulasyona neden olur. Sonugta, pre-neoplastik hiicrede regile
edilen proto-onkogen, lenfoma hiicresinde de yapisal olarak eksprese edilmeye baglar
(6rn;BCL6 translokasyonlari) ya da tumor prekursor hucrede normal olarak eksprese
olmayan proto-onkogenler, lenfoma hicrelerinde anormal bir bicimde aktive olabilirler

(6rn; MYC ve BCL2 translokasyonlari) (Pasqualucci ve Dalla-Favera 2018).

Asiri somatik hipermutasyon (ASHM), GC B hiicrelerinde mutasyona ugramamis
genlerin genellikle 5’ dizilerinde birgok mutasyonun birikimine neden olan genetik hasar
mekanizmasini tanimlamak igin kullanilan bir terminolojidir. Fizyolojik olarak gergeklesen
SHM aktivitesinin yliksek dogrulukta tamir mekanizmalarina gereksinim duydugu aciktir.
Sonucta sadece IG lokuslari ve BCL6 gibi birkag ek lokus, GC B hiicrelerinde SHM'nun
varhgini gésterir. Bunun aksine, yeni tani alan DBBHL hastalarinin yaridan fazlasinda
IG lokuslar disinda MYC gibi proto-onkogenleri de igeren 20'den fazla gende ASHM’nin
varhgi goézlenmektedir. DBBHL genomu (Mb basina 3.3-4.21 mutasyon) diger
hematolojik malignensilerden (6rn. KLL’de Mb basina 1 mutasyon) ¢ok daha komplekstir,
ancak solid timorlerle karsilastirildiginda (6rn. Melanomada Mb basina 12.9 mutasyon)
bu belirgin karmasikli§i azalmaktadir (Amin vd 2017, Reddy vd 2017, Pasqualucci ve
Dalla-Favera, 2018). Bircok proto-onkogen ve tumor baskilayici genin fonksiyonlarini
bozarak malign transformasyon icn énemli bir mekanizmayi olusturmasina karsin,
kompleks genetik degisikliklere yol agmasi nedeni ile henliz DBBHL patogenezinde
ASHM mekanizmasi net olarak aydinlatilamamigtir.  Tablo 2.2’de gunimuze kadar
yapilan genomik ¢alismalarindan elde edilen verilere géore DBBHL hastalarinin yaklasik

%10’unda gorilen mutasyonlar yer almaktadir.
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Tablo 2.2. DBBHL'de en sik gbzlenen mutasyonlarin alt gruplardaki dagihmlarr*

Gen Toplam ABC-DBBHL (%)  GCB-DBBHL (%)
KMT2D 32.1 40.5 46.0
CREBBP 17.3 6.0 31.0
PIM1 16.4 33.0 8.5
TP53 15.7 18.0 15.5
B2M 14.7 15.0 11.0
TNFAIP3 14.7 15.0 11.0
GNA13 14.1 8.5 12.0
MYD88 13.7 28.0 10.0
MEF2B 13.5 12.0 23.0
TNFRSF14  12.8 2.0 17.0
socs1 11.8 6.0 15.5
CD79B 11.3 25.0 2.5
CARD11 10.8 13.5 7.0
BCL2 10.6 1.0 24.0
EP300 10.4 15.0 14.5
PRDM1 9.6 16.0 6.0
EZH2 9.2 0.0 18.0
CD58 8.3 6.0 10.0

*: Pasqualucci vd 2011, Lohr vd 2012, Morin vd 2013, Dubois vd 2016 ¢alismalarindan elde edilen veriler.

GCB DBBHL’da 6zellikle histon modifikasyonlarini etkileyen mutasyonlar siklikla
goriulmektedir. En iyi 6rnek te EZH2dir ve ABC alt tipinde bu gende mutasyon
g6zlenmezken, GCB alt tipinde olgularin yaklasik %22’sinde mutasyon goézlenmektedir.
GCB alt tipine 6zel olmamakla birlikte, DBBHL hastalarinin yaklasik %25’inde histon
asetiltransferazlari  kodlayan CREBBP ve EP300 genlerinde mutasyonlar
g6zlenmektedir. inaktive edici bu mutasyonlar nedeniyle histon asetilasyon dengesinin
bozulmasi basta BLC2 ve P53 gibi genlerin etkinligi bozar ve bdylelikle DBBHL
patogenezinde énemli rol oynarlar. ABC DBBHL’da ise mutasyonlar siklikla BCR ve Toll-
benzeri reseptdr (TLR)’lerin sinyal yolaklarinda rol oynayan adaptér proteinleri kodlayan
genlerde gdzlenir ve bu mutasyonlar NF-kB sinyal iletim yolaginin surekli aktivasyonuna
neden olurlar (Amin vd 2017, Pasqualucci ve Dalla-Favera 2018). DBBHL olgularinin
yaklasik 1/3’Unde gézlenen MYD88 mutasyonu, bir fonksiyon kazanim mutasyonudur ve
TLR sinyal iletim yolagdi uyarilarak NF-kB ve JAK/STAT sinyal iletim yolag: aktive olur
(Ngo vd 2011). BCL2’de amplifikasyon ve CDKN2A/2B’de homozigot kayiplar, ABC alt
tipinde yaygin gbézlenen degisimlerdendir (Lenz vd 2008). Ayrica, bu mutasyonlardan
bircogu prognostik faktér olarak da degerlendiriimektedir. Ornegin EZH2 ve CD79
mutasyonlari GCB DBBHL’da iyi prognozla iligkili bulunurken, MYD88 mutasyonu ABC
DBBHL’da kétu prognozla iligkilidir (Lee vd 2014, Rovira vd 2016).
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2.6.3.2. Epigenetik degisimler

DBBHL'da epigenetik mekanizmalarda gozlenen mutasyonlar ve epigenetik paternin
bozulmasi siklikla gézlenen olaylardir. EZH2 ve MLL2 gibi histon metiltransferazlari,
CREBBP ve EP300 gibi histon asetiltransferazlari etkileyen somatik mutasyonlar
lenfomanin bu tipinde gobzlenen ortak dedisimler arasinda yer almaktadir. Bu
mutasyonlar kromatin yapisinin degismesine ve bazi proteinlerin fonksiyonunun
bozulmasina neden olurlar ve sonugta bircok genin yer aldigi mekanizmalari etkileyecek
sekilde transkripsiyonal programlanmaya neden olurlar. Histon modifikasyonlari,
kodlama yapmayan RNA’lar ve kromatin yeniden dizenlenme mekanizmalari epigenetik
degisimler arasinda yer almasina karsin, tez ¢alismasi ile ilgili oldugundan bu bélimde

DNA metilasyonu lzerinde durulacaktir.

DNA metilasyonu epigenetik mekanizmalar arasinda tek kalitilabilir epigenetik
belirte¢ olmasi ve uzun sureli etkiye sahip olmasi nedeniyle, varolan DNA metilasyon
paternlerinin yavru hicrelere dogru aktarimi ve korunmasi, hiicre dongusunin énemli bir
mekanizmasidir. DNA metilasyonu en azindan 3 farkli mekanizma ile transkripsiyonal
sessizlesmeye neden olabilir. Bu mekanizmalar “i) CpG metilasyonu, dizi-spesifik
transkripsiyon faktorlerinin (E2F, CREB ve c-myc gibi) baglanmasini kendiliginden inhibe
eder, ii) CpG metilasyonu, nikleozom pozisyonunda degisiklige neden olur ve iii) CpG
metilasyonu, metile CpG dinukleotidlerini taniyan diger niklear faktérleri bélgeye toplar
ve transkripsiyon faktorleri gibi diger faktorlerin baglanmasini geciktirir’ olarak

siniflandirilabilirler.

Uzun bir siredir kanser epigenomlarinin normal karsiliklarindan farkli oldugu
bilinmektedir (Pan vd 2015, Jiang vd 2015). Normal B hiicreler ve DBBHL hiicrelerinin
de epigenomlari farkhdir ve bu farkhliklari tartismadan énce, epigenomila ilgili 3 énemli
kavramin her zaman akilda tutulmasi uygun olacaktir. Bunlardan ilki, epigenetik
modifikasyonun genomun belli bolgeleri ile iligkili olmasidir. Ornegin, yukarida da
tartistigimiz gibi DNA metilasyonunun lokalizasyonu, DNA metilasyonunun etkinligi ile
son derece yakindan iligkilidir. Bir bagka ifade ile, CpG’den zengin gen promotorlarinda
DNA metilasyonu genin sessizlesmesinden sorumludur. DBBHL patogenezinde de DNA
metilasyonunun etkinligi, metilasyonun gerceklestigi lokalizasyon bagimhdir, giinku agiri
metilasyon paternine gen promoter’larin proksimal bolgelerinde ve belli kromozomal
lokuslarinda rastlanilir (De vd 2013). Bir diger énemli 6zellik de, genomik DNA dizisinin

aksine, sitozin metilasyon dagiliminin plastisitesinin ylksek olmasidir ki bu da bize
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cevresel degisimlere yanit olarak veya transkripsiyonu regule eden faktorlerin etkisi ile
dinamik olarak yeniden sekillenebilecedini gostermektedir. Aslinda plastisite, naif B
hucrelerinin GC'leri olusturmak Uzere aktive B hucrelerine donusumu gibi, htcrelerin bir
fenotipik formdan baska bir fenotipik forma hizlica déniigsebilmesini saglamasi agisindan
son derece dnemlidir. Ancak, ayni zamanda plastisite, hlicre proliferasyonu ve strese
maruz kalma durumlarinda da siklikla gozlenir ki, hucre proliferasyonu DBBHL’nin
karakteristik 6zelliklerinden biridir (Shaknovich vd 2011). Plastisite nedeniyle, epigenetik
belirteclerin rastgele degismesi, bazi hicrelerde dnemli yararlar saglayabilir ve somatik
mutasyonlardan bagimsiz olarak hicre proliferasyonuna neden olarak klonal

¢ogalmadan sorumlu olabilirler.

Genetik heterojineteye benzer sekilde, timor hiicreleri arasinda sitozin metilasyon
paterni farkli olabilir ve yeni olusan hicrelere bu patern aktarilabilir. DBBHL hastalarinda
yuksek ¢Ozunurliklu dizi analiz ydntemleri ve mikroarray platformlari kullanilarak DNA
metilasyon heterojenitesi arastiriimistir. De ve ark., normal B hicreleri ve lenfoma
hicrelerinde DNA metilasyon paternini belirleyen ve DBBHL’da inter- ve intra-timor
epigenetik heterojenitenin hastali§in prognozu ve sagkalimi ile iligkili oldugunu belirleyen
ilk calismayi yapmislardir (De vd 2013). Bu g¢alismanin verilerine dayanilarak, DBBHL
hastalari arasindaki DNA metilasyon farkliliklarinin hastaligin biyolojik heterojenitesinin
aciklamada ek bilgiler saglayabileceg@i hipotezi ile 2014 yilinda yapilan bir ¢caligmada,
DBBHL’da DNA metilasyon paternine gore yeni epigenetik altgruplarin varhgi belirlenmis
ve bu altgruplarin sagkalimla iligkili oldugu gosterilmistir (Chambwe vd 2014). Sonug
olarak, DBBHL altgruplarinda DNA metilasyon paternleri farklidir ve bu farklilik
sagkalimla iligkildir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Normal B hicresi ve DBBHL'de DNA metilasyon heterojenitesi. Bu
heterojenite GC B hicrelerinde baglar ve lenfoma hticrelerinin olusumuna kadar giderek
artan seviyede ilerler. DBBHL'nin agresif 6zelligi ve klinik sonucu intra- ve inter- timor
DNA metilasyon heterojenite derecesi ile koreledir (Jiang vd 2016).
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Epigenetik mekanizmalarla ilgili en &énemli &zelliklerden biri de, epigenetik
mekanizmalarin tek baslarina degil de diger mekanizmalarla birlikte degerlendiriimelidir.
Bir baska ifade ile genomdaki bir bélgenin islevselligi o bélge ve ilgili lokalizasyonlarda
varolan epigenetik degisimlerin toplaminin bir sonucudur. Birgok calismada tek bir
epigenetik belirtece odaklanmak, elde edilen verilerin kolay analiz edilebilmesini
saglamasi acisindan tercih edilmektedir. Ancak, bu tir degisimler genomda henlz
detaylarini tam olarak tanimlayamadigimiz ¢ok daha karmasik mekanizmalari
yonlendirirler (Jiang ve Melnick 2015). DBBHL’de buna en iyi 6rnek, gen promotorlarinda
baskilama belirteci olan H3K27me3 ile aktive edici belite¢ olan H3K4me3'ln
kombinasyonu ile karakterize “bivalent” kromatin bdlgeleridir ve bu belirtecler

“transkripsiyonal denge” (transcriptional poising) ile iligkilidirler.

2.7. EZH2

EZH2, Polikomb Baskilayici Kompleks 2 (PRC2)'nin katalitik alt tnitesidir ve bir histon
metil transferazdir. Birgok kanser tlriinde (prostat kanseri, meme kanseri, lenfoma,
myeloma, mesane kanseri, kolon kanseri, akciger kanseri, endometrial kanserler,
karaciger kanseri, gastrit kanseri) ekspresyonunun arttigi bilinmektedir (Comet vd 2016).
Epigenetik mekanizmalarda 6nemli rol oynayan EZH2, PRC2'nin diger alt Gniteleri (EED,
SUZ12, RBBP4 ya da RBBP7) ile birlikte histon proteini 3 (H3)'Un 27. lizin rezidisinun
trimetilasyonunu (H3K27me3) katalizler ve bdylece hedef genlerinin epigenetik olarak
sessizlestiriimelerini dlzenler (Sekil 2.8-A). Bir bagka ifade ile H3K27me3 belirteci
transkripsiyonel sessizlesmeden sorumludur ve 6zellikle CDKN1A, CDKN2A ve
CDKN2B genlerini de iceren birgok genin transkripsiyonel dizeyde baskilanmasina
neden olur (Sekil 2.8-B) (Cao vd 2002, Yamaguchi ve Hung 2014). Dolayisiyla, bu
hedef genlerin birgogunun hicre donglisu kontrol noktalari ve hucre farklilagsmasiyla
iliskili olmasi, EZH2'nin temel rollinin hicre proliferasyonunu ve hicrenin kendini
yenilemesini destekleyici yonde oldugunu gostermektedir. Bu verileri destekler nitelikte,
EZH2’nin undiferansiye kok hicre ve progenitor hiicrelerde eksprese olurken, somatik
hicrelerde predominant olarak inaktif oldugu rapor edilmistir (Esteller vd 2013,

Harikumar ve Meshorer 2015).
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Sekil. 2.8. EZH2nin katalitik alt Gnitesi ve farkh fonksiyonlari A. EZH2’nin katalitik alt Unite olarak
gorev yaptigi PRC2 kompleksi H3K27 metilasyonundan sorumludur. Sekilde yer alan bivalent
kromatin belirteclerinden digeri de H3K4 metilasyonudur ve bu belirtegcten de MLL2 kompleksi
sorumludur (Harikumar ve Meshorer 2015). B. Kanserde EZH2'nin farkli fonksiyonlari. EZH2,
H3K27me3 araciligi ile CDKN2A (p16) ve E-kaderin gibi birgok timor baskilayici genin epigenetik
sessizlestiriimesinden sorumludur. EZH2, H3K27 disinda STAT3 ve RORa gibi substratlara da
metil gruplarini ekler. Metilasyon disinda, EZH2'nin mutasyonlari da kanserde rol oynar
(Yamaguchi ve Hung 2014).

Histon proteinlerinin N-terminal domainlerinde gerceklesen farkli post-translasyonal
modifikasyonlar, gen ekspresyonlarinin dizenlenmesinde énemli mekanizmalardir ve
hiicre proliferasyonu gibi 6nemli biyolojik olaylarda rol oynarlar. Farkli histon
modifikasyonlari, énemli regulatér genlerin aktif ve inaktif olma durumlarindan
sorumludurlar. Ornegin, H3K4me belirtecine sahip aktif promoterlar ve H3K27me
belirtecine sahip inaktif bélgeler gibi. Tim bu belirtegler, genom boyunda kromatinin agik
veya kapali konformasyonlarindan sorumludurlar ve bdéylelikle regllatér proteinlerin ve
transkripsiyon faktorlerinin kromatine ulasilabilirligini dizenlerler. Sonugta, bu motifler
hicreye 6zgun fonksiyonlari dizenlerler. EZH2 histon metiltransferazi da, kritik GC B
hicre promoter’larinda bivalent kromatin domain’lerinin olusmasindan sorumludurlar ve
bdylelikle lenfomagenezi baslatirlar. GC B hicrelerinde EZH2’nin 1000’den fazla yeni
bivalent isaretli promoter’larin de novo olusumundan sorumlu oldugu distnilmektedir.
Bu domainlerin hemen hemen hepsinin dinlenme evresindeki B hucrelerinde bulunan
H3K4me3 promoter’lari ile ortismektedir (Beguelin vd 2013). EZH2'nin bu hedef
genlerinden birgogu GC B hcrelerine spesifiktir ve GC B hucrelerinde EZH2 geni hicre
proliferasyonda ve hicre farklilasmasinda gérev yapan genlerin genlerin dinamik

dengesini duzenlerler.
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EZH2, en azindan CDKN21A gibi hiicre déngusi kontrol noktalarinda gérev yapan
genlerin baskilanmasina neden olarak GC olugumuna katilir (Beguelin vd 2013). EZH2,
ayni zamanda CDKNZ2A gibi plazma hicre farklilagmasinda rol oynayan genleri
baskilarlar ve bdylelikle GC fenotipinin korunmasinda énemli rol oynarlar (Hatzi vd 2014).
EZH2'nin fonksiyon kaybi fenotipi, GC fenotipinin ana regulatéri olan BCL6’daki
fonksiyon kaybi fenotipine oldukga benzerdir. EZH2 ve BCL6, GC B hucrelerinde bir¢ok
ortak geni hedefler (Béguelin vd 2016).

Ozetle, DBBHL patogenezinde EZH2'nin ekspresyonu ve beraberinde B-hiicre
proliferasyonu yer alir. Bazi DBBHL olgularinda EZH2’nin asiri ekspresyonu goézlenir ve
durumdan EZH2’nin SET domainindeki (H3K27me’den sorumlu) mutasyonlar sorumiu
tutulmaktadir (Schmitz vd 2018). DBBHL'da GCB-benzeri immunofenotipe sahip
olgularinin yaklasik %20’sinde EZH2 mutant timor hicrelerinin varliginin bildirilmesine
karsin, bu konuda tam bir konsensus saglanmis degildir (Cetin vd 2016). EZH2'nin B-
hicre olgunlasmasi stirecine ve DBBHL’da neoplastik donlsiim slrecine katildigr ile ilgili
bu énemli verilere ragmen, yukarida tartisilan fonksiyon-kazanim mutasyonu disinda,

detayli mekanizmasi henuz netlik kazanmamistir.

2.7.1. EZH2 hedef genleri: Siklin bagiml kinaz inhibitorleri

Kanser, en basit aciklama ile hicre blylmesi ve hicre o6limid arasindaki
dengesizlikten kaynaklanmaktadir. Hicre dongusu kontrol proteinlerinin gorevi ise bu
dengeyi yonetmektir. Siklinler, siklin bagli kinaz (CDK)’lar ve CDK inhibitor (CDKN)'ler
hicre déngustntn spesifik fazlarini siki bir sekilde dlizenleyen temel proteinlerdir. Hicre
déngusunid dizenleyen en énemli CDK'lar arasinda CDK1, CDK2, CDK4 ve CDK6 yer
almaktadir. CDK’lar aktive olmak icin siklinlerin varligina intiya¢ duyarlar. Okaryotlarda,
hiicre dénglUsindn farkh evrelerinde rol oynayan birgok farkli siklinler bulunmaktadir ve
tum siklinler iligkili olduklari hiicre déngusunun evrelerine bagli olarak adlandirilirlar (6rn;
G1-faz siklinleri). CDK aktivasyonunun regulasyonu da oldukca karmasik mekanizmalar
tarafindan yoénlendirilir. Bu mekanizmalar 4 basamakta 6zetlenebilir; i) 6zgin siklin
proteinin baglanmasi, ii) fosforilasyonun aktivasyonu, iii) aktivasyonu takiben CDK’nin

ATP-baglanma bdlgesinin aktivitesinin baskilanmasi ve iv) CDKN’lerin baglanmasi.

EZH2'nin en énemli hedef genlerinden olan CDKN’ler, yukarida da aciklandigi Uzere
hucre dongusundn negatif kontrolinden sorumludurlar. Evrimsel orijinlerine, yapilarina
ve CDK ézgiinliiklerine dayanilarak 2 tip CDKN gen ailesi tanimlanmustir. ik aile INK4
gen ailesidir ve bu aile Gyeleri CDKN2B (p15), CDKN2A (p16), CDKN2C (p18) ve
CDKN2D (p19) proteinlerini kodlar. Bu proteinler CDK4 ve CDKG6’ya baglanarak bu
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CDK’larin kinaz aktivitelerini inhibe ederler. Diger aile CIP/KIP ailesidir bu aile Gyeleri
CDKN1A (p21), CDKN1B (p27) ve  CDKN1C (p57) proteinlerini kodlar. Bu aile tyeleri
hem siklinlere hem de CDK alt Unitelerine baglanirlar ve siklin D, E, A ve B-CDK

komplekslerinin aktivitelerini dizenlerler (Besson vd 2008).

ik klonlanan KIP ailesi tiyesi CDKN, CDKN1A’dir ve DNA hasarina karsi olugan
yanitta hicre dongusinun G1 evresinin engellenmesinden sorumludur (Gartel vd 1996,
Nakanishi vd 1999). Xiong ve arkadaslar ilk olarak 1992'de bilinmeyen bir fonksiyona
sahip 21 kDa'lik bir proteinin saptanmasiyla p21’i (CDKN1A) tanimlamislardir. Ancak
CDKN1A'yi siklin D1 ve D3'Un bir baglanma partneri olarak belirlemislerdir (Xiong ve
Zhang 1992). Ayrica, CDKN1A’nin c¢ogalan hicre nukleer antijeni (PCNA) olarak
adlandirilan baska bir protein ile iligkili oldugunu ve PCNA, siklin D1, CDK2 ve
CDKN1A’nin bir kuarterner yapi olusturdugunu 6ne strmusglerdir. Sonrasinda ayni grup,
CDKN1A’nin, CDK'larin evrensel bir inhibitdri olarak islev gordigunu gostermislerdir
(Xiong vd 1993).

CDKN1A, hiicre donglisu progresyonunu G1'den S fazina gecerken reglile
etmektedir. Hucre gelisiminin engellenmesinin yani sira hlcresel sagkalimi da
dizenlemektedir. Bu genin ekspresyonu p53 tarafindan siki bir sekilde kontrol
edilmektedir (Bringold F vd. 2000). Temel fonksiyonu hiicre dongusini durdurmak ya
da yavasglatmak oldugundan, &nemli bir hicre déngusl inhibitér proteini olarak

bilinmektedir.

CDKN1A’nin kesfiyle neredeyse es zamanli yapilan bir bagka ¢calismada ise CDKN1A
ile benzer buyuklikteki ve islevdeki bir protein daha analiz edilmistir. Bu ¢alisma, siklin-
E-CDK2 komplekslerinin inhibisyonuna aracilik eden yeni bir proteinin varligini ortaya
koymustur (Koff vd 1993). Bu protein CDKN1B (p27)dir ve sonrasinda bir seri
biyokimyasal analizlerle izole edilerek, fonksiyonu dogrulanmistir (Polyak vd 1994).
insanda CDKN1B'yi kodlayan gen kromozom 12p13 bélgesinde lokalizedir. Bu
kromozomal bolge, lenfoid ve miyeloid malignitelerde kromozomal translokasyon bélgesi

olarak tanimlanan bir bdlgedir (Sato vd 1995).

CDKN1B, siklin E-CDK2 yada siklin D-CDK4 kompleksine baglanarak, bu kompleksin
aktivasyonunu engeller. Yani hucre déngusi progresyonunun G1 evresinde kontrolUnu
saglar. CDKN1B’nin translasyonu G1’in erken evresinde maksimuma ulasmaktadir.
Temel fonksiyonu hucre dongusunu durdurmak yada yavaglatmak oldugu igin ‘Hucre
déngusu inhibitérd’ olarak ifade edilir (Roy A vd 2015). Ayrica, CDKN1B'nin asiri

ekspresyonunun CDK aktivasyonunu ve hicre doéngusunin S fazina girmesini
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engelledigi de rapor edilmistir (Polyak vd 1994, Toyoshima vd 1994). CDKN1B sadece
hicre dongusu ilerlemesinin bir ana duzenleyicisi olarak ortaya ¢ikmamistir, ayni
zamanda bircok malignitede de rol oynadigi gosterilmigtir. Ayrica CDKN1B, hicre
sagkalimini ve apoptozu da dizenlemektedir fakat etkileri ortam kosullarina oldukca
bagimhdir. Farkli galismalarda, CDKN1B'nin endotelyal ve fibroblast hicrelerinde CDK2
aktivitesini dusurerek apoptozisi negatif yonde regule ettigi gosterilmistir (Levkau vd
1998, Hiromura vd 1999). Ayni zamanda, CDKN1B'nin Ozellikle solid timorlerde
apoptozisi uyardigi da rapor edilmistir (Katayose vd 1997, Fujieda vd 1999, Eguchi vd
2004). Kanser hicrelerinde CDKN1B inaktivasyonu genellikle RTK, PI3K, SRC yada
MAPK vyolaklarinin onkogenik aktivasyonuyla gerceklesir. Bunlar CDKN1B’nin
proteolizini hizlandirirlar ve kanser hucresinin kontrolstuz bir sekilde hizli gogalmasina
yol acarlar. CDKN1B, Src tarafindan tirozin 74 yada 88 bdlgesinden fosforillendiginde
siklin E-cdk2 inhibisyonunu durdurur. Ayrica Src’nin CDKN1B proteininin hem vyari
omrunu azalttigi hem de daha hizli degrade olmasina yol actigi da gosterilmistir. Bu KIP
ailesi Uyelerinin mutasyonel inaktivasyonlarina ¢ok nadir olarak rastlaniimaktadir
(Deschénes vd 2001, Bastians vd 1998). CDKN1B genel anlamda bir timér baskilayi
gen olarak kabul edilmesine ragmen, son arastirmalar CDKN1B’nin onkogenik 6zelliginin
de olabilecegini gostermektedir. Min ve arkadaslari sitoplazmik CDKN1B’nin AML'de
kotu prognozla iligkili oldugunu goéstermiglerdir (Min vd 2004). CDKN1B uzun bir sure
boyunca sadece bir hiicre déngusu dizenleyicisi olarak distnilmesi dolayisiyla |6semi,
lenfoma ve diger malignitelerdeki islevi klasik olarak timoér baskilayici 6ézelliklerine
dayandiriimigtir. Artik son yillarda, CDKN1B hem bir timdr baskilayici hem de potansiyel
bir onkogen olarak tanimlanmaktadir (Roy ve Banerjee 2015).

Diger bir CDKI ailesi olan INK4 uUyelerinden CDKN2A ise 9. kromozomun p21.3
bolgesinde lokalizedir (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Paylasilan kodlama bélgelerinin ve
alternatif okuma gercgevelerinin kullanimiyla CDKN2A geni 2 ana protein kodlar. Bunlar
bir siklin bagimli kinaz inhibitéri olan p16 (INK4) ve p53 stabilize edici protein MDM2'yi
baglayan p14 (ARF)tir (Robertson ve Jones, 1999). Stott ve arkadaslar (1998),
CDKN2A'nin alfa transkriptinin  CDK4 ve CDK6 tarafindan Rb proteininin
fosforilasyonunu inhibe ederek hiicre dongusuni G1 evresinde engelleyen bir timdor
baskilayici olan p16'y1 (INK4a) kodladigini rapor etmiglerdir. CDKN2A'nin beta
transkriptinin ise p53 yolunu dizenleyen p14'U (ARF) kodladigi belirlenmistir. Yani
CDKN2A geni, iki kritik hucre dongusu duzenleyici yolu olan p53 ve RB1 yolunu
dizenleyen proteinleri kodlamaktadir. CDK4 ve CDK6’ya baglanan énemli bir hicre
dongusu duzenleyicisidir ve bu proteinlerin Rb proteinini fosforilleme yeteneklerini inhibe
eder (Coppé JP vd 2011). Hicrede CDKN2A miktarindaki azalig, hucre dongusunin G1

ile S fazi arasindaki kontrol noktasini bloke ederek, proliferasyon artisina neden
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olmaktadir. Bu gen siklikla birgok tumor ¢egitinde mutasyona veya delesyona ugramigtir

(http://www.cancerindex.org/geneweb/CDKN2A.htm).

INK4 ailesinin bir diger Uyesi olan CDKN2B, p15INK4B proteinini kodlamaktadir.
CDKN2B geni, birgok tumor cesitinde siklikla mutasyona ve delesyona ugramis bir
bdlgede CDKN2A'ya bitisik olarak yer almaktadir. Bu gen, CDK4 veya CDKG®6 ile bir
kompleks olusturan ve CDK kinazlarin aktivasyonunu onleyen bir siklin bagimli kinaz
inhibitdridnu kodlamaktadir. Siklin-D aracili CDK kinaz aktivasyonunu engeller. Yani bir
hucre gelisimi regulator proteini olan CDKN2B, hlcre dongusunin G1 progresyonunu
kontrol eden bir hiicre buyime dizenleyicisi olarak islev gérmektedir (Wolff vd 2013). Bu
genin ekspresyonunun TGF-f tarafindan 6nemli oOl¢clide induklenmesi, TGF-B'nin
uyardi§i buyime inhibisyonunda roli oldugunu géstermektedir. Bu genin iki alternatif
transkript varyanty tanimlanmistir ve bu iki varyant farkh proteinleri kodlamaktadir
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/1030). Hem CDKN2B'nin hem de CDKN2A'nin
inaktivasyonu, Rb fosforilasyonu icin gereklidir. Kanserde CDKN2B ve CDKN2A'nin
delesyonuna siklikla rastlanmaktadir (Beroukhim ve 2010, Bignell vd 2010).

Hicre dongusu regilatér molekdlleri, lenfomalarin olusumu ve progresyonu ile
oldukca yakindan iligkilidir. Ozellikle DBBHL ve Burkitt lenfoma gibi daha agresif
lenfomalarin hiicre dongusu regulatorlerindeki degisimler nedeniyle, daha yiksek
proliferatif indekse sahip olduklar bilinmektedir (Sanchez-Beato vd 2003). Hicre
dongusu inhibitorleri olarak fonksiyon yapan genlerde de lenfomagenezle iligkili olarak
genetik degisimler tanimlanmistir (Guney vd 2012, Laharanne vd 2010). Bu genetik
degisimler DBBHL’da nadir gorulen degisimler olarak yer almaktadir (Guney vd 2012,
Chonabayashi vd 2014). Bilgilerimiz dahilinde literatirde DBBHL’'da CDKN1A ve
CDKN1B’de tanimlanan bir genetik degisime rastlanmamigtir. Gliney ve ark., DBBHL
olgularinin yaklasik %5’'inde CDKN2A’da ve %6’sinda CDKN2B’de genetik degisimler
tanimlamiglardir (Guney vd 2012). Ayni ¢alismada s6z konusu genlerde gdézlenen
metilasyon oranlari ise sirasi ile %37 ve %31 olarak belirtilmistir. Amara ve ark., DBBHL
olgularinda metilasyon-spesifik PCR ile CDKN2A ve CDKN2B promoter metilasyon
oranlarini sirasiile %52 ve %41 olarak rapor etmislerdir (Amara vd 2008). Ayni zamanda,
CDKN2A promoter metilasyonunun DBBHL olgularinda kétu prognozla iligkili oldugu ve
sagkalim Uzerinde negatif etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Zainuddin vd 2011).
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2.8. Eksozomlar
2.8.1. Eksozom biyogenezi

Hucreler, ekstraselller vezikdl (EV)ler araciigi ile komsu hicrelerle veya uzakta
bulunan hucrelerle iletisim halindedirler. Bu vezikillerin orijini, biyogenezi, buyuklukleri
ve Ozellikleri birbirlerinden farkhidir ve literatirde farkli isimlendirmeler altinda
kullaniimaktadir. Henlz isimlendirme igin uluslararasi kabul goérmus kriterler
bulunmamakla birlikte, buyulkliklerine (mikrovezikiller, nanovezikiller), orijin aldigi
hicre veya doku tipine (onkozomlar), tahmin edilen biyolojik fonksiyonlarina (kalsifiye
edici matriks vezikdlleri) veya hicre disinda bulunmalarina goére (eksozomlar)
adlandiriimaktadirlar (Colombo vd 2014). EV’lerin izolasyon asamalarindaki teknolojik
ilerlemelere gore adlandirmalarin da guncellenecegi son derece agik olmakla birlikte,
glinumuzde literatirde EV’ler siklikla buyukliklerine gore adlandiriimaktadirlar. Buna
goére EV’ler apoptotik cisimler (1000-5000 nm), intermediate-blyUklikte mikrovezikuller
(MV’ler, 200-1000 nm) ve en kuglk veziklller de eksozomlar (30-150 nm) olarak

adlandiriilmaktadir.

Eksozomlar, 50-100 nm ¢apinda ve endositik orijinli memranla gevrili vezikillerdir.
Epitel hicreleri, B-hicreleri, retiktlositler ve timaér hiicreleri gibi birgok farkl hicre tipi
tarafindan ekstraselller alana salinirlar. GUnimuizde hastaliklarla iligkili olarak
eksozomlarin kan plazmasi, idrar, sit, bronkoalveolar lavaj érnekleri, amniyon sivisi ve
malign eflzyonlar gibi vucut sivilarinda bulunduklari bilinmektedir (Tkach ve Théry
2016). Eksozom olusumu, hiicre yizeyinde proteinlerin endositozu ile baglar (Sekil 2.9-
A). Bu slre¢ klatrin-bagimh (6rn; transferrin reseptdri) veya klatrin-bagimsiz (6rn;
glikozilfosfatidilinositol-anchored proteinler) olabilir. Bu endositik vezikiller erken
endozomlara dénusurler. Erken endozomlarin ligandlari hafif asidik pH’da housekeeping
reseptorlerinden ayrilarak ya plazma membranina geri donerler ya da diger proteinlerle
birlikte ge¢ endozomda yer alirlar. Ge¢ endozomlarda pH asidiktir (5.0-5.5) ve geg¢
endozomlar daha vyuvarlak sekillidirler. Ge¢ endozomda proteinler, membranin
tomurcuklanmasi ile olusan intraluminal vezikillere yerlesirler ve sonugta multivezikiler
cisim (MVB) olusur. MVB’ler ya protein degredasyonu igin lizozomlarla birlesirler ya da
plazma membrani ile flizyon yaparlar ve eksozomlar olarak ekstraselller alanda serbest
kalirlar. Bir baska ifade ile ekstraselller alana salinan intraluminal vezikiller eksozomlar
olarak adlandirilirlar (Kowal vd 2014). Dolayisiyla eksozom olusumu iki dahili
tomurcuklanma mekanizmasi icerdiginden, kdken aldigi hucrenin  topolojik
oriyentasyonunu korur (disarida membran proteinleri ve igeride sitozol benzeri
yapilanma) (Sekil 2.9-B).
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2.8.2. Eksozom igerigi

Eksozomlar, ilk kez 1980’lerde Stahl ve Johnstone’in calismalari sonucunda
retikllositlerden salinan 50 nm’lik vezikuller olarak identifiye edilmisler ve bircok hilicresel
atigin elden ¢ikarilma mekanizmalarindan biri olarak degelendirilmislerdir. Eksozomlarin
“hucresel ¢op toplayici” imajinin “bilgi tagiyan vezikuller” olarak degismesi onlarca yil
almistir. Gunumuzde eksozomlar, icerdikleri makromolekuller (protein, nikleik asitler,
lipidler) sayesinde hucreler arasinda bilgi transferini saglayan son derece donanimli
veziklller olarak buylk éneme sahiptirler. Eksozomlar hicresel etkilesimlerdeki bu kritik

onemleri nedeniyle de saglikta ve hastalikta farkli hlicresel mekanizmalari yonlendirirler.
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Sekil 2.9. (A) Eksozom biyogenez basamaklari, (B) Eksozom yapisi ve eksozomal igerik

Eksozomlarin igerdikleri ortak protein aileleri saperonlar (HSP70 ve HSP90), hiicre
iskeleti proteinleri (aktin, tibllin gibi), transport ve flizyonda yer alan proteinler (Rab11,
Rab2 ve anneksinler gibi), tetraspanin proteinler (CD9, CD63, CD81 ve CD82) ve
ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) proteinleri (TSG101
gibi)'dir. Bu proteinlerin yanisira her bir eksozom kdken aldigi hlicreye 6zgun proteinleri
de icerir (Colombo vd 2014, Whiteside 2016). Eksozomlar ayni zamanda DNA, mRNA
ve kodlama yapmayan RNA (snRNA, piRNA, snoRNA, snRNA gibi) molekullerini de
icerirler ve Ozellikle hicre digina g¢ikan nukleik asitlerin eksozom lipid membrani
tarafindan korunduguna dair veriler artmaktadir (Kalluri ve LeBleu 2016, Bortoluzzi vd
2017). Bu sonuglar bize eksozomal igerigin hastaliklarin izlenmesinde biyobelirtecler
olarak kullanilabileceklerini ve kan plazmasi, idrar, sut, bronkoalveolar lavaj érnekleri gibi
tim vicut sivilarinda bulunabildiklerinden “sivi  biyopsi® materyalleri olarak

degerlendirilebileceklerini gbstermektedir.
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Yapilan galigmalar eksozom igerisine alinacak biyomolekdullerin spesifik bir segilim ile
gerceklestigini gdstermektedir. Biyomolekillerin tiplerine gére, eksozom igine
alinmalarindan sorumlu mekanizmalar da farkliliklar gostermektedir. Konu ile ilgili en
detayh c¢alismalar proteinlerin eksozom igine paketlenmesi ile iligkilidr. Proteinlerin
eksozom igerigine dahil edilmesinden sorumlu en az 2 mekanizma tanimlanmigtir.
Bunlardan ilki ESCRT-bagimh mekanizmadir ve vezikil igine ubikutinlenmis proteinlerin
alimi ile baglar. Ubikutinlenmis proteinler ESCRT-0 tarafindan taninirlar ve ardindan
ESCRT-1 ve ESCRT-2'nin baglanmasi gergeklesir. Alix proteinleri, bu yapinin
sabitlenmesinden sorumludur. Sabitlenen bu yapilanma sonrasi vezikil tomurcuklanir
ve ESCRT-3 bu vezikilin membrandan ayrilmasini saglar (Henne vd 2011). Diger
mekanizma ESCRT-bagimsiz mekanizmadir. Mekanizma ile ilgili detayli veriler henlz
tanimlanma asamasindadir, ancak tetraspanin/lipid’lerin bu mekanizmada yer aldiklari
bilinmektedir. Tetraspaninler integral membran proteinlerdir ve eksozomlar
tetraspaninlerden oldukga zengin yapilardir. Diger transmembran proteinleri, sitozolik
proteinler ve lipidlerle etkilesime gectiklerinde, tetrspaninler membrani yeniden organize
ederler ve membranda tetraspaninden zengin bolgelerin olusumuna neden olurlar. Bir
tetraspanin olan CD81 molekuilid, hem membranla fiziksel organizasyonda hem de
sitozolik domaini araciligiyla hicre igerigi ile etkilesime girerek eksozom olusumunda

anahtar rol oynamaktadir (Perez-Hernandez vd 2013).

Lipid molekilllerinden seramidin spontan olarak endosomal membranin
kivrilmasindan sorumlu oldugu bilinmesine karsin, henliz vezikilin selektif olarak hangi
molekUlu nasil paketledigi ile ilgili mekanizma henlz bilinmemektedir. Yukarida
tanimlanan iki farkli mekanizmanin varligina karsin, eksozomlarin her iki mekanizmayi
da kullanarak proteinleri ve lipidleri vezikil igine paketledikleri bilinmektedir ki, bu durum
bize eksozomlarin makromolekullerin paketlenmesi acisindan heterojen olduklarini

gOstermektedir (Villarroya-Beltri vd 2014).

Eksozomlarla ilgili mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamig bir diger konu da
eksozomlarin hangi hicreleri hedef hiicre olarak sectikleri ve vezikdl igeriginin bu hedef
hucreler tarafindan nasil internalize edildigidir. TUmor kdkenli eksozomlarin endotelyal
hiicreler, epitel hiicreleri, fibroblastlar, kemik iligi myeloid prekursorleri, mezenkimal kok
hicreler ve diger timor hucreleri tarafindan alindigini rapor eden c¢aligmalar
bulunmaktadir (Whiteside 2016). Ancak, eksozomlarin periferik kan hicre
populasyonlari tarafindan kabul edildiklerine dair sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Bununla birlikte lenfoma 6zelinde sadece 2 g¢alisma yer almaktadir. Bu ¢alismalardan
biri 2015 yilinda tamamlanmistir. Saglikli génulli bireylerden ve lenfoma hastalarindan

izole edilen B-hicrelerinin Mantle hicreli lenfoma-kokenli eksozomlari etkin bicimde
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internalize ettikleri belirlenmigtir. Oysa, saglikli bireylerden ve lenfoma hastalarindan
izole edilen T ve NK hucrelerinin eksozomlari internalize etmedikleri/cok zor internalize
ettikleri gdézlenmistir (Hazan-Halevy vd 2015). Diger ¢alisma 2017 yilinda tamamlanmis
ve DBBHL hucre hatlarindan izole edilen eksozomlarin saglikh B-hicreleri tarafindan
internalizasyonlarinin hem ¢ok hizli oldugu hem de yuksek miktarda eksozom icerdigi
belirlenmigtir. NK, monosit ve T-hlcrelerinde ise eksozomlarin hicre igerisine
alinmasinin son derece diisiik diizeyde oldugu gézlenmistir (Bennit vd 2017). Ozetle,
eksozomlarin tercihli olarak alici hiicrelerle etkilesimi, eksozomlarin belli hiicre serilerini
etkilediklerini disindirmektedir. Bu 6zgunligin bir kismi, eksozomlarin icerdikleri
protein yapidaki ylzey reseptoérleri ve adezyon molekiilleri ile agiklanabilir (Sekil 2.10-
A). Eksozomlar direkt membran flizyonu ve endositoz olmak Uizere 2 temel mekanizma
ile hedef hiicre tarafindan internalize edilirler (Sekil 2.10-B). En iyi bilinen EV
internalizasyon mekanizmasi olan endositozdur ve eksozomlarin pasif membran
fuzyonunun aksine, daha siklikla endositoz araciligi ile internalize edildikleri
dusunulmektedir (French vd 2017).
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Sekil 2.10. Eksozomlarin alici hicrelerle etkilesimi (A) EV’ler farkli adezyon proteinleri
(tetraspaninler, integrinler, ECM proteinleri ve proteoglikanlar) ve lipidler aracihgi ile alici
hicrenin ylzeylerine baglanirlar. (B) EV’ler alici hicre tarafindan hticre yilzeyine
baglanma, membran flzyonu, fagositoz, makropinositoz, endositoz (klatrin, kaveolin,
lidip raft aracili) mekanizmalari ile internalize edilirler.
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2.8.3.Tumor-kokenli eksozomlar

Eksozomlarin igcerdikleri molekuller aracihigr ile hlcreler arasi iletisimde rol
oynamalari, son yillarda timoér-kokenli eksozomlarin yaygin bir sekilde arastiriimaya
baslanmasina énclulik etmistir. Timor-kdkenli eksozomlarin 6zellikle tetraspaninlerden,
MHC sinif | molekillerinden ve 1s1 sok proteinlerinden olduk¢a zengin olduklari
belirlenmigtir (Létvall vd 2014). Timor-kokenli ekzozomlarla ilgili galismalarin bir bélimu
eksozomlarin yapisal ézelliklerinin karakterizasyonuna odaklanirken, diger calismalar
eksozomlarin hucreler arasi iletisimdeki roline odaklanmistir. Ekstraselller alana
salinimlari, eksozomlarin ayni zamanda kan ve idrar gibi vicut sivilarinda da
arastirabilecedi olanagini sunmustur. Over kanserleri ile ilgili yapilan bir ¢alismada,
sirkllasyonda bulunan timér-kokenli eksozomlarinin miRNA ekspresyon profillerinin,
biyopsi drneklerindeki miRNA profilleri icin aday tani belirtegleri olarak
kullanilabileceklerini ve ayni zamanda asemptomatik bireylerin taramalarinda potansiyel
kullanimlarinin  olduklari gdsterilmistir (Taylor ve Gercel-Taylor 2008). Benzer
c¢alismalarla, kanserli bireylerin kan orneklerinden izole edilen eksozomlarin, kanser
tirine &zgln biyolojik belirtegleri tasidiklarini  gdésterilmistir (Thakur vd 2014,
Kalishwaralal vd 2018). Bu sayede tumoér hicrelerinden sirkilasyona salinan
eksozomlar, primer timorlerin genetik ve/veya epigenetik durumu igin uygun bir pencere

sunabilir niteliktedir.

Tumor-kdkenli eksozomlar; alici hiicrelerde kanser hicresi proliferasyonu, sagkalimi,
progresyonu ve tedaviye direncini arttirabilen sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonu ile
sonucglanan fenotipik ve molekiler mekanizmalara neden olurlar (Whiteside 2016,
Latifkar vd 2018). Ornegin timér-kdkenli ekzosomlar, anjiyogenezini destekleyecek ve
tumor hdcrelerinin immun  sistemden kagislarina yardim edecek sekilde tumor
mikrocevresini yeniden dizenlerler ve bdylelikle timoér progresyonuna Kkatilirlar.
DBBHL’da tumaor-kokenli eksozomlarla ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
c¢alismalardan ilkinde, DBBHL'da timo&r hicrelerinin eksozom araciligi ile komsu
hicrelere hicre proliferasyonundan sorumlu Wnt3a mRNA'sini transfer ettikleri ve
bdylelikle timoér mikrogevresindeki hucre populasyon dengesini duzenledikleri
gOsterilmistir (Koch vd 2014). Tiamor-kdkenli eksozomlar ayni zamanda, alici hedef
hicrelerde epigenetik yeniden programlanmay diizenleyen biyomolekdlleri de igerirler.
Bu igerdikleri biyomolekuller aracihdi ile hedef hicrelerde DNA metilasyonu, histon
modifikasyonu ve kodlamaya yapmayan RNA regllasyonu gibi cesitli epigenetik

mekanizmalari dizenlerler (Zhongrun vd 2015).
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2.9. Hipotezler

Yukarida verilen literatur bilgileri esliginde doktora tez ¢calismasinin hipotezleri:

DBBHL hastalarinin plazma eksozom konsantrasyonu, saglikli gonulli bireylerin
eksozom konsantrasyonundan daha yuksektir.

DBBHL hastalarinin plazma érneklerinden izole edilen eksozomlar DNA igerirler.
DBBHL hastalarinin eksozomal DNA metilasyon paterni, primer timoér DNA metilasyon
paternini yansitir.

DBBHL hastalarinin eksozomal RNA icerigi, primer timor RNA igeridini yansitir.
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a)

3. MATERYAL VE METOD
3.1.Calisma Grubu

Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji Poliklinigi'ne basvuran ve ilk kez
DBBHL tanisi alan 21 hasta, ¢alismaya asagida belirtilen kriterler dikkate alinarak dahil
edildi. DBBHL tanisi alan hastalardan EDTA’l tuplere (Vacutainer K2EDTA'lI tip, BD)
10’ar ml periferal kan 6rnegi alindi. Ayni zamanda, bu hastalardan patolojik olarak
DBBHL tanisi aldiklari timoér dokularina ait %10 formaldehit solisyonu ile tespit edilen

ve sonrasinda parafin bloklara gémull (FFPE) bloklarindan seri kesitler alindi.

DBBHL hastalarina ait calismaya dahil edilme kriterleri:

Klinik degerlendirmeyi takiben patolojik incelemeler sonucunda hastaligin
tanisini almak (Diinya Saglk Orgiti’niin belirledigi kriterlere gore),

b) De novo DBBHL tanisi almak,

¢) 18-75 yas arasinda olmak,

d) Enfeksiyoz ajanlar (HIV, EBV) agisindan negatif olmak,

e) Daha 6nce sitotoksik bir ila¢ tedavisi almamis olmak.

Galismaya dahil edilen DBBHL olgularinin immunofenotip alt gruplari Tibbi Patoloji
AD’nda ilgili 6gretim Uyesi tarafindan belirlendi. DBBHL'nin molekuler alt gruplarini
yansitacak sekilde immunofenotiplerinin belirlenmesinde Hans ve arkadaslarinin
tanimladigi algoritma kullanildi (Hans vd 2004). Bu amagla FFPE doku 6rneklerinden 5
pm kalinliginda kesitler alinip elektrostatik yukli, poli-L-lizin kapli lamlara yerlestirildi.
Doku kesitleri 60°C’de en az 2 saat dehidre edildi. Deparafinizasyon ve antijen retrival
islemlerini iceren immunohistokimyasal prosedurler igin otomatize sistem kullanildi
(Ventana Medical Systems). Analiz asamalarinda reaktif lenf nodulleri ve normal timik
doku Ornekleri pozitif kontrol olarak kullanildi. Primer antikorun eklenmedigi ve ayni
immunohistokimyasal protokolin uygulandigi preparatlar ise negatif kontrol olarak
degerlendirildi. immunohistokimyasal analizde, 1sik mikroskobunda 40x biiyiitmede
immunopozitif hiicreleri iceren en az 10 alan degerlendirildi. immunopozitif hiicrelerin
sayisl, sayllan toplam hiicre sayisina bélinerek ve neoplastik hiicrelerin en az %25’inde
immunopozitiflik gérilmesi durumunda “ekspresyon pozitif” olarak degerlendirildi.
DBBHL olgu grubunu olugturan hastalarin yas ortalamasi ile benzer yas olacak
sekilde 21 gonullu saglikh bireylerden, asagida belirtilen kriterler dikkate alinarak kontrol
grubu olusturuldu. DBBHL igin literatlrde cinsiyet farklihgi tanimlanmadigindan, kontrol

grubunun olusturulmasinda cinsiyet faktéri g6z 6nune alhinmadi. Kontrol grubunu
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olusturan bireylerden EDTA’lI tiplere (Vacutainer K2EDTA'l tip, BD) 10’ar ml periferal

kan 6rnegi alind1.

Kontrol grubunu olusturan bireylere ait calismaya dahil edilme kriterleri:

a) Herhangi bir malignite 6ykisu bulunmamak,
b) 18-75 yas arasinda olmak,

¢) Herhangi bir kronik hastalik dykisi (diyabetes mellitus, kronik karaciger hastaligi gibi)

ve otoimmun hastalik éykisi bulunmamak,
d) Organ fonksiyonlari agisindan stabil olmak,

e) Daha 6nce sitotoksik bir ilag tedavisi almamis olmaktir.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Komisyonu’ndan onay
alindiktan sonra (08/03/2016 tarih - 05 sayili kurul toplantisi), ¢alisma grubuna ait klinik

orneklerin alinimina baslanmistir.

3.2. Plazma Orneklerinden Eksozom izolasyonu

Calisma grubunu olusturan DBBHL hastalari ve saglikli gonuallu bireylerden periferik
kan o&rnekleri alindiktan sonra, en kisa slUrede eksozom izolasyonuna baglandi.
Eksozom izolasyonu ultrasantrifij-tabanli protokol uygulanarak 2 basamakta
gergeklestirildi (Caner vd 2016): ik basamakta, platelet-free plazma érneginin eldesi
hedeflendi ve bu amacla 2 kez ardisik olarak 2.500 x g’de 15 dk santrifij iglemleri
gergeklestirildi. ikinci basamakta, 12.000 x g'de 45 dk santrifiij sonrasinda érnekler, 0.2
pum por ¢apli filtreden gegirildi ve 110.000 x g’de 2 saat ve 1 saat olmak Uzere ardisik 2
farkli ultrasantrifdj islemi uygulandi (Optima Max-XP, Beckman Coulter). Ultrasantrif(j
sonrasinda, elde edilen pelet PBS’'te stspanse edildi ve 50 ul 6érnek ayni gun iginde
morfolojik analiz icin PAU Elektron Mikroskobu Birimi'ne iletildi. Geride kalan érnekler
sonraki analizlerde (Western blot analizi, mutasyon analizi, metilasyon-spesifik PCR ve
MRNA ekspresyon profillerinin belirlenmesi) kullaniimak tzere -80°C’de saklandi.

3.3.izole Edilen Eksozomlarin Karakterizasyonu
3.3.1. Morfolojik Karakterizasyon

Eksozomlarin morfolojik karakterizasyonlarini belirlemek icin 2 farkh yontem

uygulandi:
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3.3.1.1. Taramali Gegirimli Elektron Mikroskobu (STEM-Scanning Transmission
Electron Microscope) Yontemi:
- PBS igindeki eksozom pelletinden 5 ul alinarak formvar kapli nikel gridlere absorbe

edildikten sonra 20 dk inklbe edildi.

- PBS (pH 7,4) ile yikanan gridler, %2’lik paraformaldehit ile 10 dakika fikse edildikten ve
PBS ile yikandiktan sonra, %1’lik glutaraldehit ile 5 dakika fikse edildi.

- PBS ile yikanan gridler (7x2 dk), %Z2lik Uranil Asetat (sulu) ile 15 dakika
kontrastlandiktan sonra 3-5 kez tri-distile su ile yikandi.

- Kurutulan gridler, Taramali Gegirimli Elektron Mikroskobu dedektért (STEM) iceren
Alan Emisyon Taramali Elektron Mikroskobu'nda (FESEM-Carl Zeiss, Supra 40 VP)

incelendi ve mikrograflari alindi.

3.3.1.2.Taramali Elektron Mikroskobu (SEM-Scanning Electron Microscope)
Yoéntemi:

- PBS icindeki eksozom pelleti Poly-L lizin kapl yuvarlak lamellere damlatildiktan ve oda
sicakhiginda 40 dakika bekletildikten sonra, %2,5’luk gluteraldehit ve %4’luk
paraformaldehit (PBS’de) ile 5 dakika fikse edildi.

- Distile su ile yikanan lameller, gece boyunca kurumaya birakildiktan sonra stamplara
yerlestirildi ve Au-Pd ile kaplandi.

- Lameller Emisyon Taramal Elektron Mikroskobu’nda (FESEM-Carl Zeiss, Supra 40

VP) incelenerek mikrograflari alindi.

3.3.2.Eksozomal total protein konsantrasyonunun belirlenmesi

izole edilen eksozom érneklerinden protein lizatlari hazirlandi. Bu amagla, dncelikle
asagida belirtildigi sekilde lizis gcalisma tamponu hazirlandi ve protokol uygulandr:
- 1x lizis tamponuna (Cell Signalling Tech.), 1ul proteaz inhibitor kokteyli (100x) (Cell
Signalling Tech.) ve 1 ul EDTA (0.5 M) eklenerek toplamda 100 pl galisma lizis tamponu
elde edildi.
- 100 ul ¢alisma lizis tamponuna 100 ul eksozom d6rnegi eklendi ve homojenize edildi.
Ornekler 15 dk buzda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tekrar vortekslenerek eksozomal
protein lizatlari hazirlandi. Bu lizatlar; eksozomlarin total protein konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde, eksozomal proteinlerin Coomassie Blue ile goruntlilenmesinde ve

Western Blot analizlerinde kullanildi.
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Eksozomlarin total protein konsantrasyonlari Bradford yontemi ile belirlendi. Bu
amagla ticari bir kit (DC Protein Assay, BioRad) ve ticari protein standardi (Protein
Standard Il, BSA, BioRad) kullanildi. Uygulanan protokol asagida 6zetlendi:

- Protein standartlari kullanilarak 0,008-1,29 mg/ml konsantrasyonlarda olmak
uzere 5 farkh standart hazirlandi.

- Herbir standardin ve eksozomal protein lizat érneklerinin Uzerine, kitle birlikte
saglanan ¢alisma solusyonu eklendi ve homojenize edildi.

- Homojenatlarin Uzerine kitle birlikte saglanan bir diger solisyon (Reagent B)
eklendi ve 15 dk inklibasyondan sonra 705 nm’de (BioTek, ELx808) okuma yapildi.

- izole edilen eksozomlardaki total protein miktarlari, standart egri baz alinarak
hesaplandi.

Eksozomal proteinlerin Coomassie Blue ile goriintiilenmesi amaciyla uygulanan protokol
asagida 6zetlendi (Taylor ve Gergel-Taylor 2005, Lee vd 2013):

- 30 ul lizat 6rnegine 10 ul Western Blot yukleme boyasi (4x) (Thermo Sci.) eklendi ve
95°C’de 5 dk inkube edildi. Sonrasinda protein ornekleri 90 V'da SDS-PAGE jelde
yUrutilda (BioRad).

- Jel érnekleri Coomassie blue (Sigma), metanol (Merck) ve glasial asetik asit (Merck)
iceren boyama sollisyonuna aktarildi ve 4 saat inkibe edildi.

- Inkiibasyon sonrasi, jel drnekleri metanol ve glasial asetik asit iceren destaining
solisyonunda 16 saat inkibasyona birakildi.

- inkiibasyon sonrasi jel gortintileri alind.

3.3.3. Eksozomlarda CD63, CD81 (TAPA1) ve TSG101 yuzey belirteglerinin
belirlenmesi

Eksozomal ylizey belirteclerinin varligi icin yapilacak Western Blot analizleri igin
ayrilan eksozomal protein lizat 6rneklerine de 10 ul Western Blot yukleme boyasi eklendi
ve 95°C’de 5 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi anti-CD63 (Abcam), anti-CD81
(Abcam), anti-TSG101 (Abcam) ve anti-B aktin (Abcam) primer antikorlari ve goat anti-
rabbit IgG sekonder antikoru (Abcam) kullanilarak Western Blot analizleri tamamlandi.
Bu amagla uygulanan protokol agagida 6zetlendi:
- %10’luk SDS-PAGE jeli hazirlandi. Jelin kuyularina 20 pl olacak sekilde eksozomal
total protein lizat drnekleri ve protein molekuler agirlik standardi (Prestained Protein
Ladder, Santa Cruz Biotech.) ylUklendi.
- SDS-PAGE jeller, 1 x SDS running tamponunda yaklasik 1 saat yiritaldi (BioRad).
- Elektroforez islemini takiben, jel ve blot membrani (PVDF membran, Immobilon-P,
Sigma) icerecek sekilde yeni bir jel kaseti hazirlandi ve 1x transfer tamponunda 100 V’da

90 dk bekletilerek jelde bulunan proteinlerin membrana transferi gergeklestirildi.
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- Membranlar, yagsiz sut tozu igceren TBST sollisyonunda yaklasik 1 saat bekletilerek,
bloklandi.

- Uretici firmanin énerdigi konsantrasyonlarda her bir hedef yiizey belirteci igin primer
antikorlar hazirlandi ve membranlar 4°C’de gece boyu inkibasyona birakildi.

- inkiibasyon sonrasi membranlar TBST’de 10 dk (x4) rotatorda yikandi.

- Yikama sonrasi membranlara sekonder antikor solusyonu (1:10.000 diliisyonda)
eklendi ve oda sicakhiginda 1 saat inklibe edildi.

- inktibasyon sonrasi membranlar TBST’de 10 dk (x4) rotatorda yikandi.

- Membranlar, sekonder antikorun tasidigi HRP’nin kromojenik substratini (DAB) iceren

boyama solisyonunda géruntilendi.

Boyama sollisyonunun hazirlanmasinda, éncelikle 200 mM Sodyum Asetat (pH 5.0)
(Sigma) igine 0.0334 g DAB (Sigma) eklendi. Uzerine %0.3'liik CoCl (Merck) ve %3’lik
H.0- (Merck) eklendi.

3.4.Plazma Orneklerinde Eksozom Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

izole edilen eksoozmlarin karakterize edilmelerinden sonra, plazma orneklerindeki
eksozom konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaci ile, tim eksozomlarda var oldugu
bilinen esteraz enzim aktivitesine dayali protokol uygulandi ve bu amagla ticari kit
(Exocet, SBI) kullanildi. Uygulanan protokol asagida 6zetlendi:
- Kitle birlikte saglanan standart 6rnegi kullanilarak 20x107-1280x10" arahinda 7 farkli
standart 6rnegi hazirlandi.
- Eksozom érneklerine (20 pl) eksozom lizis tamponu (80 ul) eklendi, 37°C’de 5 dk inklibe
edildikten sonra 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
- Santriflij sonrasi elde edilen stpernatan 6rneklerine (50 ul) ve standart drneklerine kitle
birlikte saglanan reaksiyon karigimi eklendi ve 15 dk inkiibe edildi.
- inkiibasyon sonrasi érneklerin 405 nm dalga boyunda OD degerleri kaydedildi (BioTek,
ELx808) ve standart grafigi kullanilarak, plazma &rneklerindeki eksozom

konsantrasyonlari belirlendi.

3.5.DNA izolasyonu
3.5.1. Eksozom Orneklerinden DNA izolasyonu

DBBHL hastalari ve saglkli gonulli bireylerin plazma 0Orneklerinden elde edilen
eksozomlarin EZH2 ve EZH2'nin hedef genlerine ait DNA fragmanlarini icerip
icermediklerinin belirlenmesi amaciyla, eksozom orneklerinden DNA izolasyonu yapildi.
DNA izolasyonu oncesinde eksternal DNA kontaminasyonunu Onlemek amaci ile,
eksozom &rneklerine DNaz | (Roche Inc.) uygulamasi yapildi. Ozetle, 100 pl eksozom

ornegi (PBS i¢inde) Uzerine uretici firma tarafindan saglanan 10x tampon (10 pl) ve DNaz
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| enzimi (1U) eklendi ve 37°C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. inkiilbasyon sonrasi,
enzimin inaktivasyonu icin érnekler 75°C’de 10 dk inklbe edildi ve sonrasinda DNA

izolasyon asamasina gegildi.

Eksozom orneklerinden DNA izolasyonu QlAamp® DNA Mini Kit(Qiagen) kullanarak
gerceklestirildi. Asagida DNA izolasyonu amaci ile uygulanan basamaklar ana hatlari ile

yer almaktadir:

1) Eksozomal 6rnek Uzerine, kitle birlikte saglanan doku lizis tamponu ve proteinaz
K eklendi. Ornek, 56°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.

2) inkiibasyon sonrasi, 6rnek tizerine %100’liik etanol eklendi ve homojenize edildi.
3) Elde edilen homojenat, kitle birlikte saglanan spin-kolonlara aktarildi ve santrifij
edildi.

4) Santriflij sonrasi sirasi ile 2 farkli yilkama tamponu kullanilarak spin-kolonlar
yikandi.

5) Yikama sonrasinda, spin-kolonlarda bulunan membranlar kurutuldu ve tzerlerine

elusyon tamponu eklendi ve santrifiij edildi.
6) Santriflij sonrasi elde edilen DNA o6rneklerinin konsantrasyonlari ve safliklari

spektrofotometrik olarak 6l¢lildi ve hesaplandi (Nanodrop, Thermo Sci.).

3.5.2.Eksozomal DNA’'nin Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ile Goriintiilenmesi

Bilgilerimiz dahilinde literatirde, DBBHL hastalarin plazma eksozomlarinin DNA
icerdigine dair bilgi bulunmadigindan, destekleyici olmasi amaci ile izole edilen
eksozomal DNA’nin AFM ile géruntilenmesi gerceklestirildi. Bu amacla, érnek hazirhgi
icin Memorial Sloan Kettering Cancer Center, USA’dan Dr. A. Barlas ile kisisel
gorusmeler yapildi ve sonrasinda protokol belirlendi. Buna gore, mika ylzey uzerine 5
mM Mg*? varliginda 50 ul DNA 6rnegi (2 ng/ml) yiiklendi. Oda sicakliginda 3 dk inkiibe
edildi. Ardindan 1 ml ultrapure deiyonize H.O ile mika ylzey yikanarak kurumaya
birakildi. Hazirlanan 6rnekten AFM ile géruntl alinmasi igin hizmet alimi (NanoMagnetik

Bilimsel Cihazlar, Ankara) yapildi.
3.5.3.FFPE Doku Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

DBBHL hastalarinin FFPE doku 6rneklerinden DNA izolasyonlari ticari kit (QlAamp
DNA Mini Kit, Qiagen) yardimi ile gerceklestirildi. Asagida DNA izolasyonu amaci ile

uygulanan basamaklar, ana hatlari ile yer almaktadir:

1) Arsiv doku drneklerinden alinan seri kesitlerde, timoér dokusu etrafinda bulunan

fazla parafin, steril bistiri ve pens yardimi ile mekanik olarak uzaklastirildi.

33



2) Doku érneklerinde deparafinizasyon amaci ile ksilen (Sigma-Aldrich) ilave edildi
ve homojenize edildi.
3) Ornekler 56°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi.

4) inkllbasyon sonrasinda doku o6rnekleri santrifij edildi ve slpernatant
uzaklastirildi.
5) Doku érneklerinde kalan ksileni uzaklastirmak amaci ile %100 etanol eklendi ve

homojenize edildi. Sonrasinda santrifilj edilerek, sipernatan uzaklastirildi.

6) Pelet Uzerine kitle birlikte saglanan doku lizis tamponu ve proteinaz K eklendi.
Ornek, 56°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.

7 Orneklere kitle birlikte saglanan bir diger lizis tamponu eklendi ve homojenize
edildikten sonra 70°C’de10 dk inklibasyona birakildi.

8) inklibasyon sonrasi, 6rnek tizerine %100’liik etanol eklendi ve homojenize edildi.
9) Elde edilen homojenat, kitle birlikte saglanan spin-kolonlara aktarildi ve santrifij
edildi.

10)  Santrifij sonrasi sirasi ile 2 farkh yikama tamponu kullanilarak spin-kolonlar
yikandi.

11) Yikama sonrasinda, spin-kolonlarda bulunan membranlar kurutuldu ve Uzerlerine
elusyon tamponu eklendi ve santrifuj edildi.

12)  Santrifuj sonrasi elde edilen DNA 6rneklerinin konsantrasyonlari ve safliklari

spektrofotometrik olarak ol¢lldi ve hesaplandi (Nanodrop, Thermo Sci.).

3.6. Bisiilfit Uygulamasi

Metilasyon-spesifik PCR uygulamasindan dnce, izole edilen DNA 6rneklerine bisulfit
uygulamasi yapildi. Bu amagla ticari kit (EZ DNA Methylation-Gold Kit, Zymo Res.)

kullanildi. Asagida bu amacla uygulanan basamaklar, ana hatlari ile yer almaktadir:

1) Kitle birlikte liyofilize halde saglanan dénlsim reagenti, Uretici firmanin belirttigi
sekilde hazirlandi.

2) Toplam 20 pl DNA 6rnedi (DNA konsantrasyonu 60-120 ng) Uzerine 130 pl
dénusum reagenti eklendi ve 6rnekler thermal cycler'da (Nyx Technik, Inc. USA) 6nce
98°C’de 10 dk ve sonrasinda 64°C’de 2.5 saat inklbe edildi.

3) inklibasyon sonrasi érnekler, kitle birlikte saglanan ve lzerlerine 600 pl baglanma
tamponu eklenen spin-kolonlara aktarildi.

4) Ornekler 14.000 rpm’de 30 sn santrif(j edildi. Santrifilj sonrasi, spin-kolonlara 100
Ml yikama tamponu eklendi ve 14.000 rpm’de 30 sn santrifij edildi.

5) Santriflij sonrasi, spin-kolonlara 200 ul desilfonasyon tamponu eklendi ve oda
sicakliginda 15-20 dk inkube edildi.
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6) Spin-kolonlar bir kez daha yikama tamponu kullanilarak yikandi ve sonrasinda

10 ul elisyon tamponu eklenerek, bistilfit uygulamasi yapilan DNA drnekleri elde edildi.

3.7. Metilasyon-Spesifik PCR (MSP)

Kuramsal bilgiler boliminde tartistigimiz Gzere, DBBHL'da EZH2 ekspresyonunun
varoldugu bilinmektedir ve literatirde bilgilerimiz dahilinde DBBHL'da EZH2’de DNA
metilasyonunun varligini bildiren bir calisma da bulunmamakla birlikte EZH2'nin hedef
genlerinin promoter bélgelerinde DNA metilasyonun varligi tanimlanmistir (De vd 2013).
Bu nedenlerle, calismamizda sadece EZH2'nin hedef genlerinde metilasyon paternleri
arastirildi. Bisulfit uygulamasi tamamlanan DNA o6rnekleri ve hedef genlerin (CDKN1A,
CDKN1B, CDKN2A ve CDKN2B) promoter bdlgelerine 6zglin metile ve unmetile primer
setleri kullanilarak metilasyona-spesifik PCR gerceklestirildi (Applied Biosystem). Hedef

genler icin kullanilan primer setleri Tablo 3.1’de 6zetlendi.

Tablo 3.1. Hedef genlere 6zglin MSP icin metile ve unmetile primer setleri

Hedef Gen Baz dizisi (5'—3’) Buyiikl Referans

tk (bp)

CDKN1A Watanabe vd
Metile-forward GTTGTTTGTTGGAATTCGGTTAG 2010
Metile-reverse CGACGAATCCGCGCC 230
Unmetile-forward GTTTGTTGGAATTTGGTTAG
Unmetile- reverse CAACAAATCCACACCCAA 230

CDKN1B Park vd 2001
Metile-forward AAGAGGCGAGTTAGCGT
Metile-reverse AAAACGCCGCCGAACGA 195
Unmetile-forward ATGGAAGAGGTGAGTTAGT
Unmetile-reverse AAAACCCCAATTAAAAACA 212

CDKN2A Psofaki vd
Metile-forward TTATTAGAGGGTGGGGGGGATCGC 2010
Metile-reverse CCACCTAAATCGACCTCCGACCG 234
Unmetile-forward TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT
Unmetile-reverse CCACCTAAATCAACCTCCAACCA 234

CDKN2B Shiozawa vd
Metile-forward GCGTTCGTATTTTGCGGTT 2006
Metile-reverse CGTACAATAACCGAACGACCGA 154
Unmetile-forward TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT
Unmetile-reverse CCATACAATAACCAAACAACCAA 154

Her hedef gen icin Tablo 3.2’de yer alan reaksiyon karigimi hazirlandi ve sonrasinda

6zgun MSP protokolleri uygulandi (Tablo 3.3-3.6).
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Tablo 3.2. MSP igin reaksiyon karigimi

Reaksiyon Komponenti Stok Konsantrasyon Miktar
PCR reaksiyon karisimi (Roche 2X 12.5 pl
Diag.)

Forward primer 10 uM 1.25 pl
Reverse primer 10 uM 1.25 pl
DNA 6rnegi - 5ul
PCR-grade H.O - 5ul

Tablo 3.3. CDKN1A igin MSP protokoli

Metile primerler icin MSP protokolu

Analiz Modu Dongii Sicaklik | Sire

Pre-inklbasyon | 1 95°C 3dk

Amplifikasyon 40 Amplifikasyon 40
Denatirasyon 95°C 30 sn Denatirasyon 95°C 30 sn
Annealing 48°C 30 sn Annealing 45°C 30 sn
Ekstensiyon 72°C 1dk Ekstensiyon 72°C 1dk

Final ekstensiyon | 1 72°C 10 dk |l Final ekstensiyon | 1 72°C 10 dk

Tablo 3.4. CDKN1B icin MSP protokoli

Metile primerler icin MSP protokolu

Unmetile primerler i¢cin MSP protokolu

Analiz Modu Doéngu Sicaklik | Siire Analiz Modu Dongii | Sicakhik | Siire
Pre-inkiibasyon | 1 95°C 3dk Pre-inkiibasyon | 1 95°C 3dk
Amplifikasyon 40 Amplifikasyon 40
Denatlrasyon 95°C 30 sn Denatlrasyon 95°C 30 sn
Annealing 49°C 30 sn Annealing 43°C 30 sn
Ekstensiyon 72°C 1 dk Ekstensiyon 72°C 1 dk
Final ekstensiyon | 1 72°C 10 dk (§f Final ekstensiyon | 1 72°C 10 dk

Unmetile primerler i¢cin MSP protokolu
Analiz Modu Dongii Sicakhk | Sire
Pre-inklbasyon | 1 95°C 3dk
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Tablo 3.5. CDKN2A igin MSP protokoli

Metile primerler icin MSP protokolu

Unmetile primerler igin MSP protokolu

Analiz Modu Doéngu Sicaklik | Siire Analiz Modu Dongli | Sicakhk | Siire
Pre-inkibasyon | 1 95°C 3dk Pre-inkibasyon | 1 95°C 3dk
Amplifikasyon 40 Amplifikasyon 40
Denatirasyon 95°C 30 sn Denatirasyon 95°C 30 sn
Annealing 59°C 30 sn Annealing 54°C 30 sn
Ekstensiyon 72°C 1dk Ekstensiyon 72°C 1 dk
Final ekstensiyon | 1 72°C 10 dk (§f Final ekstensiyon | 1 72°C 10 dk

Tablo 3.6. CDKN2B igin MSP protokoli

Metile primerler i¢cin MSP protokoli

Unmetile primerler igcin MSP protokolu

Analiz Modu Doéngu Sicaklik | Siire Analiz Modu Dongii | Sicakhk | Siire
Pre-inkibasyon | 1 95°C 3dk Pre-inkiibasyon | 1 95°C 3dk
Amplifikasyon 40 Amplifikasyon 40
Denatirasyon 95°C 30 sn Denatirasyon 95°C 30 sn
Annealing 51°C 30 sn Annealing 47°C 30 sn
Ekstensiyon 72°C 1dk Ekstensiyon 72°C 1 dk
Final ekstensiyon | 1 72°C 10 dk (§f Final ekstensiyon | 1 72°C 10 dk
PCR reaksiyonlarinin tamamlanmasini takiben, &rnekler %1’lik agaroz

elektrofezinde (BioRad) 90 V’da ydratalda ve jel gérintileri alindi. Jel gortntilemede
Jel

gorintilerinde hedef her bir gene 6zgliin metile ve unmetile primer setleri ile yapilan MSP

100 bp’lik molekuler agirlik marker't (Thermo Scientific, Fermentas) kullanildi.

sonrasi bant buyuklikleri analiz edildi ve metilasyon durumlari degerlendirildi.

3.8.Dot Blot Analizi

Eksozomal ve genomik DNA O&rneklerinin hedef genlerdeki metilasyon durumlar
acisindan birebir uyumunu gérdikten sonra, bu uyumun genom capli olup olmadigini

arastirmak amaci ile elimizde DNA 6rnedi bulunan bazi érneklerde dot blot analizi

yapildi.

Dot blot analizinde uygulanan basamaklar, ana hatlari ile asagida verilmistir:
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1) DNA 6rnekleri 0.4 N NaOH ile denature edildi (30 dk) ve ardindan buza alind1.

2) DNA orneklerine egit miktarda 0.95 M Tris (pH 6.8) eklenerek ndétralize edildi. Ardindan
her bir 6rnegin 2 kath 4 seri dilisyonlari (50 ng’dan baglayarak) yapildi.

3) Dilue edilen 6rnekler (5 pl), aralarinda 1 cm bogluk olacak sekilde Nylon membrana
(Hybond-N*, American Biosciences) damlatildi. Membran 10 dk oda sicakliginda inkibe
edildi.

4) Inkiibasyon sonrasi, membran DNA’nin baglanmasi igin Stratalinker® UV
crosslinker’a (Vilbert Leurmart) yerlestirildi ve 0.120 Joule’de 1 dk bekletildi.

5) Ardindan membran %1 sut tozu iceren TBST’de oda sicakliginda 1 saat inklibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasi membran 2 kez 5’er dk olmak tizere TBST de yikand!.

6) Membran, final konsantrasyonu 1 ug/ml primer antikor (Anti-5-metilsitozin (5-mC)
antikoru, Abcam) icerecek sekilde 10 ml'lik %1’lik sut tozu iceren TBST’ye aktarildi ve
+4°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi, membran 5 kez 5’er dk
olmak izere TBST’de yikandi.

7) Membran, 1:4000 dilie olacak sekilde sekonder antikor (Goat Anti-Rabbit IgG H&L,
Abcam) iceren TBST'ye aktarildi ve oda sicakliginda 1 saat inkibasyona birakildi.
inkiibasyon sonrasi membran 5 kez 5’er dk olmak lizere TBST de yikand!.

8) DNA-primer antikor etkilesimlerini gézlemlemek i¢cin membran boyandi (Luminata
Crescendo Western HRP substrate, Milipore) ve goéruntuleri alindi (G-Box Chemi-XR9,
Syngene).

3.9. Mutasyon Analizi

Eksozomal DNA ve FFPE doku orneklerinden elde edilen genomik DNA’larin
EZH2'nin hot-spot (Y641) mutasyonunu taslyip tasimadiklarinin belirlenlenmesi
amaciyla hizmet alimi yolu ile DNA dizi analizi yapildi. Bu amagla kullanilar primer setleri

Tablo 3.7°de yer almaktadir.

Tablo 3.7. EZH2 Y641 mutasyon analizinde kullanilan primer setleri

Hedef Gen Baz dizisi (5°—3’)

EZH2 (ekzon 16)
Forward GCATCTATTGCTGGCACCATC
Reverse CATTTCCAATCAAACCCACAGA

Kisaca, ilk asamada hedef genlere 6zgln primerler ve PCR1 sw AmpliTag Gold
360 Master karisimlari kullanilarak PCR tamamlandi. PCR sonrasi, purifikasyon
asmasina gegildi ve sonrasinda BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing kit kullanilarak

DNA o6rneklerinin dizi analizi asamalari tamamlandi (ABI 3500 Genetic Analyser, USA).
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3.10.Total RNA izolasyonu

3.10.1. Eksozom Orneklerinden Total RNA izolasyonu

DBBHL hastalari ve saglikh gondlli bireylerin plazma o6rneklerinden elde edilen
eksozomlarin EZH2 ve EZH2'nin hedef genlerine ait mRNA'lari igerip icermediklerinin
belirlenlenmesi amaciyla, eksozom 6rneklerinden total RNA izolasyonu yapildi. Total
RNA izolasyonu o6ncesinde eksternal RNA kontaminasyonunu onlemek amaci ile,
eksozom orneklerine RNaz A (Invitrogen) uygulamasi yapildi. Ozetle, 100 ul eksozom
ornegdi (PBS iginde) tzerine 5 yl RNaz A enzimi (20 mg/ml) eklendi ve 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi, enzimin inaktivasyonu igin érnekler 65°C’de

10 dk inkube edildi ve sonrasinda RNA izolasyon asamasina gegildi.

Asagida total RNA izolasyonu amaci ile uygulanan basamaklar, ana hatlari ile yer

almaktadir:

1) 300 pL eksozom o&rnegi Uzerine 100 ul doku lizis tamponu (Ambion) ve 1 mL
Trizol (Roche) eklendi.

2) Ornek Uizerine kloroform (Sigma) eklenerek faz ayriminin olusmasi saglandi ve
en Ustte yer alan ak6éz fazdan 750-800 ul alinarak steril bir tipe aktarildi.

3) RNA presipitasyonu igin izopropil alkol (AppliChem) eklendi ve sonrasinda RNA
%70’lik etanol (Sigma) ile yikand..

4) Alkolun uzaklastiriimasini takiben RNA, RNaz-free suda (Ambion) ¢ézduruldu.
5) Elde edilen total RNA’nin miktari spektrofotometrik olarak (NanoDrop, Thermo)

Olculdlu ve hesaplandi.

3.10.2.FFPE Doku Orneklerinden Total RNA izolasyonu

EZH2 ve EZH2'nin hedef genlerine ait MRNA igerikleri agisindan, DBBHL hastalarinin
tani aldiklari timoér doku 6rnekleri ve plazma eksozom &rnekleri arasindaki uyumu
belirlemek amaci ile, FFPE doku érneklerinden de Trizol reagenti kullanilarak total RNA
izolasyonu gerceklestirildi. FFPE doku orneklerinden DNA izolasyonu protokolde oldugu
gibi, ilk olarak doku orneklerinin etrafinda bulunan fazla parafin steril bistliri ve pens
yardimi ile mekanik olarak uzaklastirildi. Deparafinizasyon amaci ile ksilen kullanildi ve
sonrasinda ksileni uzaklastirmak amaci ile etanol kullanildi. Bu agsamadan sonra bir
onceki basamakta belirtildigi sekilde Trizol reagenti kullanilarak total RNA izolasyonu
tamamlandi. Elde edilen total RNA'nin miktari spektrofotometrik olarak (NanoDrop,

Thermo) dl¢lldi ve hesaplandi.
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3.11.Total RNA orneklerinden cDNA sentezi

izole edilen total RNA érneklerinden cDNA sentezi, ticari kit (One Script Plus cDNA
sentez Kkiti) kullanilarak gerceklestirildi. Asagida cDNA sentezi igin uygulanan

basamaklar, ana hatlari ile yer almaktadir:

1) izole edilen herbir total RNA 6rnedi icin tablo 3.8’de tanimlanan reaksiyon

karisimi hazirlandt:

Tablo 3.8. cDNA sentezi icin reaksiyon karigimi

Reaksiyon Komponenti Miktar

dNTP karisimi 1l

Random primer 1 ul

RNase-free su X ul (Herbir 6rnek icin ayri hesaplandi)

Total RNA 6rnegi X ul (Son konsantrasyonu 2 pg total RNA

olacak sekilde hesaplandi)

Toplam Hacim 14,5 pl
2) Hazirlanan reaksiyon karisimi 65 °C’de 5 dk inkibe edildi ve sonrasinda buzda

3 dk inkibe edildi.

3) Ornekler thermal cyclerda (Nyx Technik, Inc. USA) dnce 98°C’de 10 dk ve
sonrasinda 64°C’de 2.5 saat inkube edildi.

4) Sonrasinda thermal cyclerda 25°C’de 10 dk, 50°C’de 15 dk ve sonrasinda
85°C’de dk inkiibe edilerek cDNA drnekleri elde edildi. Ornekler analiz asamasina kadar
-20°C’de saklandi.

3.12. Gergek-zamanh PCR

DBBHL hastalarinin plazma eksozom drneklerinin EZH2, CDKN1A, CDKN1B,
CDKN2A ve CDKN2B mRNA’larini igerip icermediklerinin ve bu ekspresyon profilinin
karsiliklari olan timdér doku 6rneklerinde var olup olmadiginin belirlenmesi amaci ile
gercek-zamanh PCR protokoll uygulandi (Tablo 3.9-10). EZH2 (Assay ID: 110296),
CDKNI1A (Assay ID: 144097), CDKN1B (Assay ID: 100855), CDKN2A (Assay ID:
101437), CDKN2B (Assay ID: 101439) ve B-aktin (Assay ID: 143636) genlerinin
ekspresyon analizinde kullanilacak primer-prob setleri Universal Probe Library (UPL)

den (Roche Diagnostic) secildi.
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Tablo 3.9. Gergek-zamanli PCR komponentleri

Komponent Miktar
Master Karigimi 10
Primer-Prob Karigimi (Single assay) 1l
PCR-grade su 5ul
cDNA 6rnegi 4 ul

Tablo 3.10. Gergek-zamanh PCR protokoli*

Analiz Modu Doéngii Segment Sicakhik Sire  Kazanim Modu
Pre-inkiibasyon
1 95 °C 10dk -
Amplifikasyon
Denatlrasyon 95 °C 10sn -
50 Annealing 60 °C 30sn Tek
Ekstensiyon 72 °C lsn -
Sogutma
1 40 °C 30sn -

*

. Gergek-zamanli PCR Protokoll; LightCycler 1.5 PCR sisteminde (Roche Diagnostics)

gerceklestiriidi ve Pre-inkiilbasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip DNA’nin denatirasyonu,
Amplifikasyon: Hedef boélgenin primerler yardimi ile ¢ogaltiimasi, Sogutma: Sistemde yer alan

termal blogun sodutulmasi basamaklarini icermektedir.

3.13.istatistiksel Analiz

Tam istatistiksel degerlendirmeler SPSS 17.0 programinda gergeklestirildi. P <0.05

degeri anlamh kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. DBBHL hastalarina ve kontrol grubuna ait klinikopatolojik veriler

Calismaya dahil edilen olgu grubunda 11 kadin ve 10 erkek hasta yer aldi. Bu
hastalarin yas ortalamalari 62.5£15.12 olarak hesaplandi. Kontrol grubunda 8 kadin ve
13 erkek birey yer aldi ve yas ortalamalari 65.6£14.0 olarak hesaplandi. Materyal ve
metod bolumunde belirtilen kriterlere gore degerlendiriien DBBHL hastalarina ait
demografik veriler Tablo 4.1’de 6zetlendi.

Tablo 4.1.DBBHL hastalarina ait demografik veriler

Hasta Sayisi (n) %

Immunofenotip

GC 5 24

Non-GC 16 76
Evre

Erken Evre (I-11-111) 8 38

ileri Evre (IV) 13 62
IPI

Disuk (0-1-2) 10 47

Yuksek (3-4-5) 11 53
Tutulum

Nodal 7 33

Extranodal 14 67
Sagkalim

>24 ay 9 43

<24 ay 12 57

4.2. Saghkh gonullii bireyler ve DBBHL hastalarinin plazma 6rneklerinden
eksozom izolasyonu ve karakterizasyonu

Calismaya dahil edilen tum plazma o6rneklerinden basarili bir bicimde eksozom
izolasyonlari gergeklestirildi. Asagida, izole edilen eksozomlarin karakterizasyonlari ile

ilgili bulgular yer almaktadir.

4.2.1 Eksozomlarin morfolojik karakterizasyonu

STEM ve SEM analizlerinde, saglkli gonullu bireyler ve DBBHL hastalarin
plazmalarindan izole edilen eksozomlarin, beklendidi gibi 40-120 nm ¢apinda olduklari
belirlendi. Sekil 4.1 ve 4.2’te sirasi ile saglikh génulli bireyden ve DBBHL hastasindan

izole edilen eksozomlara ait 6rnek elektron mikroskopi goruntuleri yer almaktadir.
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Mag = 125.00 K X 200 nm WD = 3.8 mm EHT = 15.00 kv Signal A= STEM
PAUEMB

od’ r

Noise Reduction = Line Int. Don€hamber Status = Pumping (HV)

- .‘.

Pa RPa4=8475nm
X

Pa 4

Date :1 Mar2016  Time :15:44:3
Noise Reduction = Frame Avg Chamber Status = Pumping (HV) System Vacuum = 5.23e007 mbhar

Mag = 27.00 K X 1pm WD = 12.8 mm EHT = 6.00 kV Signal A = SE2
PAUEMB  S——

Sekil 4.1. Saglkli gondlli bireye ait plazma drneginden izole edilen eksozomlarin (A)
STEM ve (B) SEM goériuntileri. Pa: Hedef partiklll. PaR: Elektron Mikroskopi analiz
sisteminde 0lgek ‘Point to point measure’ ile partikallin ¢api.
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Mag = 100.00 K X 200nm  WD= 4.1mm EHT = 15.00 k¥ Signal A= STEM
PAUEMB  — Noise Reduction = Frame Avg Chamber Status = Pumping (HV)

Mag= 60.00 K X 200nm WD = 8.1 mm EHT = 6.00 kv Signal A = SE2 Date :13 Jun 2016
PAUEMB — Line Int. Don@hamber Status = Pumping (HV) System Vacuum =

Sekil 4.2. DBBHL hastasina ait plazma drneginden izole edilen eksozomlarin (A) STEM
ve (B) SEM goruntileri. Pa: Hedef partikil. PaR: Elektron Mikroskopi analiz sisteminde
Olcek ‘Point to point measure’ ile partiktlin ¢api.
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4.2.2 Eksozomlarin total protein konsantrasyonlari

DBBHL hastalari ve saglikh gonullu bireylerden izole edilen eksozom 6rneklerinde,
Bradford ydntemi kullanilarak eksozomal total protein miktarlari belirlendi. Sekil 4.3’te
eksozom Orneklerindeki protein miktar tayini igin belirlenen drnek Bradford kalibrasyon

egrisi yer almaktadir.
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Sekil 4.3. Eksozom 6rneklerinde total protein miktar tayini igin kullanilan Bradford

standart grafigi.

Kontrol grubunu olusturan saglikh bireylerin plazma o&rneklerinden izole edilen
eksozomlardaki total protein ortalama konsantrasyonu 67,10+29,8 ug/100 ml plazma
(aralik 54,4-105,46 ng/100 ml) olarak belirlendi. DBBHL grubunda ise ortalama total
protein konsantrasyonu 283,7 + 27,9 ug/100 ml plazma (aralik 121,6-575,3 ng/100 ml)
olarak saptandi (Sekil 4.4).

Eksozom protein konsantrasyonlan
350
_— 283,7
£ 300
22 250
£E
g8 200
= -
O
= £ 150 67,1
£5
8% 100
tE
50 A
0 -
KONTROL DLBCL

Sekil 4.4. Saglkli gondllt bireyler ve DBBHL hastalarinin plazma 6rneklerinden izole
edilen eksozomlardaki total protein konsantrasyonlari

Saglikli bireylerle karsilastirildiginda, DBBHL hastalarinin eksozomal protein miktarinin

3,2 kat daha fazla oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
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(p=0.001). Saglikh goénulli bireyler ve DBBHL hastalarina ait eksozomal proteinlerin
SDS-PAGE sonrasi elde edilen jel gorintilerinde de bu bulguyu destekleyici nitelikte
olarak, DBBHL eksozom &rneklerinin kontrol grubuna gore daha fazla protein icerdigi
goOzlendi (Sekil 4.5).

e
esm
s R e M e e s e A :

Sekil 4.5. (A) Saglkli géndlld bireylerin ve (B) DBBHL hastalarinin plazma érneklerinden
izole edilen eksozomlardaki total proteinlerin Coomassie blue ile boyali érnek SDS-
PAGE jel goruntileri (MWM: Molekuler Weight Marker, 10-250 kDa, ThermoSci., 26619).

Her ne kadar eksozom karakterizasyonu amaci ile total protein konsantrasyonlarini
belirlemis olasak da, bu konsantrasyonlarin DBBHL hastalarina ait klinikopatolojik
Ozelliklere gore dagilimlarini inceledigimizde immunofenotip, tutulum ve IPI skorlari
arasinda anlamli bir iliski bulunmazken (sirasi ile p=0.32, p=0.95 ve p=0.19) erken evre
olgularda total protein konsantrasyonunun anlamli diizeyde yiksek oldugu belirlendi
(p=0.001) (Sekil 4.6). Yukarida da bahsettigimiz Uzere, eksozom karakterizasyonu
amac ile total protein konsantrasyonlari belirlendiginden ve ayrica total protein
konsantrasyonundan ¢ok, eksozomlarin igerdikleri proteinlerin identifikasyonunun
onemli oldugu gerekgeleri ile erken evrede gbzlenen bu anlamli degisim

tartisilmayacaktir.

700

Eksozomal Protein Miktari
(mikrogram/100 ml plazma)

Sekil 4.6. DBBHL hastalarinin eksozomal protein konsantrasyonlarinin klinikopatolojik
Ozelliklere gére dagihmi (*: p<0.05)
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4.2.3 Eksozomlarin Yiizey Belirtegleri

Saglikli génullh bireylerin plazma 6rneklerinden izole edilen tim eksozom drneklerinin
CD63, CD81 ve TSG101 yuzey belirtecleri ile B-aktin proteinini icerdikleri belirlendi.
DBBHL hastalarinin plazma érneklerinden izole edilen tim eksozom &rneklerinin de
CD63, CD81 ve TSG101 ylzey belirteglerini tasidiklari ancak, 3 hastaya ait
eksozomlarin B-aktin proteinini icermedikleri belirlendi. Sekil 4.7°’de DBBHL hastalarina
ait eksozomlarda hedef ylizey belirtecleri ve B-aktin proteinlerine 6zgtin, Western Blot

ornek goruntuleri yer almaktadir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

CcD63 | ¥ e e A | {3 kDa
CD81 | $U5 % Sy () = - s | 25 kDa
TSG101 | G S (S 49 kDa
B-Aktin e e e W .- o 42 kDa

Sekil 4.7. DBBHL hastalarina ait eksozom drneklerinde Western Blot analiz goruntuleri.
L1-9: 1-9 nolu hastalara ait plazma drneklerinden izole edilen eksozomlarda sirasi ile
CD63, CD81, TSG101 ve B-aktin antikorlarina kargi elde edilen protein fragmanlari yer
almaktadir.

4.2.4 Saghkli Géniillii Bireyler ve DBBHL Hastalarinin Plazma Orneklerinde
Varolan Eksozom Konsantrasyonlari

Galismada degerlendirilen 21 saglikli gonulli bireye ve 21 DBBHL hastasina ait plazma
Orneklerinden basarili  bir bicimde eksozom izolasyonu ve karakterizasyonu
tamamlandiktan sonra, eksozom konsantrasyonlari ticari kit yardimi ile belirlendi. Kit
iceriginde yer alan standartlar kullanilarak hazirlanan érnek standart grafigi Sekil 4.8’de

yer almaktadir.

1,6 -
14|  y=0,0000x +0,1964

2 =
e R? = 0,999

1 .
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 A

0

OD405 nm

0 500 1000 1500
Eksozom (107)

Sekil 4.8. EXOCET standart grafigi.
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Saglikh  goénulli  bireylerin  plazma eksozom konsantrasyonu ortalama
4,04x101°+3,25/ml (aralik 1,09-8,74x10%°/ml) olarak belirlendi. DBBHL olgularinin
plazma o6rneklerinden izole edilen eksozom konsantrasyonu ise ortalama
22,4x10%°+1,2/ml (aralik 9,5-51,18x10%/ml) olarak belirlendi (Sekil 4.9). Saglikh
bireylerle karsilastirildiginda, DBBHL olgularinda eksozom konsantrasyonunun yaklasik
6 kat daha fazla oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p=0.0001).
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Sekil 4.9. Saglikh gonullu bireyler ve DBBHL hastalarinin plazma 6rneklerinden izole
edilen eksozom konsantrasyonlari.

DBBHL hastalarinin plazma eksozom konsantrasyonlari, hastalara ait klinikopatolojik
Ozelliklerle kargilastirildi (Sekil 4.9). DBBHL hastalarinin %23.8’inin (n=5) GC ve geride
kalan %76.2'sinin Non-GC (n=16) alt immunofenatipine sahip olduklar belirlendi ve her
iki grup arasinda eksozom konsantrasyonu arasinda istatistiksel bir anlamlilik
g6zlenmedi (p=0.06). Benzer sekilde, ekstranodal tutulumlu (mide, akciger, beyin vb)
lenfoma hastalarinin plazma 6rneklerinde eksozom konsantrasyonlari ile nodal tutulumliu
hastalarin eksozom konsantrasyonlari arasinda anlamli farkliik bulunmadi (p=0.38).
Klinik evre agisindan olgular ileri evre (evre 1V) ve erken evre (evre I-1I-1ll) olmak Uzere
iki ayri grupta degerlendirildiginde, evre IV olgularda eksozom konsantrasyonunun erken
evre olgulara gére daha disuk oldugunun gbézlenmesine karsin, istatistiksel olarak
anlamhlik saptanmadi (p=0.39). Ayni zamanda hastalar IP| skorlarina gére dusuk (0-2)
ve yluksek (3-5) kategoride gruplandiriidiginda eksozom konsantrasyonlari arasinda
anlamh farkhhk gézlenmedi (p=0.65) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. DBBHL hastalarinin plazma eksozom konsantrasyonlarinin klinikopatolojik
Ozelliklere gore dagilimi

Eksozom konsantrasyon artisi ve eksozomal protein konsantrasyon artigi arasinda
bir paralellik olup olmadigi arastirildiginda, Sekil 4.11’de goériuldigu UGzere, eksozom
konsantrasyonu ve eksozomlarin i¢erdigi protein konsantrasyonu arasinda anlamli bir
korelasyon bulunmadi (p=0.409, R=-0.316). Ornegin eksozom konsantrasyonu en
yuksek olan 4 no’lu hastanin protein konsantrasyonu en yuksek belirlenmezken,
eksozom konsantrasyonu en disiik olan 20 no’lu hastada da protein konsantrasyonu en

yuksek olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11. DBBHL hastalarina ait eksozom konsantrasyonlari ve eksozom igeriginde
bulunan protein miktarlari
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4.2.5. Eksozomal DNA’nin varliginin gosterilmesi

Calisma grubunu olusturan DBBHL hastalari ve saglikli géndlli bireylerin plazma
eksozom drneklerinden basarili bir bicimde DNA izolasyonlari yapildi. izole edilen tim
DNA o6rneklerinin konsantrasyonlarinin ortalamasi 4.16+0.65 ng/ul (aralik 2.9 -5.7 ng/ul)
olarak hesaplandi. Gorlldugu tzere, eksozomal DNA'larin konsantrasyonlari son derece
dusuktl. Eksozomal DNA'nin varligini teyit amaci ile ayrica, bir adet DBBHL hastasina
ait eksozomal DNA 6rnegi AFM ile gorintilendi. Eksozomal DNA’nin cift iplikli (Sekil
4.12-A) ve fragmante (Sekil 4.12-B) DNA oldugu belirlendi.

Sekil 4.12. AFM ile eksozomal DNA &rneginin 3-boyutlu (A) ve 2-boyutlu topografik
gOruntusu (B)

4.2.6. FFPE doku orneklerinden izole edilen genomik DNA konsantrasyonlari

Calisma grubunu olusturan DBBHL hastalarinin FFPE doku o6rneklerinin timinden
basarili bir bicimde DNA izolasyonlari yapildi. izole edilen tiim DNA &érneklerinin
konsantrasyonlarinin ortalamasi 72.57+73.66 ng/ul (aralik 4.2 -244,1 ng/ul) olarak

hesaplandi.

Calisma grubunu olusturan DBBHL hastalari ve saglikli génulli bireylerin plazma
eksozom oOrneklerinden basarili bir bicimde total RNA izolasyonlari yapildi. DNA
konsantrasyonunun aksine, plazma eksozom Orneklerinden izole edilen total RNA
konsantrasyonlarinin son derece ylksek olduklari (ortalama 145.9 +50.47 ng/ul)

belirlendi.
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4.3. EZH2 Hedef Genlerinin Metilasyon Paternleri

Hedef genlerin (CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A ve CDKN2B) promoter bdlgelerine
6zgun primer setleri kullanilarak gergeklestirilen MSP sonuglari asagida yer almaktadir.
MSP sonugclarina goére herbir 6rnek “metile” veya “unmetile” olarak degerlendirilmistir.
CDKN1A icin eksozomal DNA 6rnekleri ile yapilan analizlerde, 14 6rnekte informatif veri
elde edilmisken, 7 drnekte sonug¢ alinamamistir. Eksozomal DNA konsantrasyonlarinin
disuk olmasi, bisilfit-uygulamasindan elde edilen DNA konsantrasyonlarinin disuk
olmasi ve bislilfit uygulamasi sirasinda kullanilan kimyasallarin DNA'da degredasyona
neden olmasi (6rn; sodyum bislilfitle inklibasyonda pirimidin bazlarinin hasarlanmasi) bu
orneklerden  sonu¢ alinamamasinin  nedenleri  olabilir. Eksozomal DNA
konsantrasyonlarinin diisiik olmasi nedeniyle ¢alisma tekrarlanamamistir. informatif veri
aldigimiz tim &rneklerin CDKN1A promoter bdlgelerinin unmetile olduklari saptandi.
FFPE dokulardan izole edilen DNA &rneklerinin timinde de CDKN1A promoter
bolgelerinin unmetile olduklari gozlendi (Sekil 4.13). Dolayisiyla, bu hedef bdlge

acisindan eksozomlarin primer tumoran 6zelliklerini birebir yansittigi belirlendi.
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CDKN1A [ OmekNo | M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 111213 14 151617 1819 20 21

Metile S Ee E e e B mE ® e s ® & 5 B Wm e =
EKSOZOM primer

500 bp

Unmetile + + - - - + + + + + + + + + + - - - - + +
primer

500 bp|

FFPE Mefilo | - - = - = = = = = = = 2 = = =< = = = = = =

Unmetile + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
primer -

Sekil 4.13. CDKN1A icin sirasiyla eksozomal DNA 6rnedi ve FFPE dokudan izole edilen
genomik DNA 6rnegi kullanilarak metile ve unmetile primerlerle gergeklegtirilen MSP
sonrasi elektroforez goéruntuileri

CDKN1B i¢cin hem eksozomal DNA hem de genomik DNA d&rnekleri ile yapilan
analizlerde informatif veri elde edildi. Tim érneklerde CDKN1B promoter bdlgelerinin
unmetile olduklari saptandi (Sekil 4.14). Dolayisiyla, bu hedef bdlge agisindan

eksozomlarin primer timorin 6zelliklerini birebir yansittigi belirlendi.
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CDKN1B

Ornek No

M123 45678 910 1112131415 16171819 20 21

EKSOZOM

Metile
primer

500 bp

Unmetile
primer

500 bp|

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

FFPE

Metile
primer

500 bp|

X o = 2 e "
el ] et Y S, S

Unmetile
primer

500 bp

+ + + + + + + + + +

Sekil 4.14. CDKN1B igin sirasiyla eksozomal DNA 6rnegdi ve FFPE dokudan izole edilen
genomik DNA 6rnegi kullanilarak metile ve unmetile primerlerle gerceklestirilen MSP
sonrasi elektroforez goéruntuileri

CDKNZ2A icin eksozomal DNA 6érnekleri ile yapilan analizlerde, 19 6rnekte informatif

veri elde edilmisken, 2 drnekte sonug¢ alinamamistir. Bu durum, yukarida acikladigimiz

nedenlerden kaynaklaniyor olabilir. Geride kalan tim 6rneklerde CDKN2A promoter

metilasyonu saptandi. FFPE doku orneklerini timinden de sonug alinarak érneklerin
hepsinde CDKN2A promoter metilasyonu saptandi (Sekil 4.15). Dolayisiyla, bu hedef

bolge acisindan eksozomlarin primer timorun ozelliklerini birebir yansittigi belirlendi.
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CDKN2A | OmekNo| M1 2 3 4 56 7 8 9 10 1112131415 16 171819 2021

Metile + - + + + + - 4+ + + + + + + + + + - + + +
EKSOZOM primer

400 bp

Unmetile
primer

400 bp

Metile + + 4+ + 4+ + + + + + + 4+ + 4+ + 4+ 4+ + + + +
FFPE primer

500bp |

Unmetile
primer

500 bp

Sekil 4.15. CDKN2A icin sirasiyla eksozomal DNA 6rnedi ve FFPE dokudan izole edilen
genomik DNA 6rnegi kullanilarak metile ve unmetile primerlerle gerceklestirilen MSP
sonrasi elektroforez géruntuileri

CDKN2B igin hem eksozomal DNA hem de genomik DNA o&rnekleri ile yapilan
analizlerde informatif veri elde edildi. Tim &érneklerde CDKN2B promoter bdlgelerinin
metile olduklari saptandi  (Sekil 4.16). Dolayisiyla, bu hedef bdlge acgisindan

eksozomlarin primer tumorun 6zelliklerini birebir yansittigi belirlendi.



CDKN2B | Ornek No M12 34567 8 91011 121314 1516 171819 2021

Metile + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
EKSOZOM primer

500 bp

Unmetile
primer

500 bp_

Metile + + + 4+ + 4+ + + 4+ + + + + + + + + + + + +
FFPE primer

400 bp_

Unmetile
primer

500 bp_

Sekil 4.16. CDKN2B icin sirasiyla eksozomal DNA 6rnedi ve FFPE dokudan izole edilen
genomik DNA 6rnegi kullanilarak metile ve unmetile primerlerle gergeklestiriien MSP
sonrasi elektroforez gorintuleri

4.4, DOT BLOT Analiz Sonuglari

Toplam 4 hastaya ait eksozomal ve genomik DNA 6rnekleri ile yaptigimiz Dot Blot
analiz sonuglarina goére ilk U¢ sirada yer alan 6rneklerde tim konsantrasyonlarda
eksozomal DNA ve tumér DNA drneklerinde dot-blot profilinin ayni oldugu gdzlenirken
bir drnekte eksozomal DNA 6rneginin genomik DNA profilini yansitmadigi saptanmigtir
(Sekil 4.17).
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Ornek no: 1 Ornekno:2  Ornekno:3  Ornekno:4  Unmetile

Yiksek q O q
| 99 OO
i 00 @00
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Sekil 4.17. Dot Blot Analiz goéruntileri. (G: FFPE doku érneklerinden izole edilen
genomik DNA 6rnegi, E:Eksozomal DNA 6rnegdi, Unmetile Kontrol DNA: EpiTect Control
DNA Set kiti (Qiagen)'nde yer alan 10 ng/ul konsantrasyonda unmetile kontrol DNA
ornegi).

4.5.EZH2 Y641 Mutasyon Analiz Sonucu

Tum eksozomal DNA ve tum genomik DNA orneklerinde yapilan diiz analizi
sonucunda, bitlin érneklerin EZH2 hot-spot mutasyonunu tasimadigi gézlenmis olup,
Sekil 4.18'de dizi analiz sonugclari gosterildi.

4.6.EZH2 ve Hedef Genlerinin Ekspresyon Profilleri

BlyUk olasilikla eksozomlarin aktif salinim mekanizmalari ile agiklanabilecek
nedenlerden dolayl tim eksozomlarin B-aktin genini icermemesi yanisira siklikla
kullanilan 3 housekkeping genin (flottin-2, CD63 ve GAPDH) de hatali normalizasyonlara
neden olduklari belirlenmistir (Wu vd 2015, Aung vd 2017). Bu nedenle, literatirde
eksozom oOrneklerinde ekspresyon degisimlerinin (artis/azalig) degerlendiriimesinde
kullanilacak ve tum eksozomlarda varoldugu bilinen bir housekeeping gen
tanimlanmamistir. Bu nedenle calismadaki amacimiz sadece eksozomal hedef
molekdullerin varh@inin ilgili timor dokusu ile uyumunun olup olmadigini belirlemekti. Bir
baska ifade ile, yukarida agikladigimiz nedenlerle, hedef mRNA'lari eksozomlarda var

veya yok olarak analiz ettik.
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Sekil 4.18. DBBHL hastasina ait eksozomal DNA (A) ve genomik DNA (B) érnedinde
EZH2 Y641 mutasyon analiz sonucu

DBBHL hastalarinin plazma eksozom 6&rneklerinin EZH2, CDKN1A, CDKN1B,
CDKN2A, CDKN2B ve B-aktin mRNA’larini igerip igermediklerinin ve karsiliklari olan
tumor doku 6rneklerinde de benzer profilin var olup olmadidinin belirlenmesi amaci ile

yapilan ger¢ek-zamanl PCR sonucunda, tiim érneklerden informatif veriler alindi.

FFPE doku 6rneklerinin timinde EZH2 mRNA'sinin varlid1 gézlenmigken karsiliklari
olan eksozom o6rneklerinde s6z konusu transkriptin varligina rastlanmadi (Sekil 4.19).
Saglkli gonulli bireylerden izole edilen eksozom 6Orneklerinde de EZH2 ekspresyonu
g6zlenmedi. FFPE doku drneklerinin 12’sinde (%57) CDKN1A; 9’'unda (%43) CDKN2A
mRNA'sinin varhgi belirlenirken, ayni érneklerin eksozom karsiliklarinda CDKN1A ve
CDKN2A mRNA’larina rastlanmadi (Sekil 4.20 ve 4.21). FFPE doku o&rneklerinin
timinde CDKN1B mRNA'sinin varhgi belirlenmistir ve bu 6rneklerin karsiliklari olan
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plazma eksozom 6rneklerinin 8'inde (%38) CDKN1B mRNA’sinin varligi belirlendi (Sekil
4.22). FFPE doku orneklerinden sadece 3’'Unde (%14) CDKN2B mRNA'sinin varligi
belirlenmigtir ve bu 6érneklerin karsiliklari olan plazma eksozom érneklerinde CDKN2B
MRNA’sinin varligi belirlenmedi (Sekil 4.23). Tum &rneklerin Cr (Treshold cycle)
degerleri tabloda belirtilmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.19. FFPE doku (A) ve plazma eksozom (B) érneklerinde EZH2 mRNA'sInin
varhgi/yoklugunu gosteren amplifikasyon egrileri (Negatif kontrol drneklerinde cDNA
ornegi yerine PCR-grade su kullanildi).
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Sekil 4.20. FFPE doku (A) ve plazma eksozom (B) drneklerinde CDKN1A mRNA'sInin
varhgi/yoklugunu gosteren amplifikasyon egrileri (Negatif kontrol drneklerinde cDNA

ornegi yerine PCR-grade su kullanildi).
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Sekil 4.21. FFPE doku (A) ve plazma eksozom (B) 6rneklerinde CDKN2A mRNA'sInin
varhgi/yoklugunu gosteren amplifikasyon egrileri (Negatif kontrol 6rneklerinde cDNA
ornegi yerine PCR-grade su kullanildi).
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Sekil 4.22. FFPE doku (A) ve plazma eksozom (B) érneklerinde CDKN1B mRNA'sInin
varhgi/yoklugunu goésteren amplifikasyon egrileri (Negatif kontrol érneklerinde cDNA
ornegi yerine PCR-grade su kullanildi).
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Sekil 4.23. FFPE doku (A) ve plazma eksozom (B) 6rneklerinde CDKN2B mRNA'sinin
varhgi/yoklugunu gosteren amplifikasyon egrileri (Negatif kontrol érneklerinde cDNA
ornegi yerine PCR-grade su kullanildi).
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Tablo 4.2. Calismada degerlendirilen tim 6rneklere ait Cr degerleri

Ornek EZH2 CDKNI1A CDKN1B CDKN2A CDKN2B
No Ekso | FFPE | Ekso | FFPE | Ekso | FFPE | Ekso | FFPE | Ekso | FFPE
zom zom zom zom zom

1 - 35,43 - - - 33,77 - - - -
2 - 36,27 - - 38,47 | 30,81 - - - -
3 - 35,09 - 33,85 | 37,90 | 31,43 - - - -
4 - 35,66 - 34,37 - 31,00 - 33,69 - 39,61
5 - 37,84 - 33,17 | 39,26 | 32,86 - 33,87 - -
6 - 34,96 - 33,16 - 31,96 - - - -
7 - 35,21 - - - 31,32 - - - -
8 - 35,66 - - - 30,82 - - - -
9 - 36,18 - 34,31 - 30,66 - - - -
10 - 36,11 - - 33,89 | 30,26 - - - -
11 - 33,52 - 34,55 - 29,68 - - - 40,00
12 - 32,77 - 32,86 | 39,88 | 28,75 - 32,01 - -
13 - 34,84 - 34,61 | 36,76 | 28,30 - - - -
14 - 35,16 - - - 26,77 - 30,03 - -
15 - 35,47 - - - 28,48 - 31,96 - -
16 - 33,20 - 32,94 - 28,52 - 32,60 - -
17 - 35,20 - - - 27,45 - - - -
18 - 33,31 - 35,20 - 28,90 - 34,81 - -
19 - 37,36 - - 38,46 | 29,15 - 35,55 - -
20 - 34,74 - 34,74 | 35,03 | 29,23 - - - -
21 - 34,14 - 34,14 - 29,08 - 34,97 - 40,00
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5.TARTISMA

Tdm vicut sivilarimiz, hicrelerden koken alan ve membranla cevrili vezikilleri
icerirler ve bu ekstraselller vezikuller bulunduklari ortama igerikleri dogrultusunda mesaj
iletirler. Ekstraselller vezikillerin biyolojik fonksiyonlarinin anlasiimasinda en énemli
basamak, bu vezikillerin izolasyonunda uygulanan yontemlerle ilgili metodolojik
ilerlemedir. Bu noktada kritik basamaklar, ISEV (Uluslararasi Ekstraselller Vezikiller
Dernegi)'in farkh calisma gruplar tarafindan hazirlanan ve bu alandaki arastirmacilara
yol gosterecek sekilde “minimum saglanmasi gereken kosullar’ alt bashdi altinda
yayinlanan kilavuzlarda yer almaktadir (Witwer vd 2013, Loétvall vd 2014). Bu
kilavuzlarda yer alan prokoller baz alinarak modifiye edilen ve Caner ve ark. tarafindan
tanimlanan ultrasantrifuj-tabanh protokol ile saglikli gondlld bireylerin ve DBBHL
hastalarinin plazma drneklerinden basarili bir bicimde eksozom izolasyonu yapilimistir.
Tez projesinde tanimlanan bu protokol uygulanarak, tim &rneklerden eksozom

izolasyonu basaril bir bicimde tamamlanmistir.

Hucresel etkilesimlerin ana yoneticisi olan ve normal fizyolojik mekanizmalari lehine
¢eviren kanserde, eksozomlar 6zel bir 6neme sahiptirler. Eksozom aracihgi ile timore
yakin veya uzak bdlgelere horizontal bilginin transfer edilmesi, timérin gelisimi ve
progresyonunu kolaylastirmaktadir. Her bir eksozom kdken aldidi htcrenin bir imprint’i
gibidir ve nukleik asitler, proteinler, enzimler, lipidler, sitokinler gibi temel hicresel
komponentleri icerirler. Eksozom biyogenezi kanserde artar ve dikkat ¢ekici bir bicimde
tumor hicreleri normal prolifere olan hicrelerden ¢ok daha fazla sayida eksozom
Uretirler ve salarlar. Kronik Lenfositik Lésemi (Yeh vd 2015), Hodgkin lenfoma
(Eijndhoven vd 2016) gibi hematolojik neoplazmli hastalarin yanisira meme kanseri
(Galindo-Hernandez vd 2013), over kanseri (Szajnik vd 2013) gibi solid timdre sahip
hastalarin plazma ve diger vicut sivilarinda eksozom duzeylerinde anlamli artig
gbzlenmektedir. Literatirle uyumlu olarak, projemizde DBBHL hastalarinin plazma
orneklerinde eksozom konsantrasyonunun saglikli kontrollere gore arttigi belirlendi.
Tamor hicre kdkenli eksozom salinimindaki artistan sorumlu tutulan mekanizmalarin
basinda, timoér mikrogevresinde baskin olan ve hipoksinin eslik ettigi stres yer
almaktadir. Bunun diginda, kanserde siklikla uyarilan p53 proteinin eksozom saliniminin
regllasyonunda rol oynayabilecegdi disunilmektedir (Whiteside vd 2016). Her ne kadar
kanserin tipine ve agresifligine bagl olarak farkli mekanizmalarin var oldugu 6ne sirulse
de, tumor hucrelerinde eksozom salinimini reglle eden mekanizmalar ginimuze dek

tam olarak agiga ¢ikarilamamistir. Calismamizda DBBHL hastalarinin plazma eksozom
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konsantrasyonlari, hastalarin demografik verilerine gore karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte GC alt tipine sahip hastalarda plazma eksozom
konsantrasyonunun Non-GC alt tipine sahip hastalarla karsilastirildiginda daha disuk
oldugu belirlendi. Bilgilerimiz dahilinde, literatiirde plazma eksozom konsantrasyonunun
hastaligin klinik verileri ile karsilagtinldiginda tek bir galisma bulunmaktadir. Bu
¢alismada, akciger kanseri hastalarinin plazma eksozom konsantrasyonlarininin nodal
tutulum ve ileri evre ile ters iligkili oldugu bildirilmistir (Fotinos-loannis D vd 2016). GC alt
tipine sahip olgularda, eksozomlarin plazmadan ¢ekilme nedeni bilinmemektedir ve bu
nedeni bulmaya yoénelik yapilacak fonksiyon calismalarina gereksinim vardir. Elde
edilecek veriler, hi¢c kuskusuz kanserin baslamasi ve progresyonunun yanisira
DBBHL’nin heterojenitesi ile ilgili énemli mekanizmalarin aydinlatiimasina yardimci

olacaktir.

Calismamizda saglikli bireylerin plazma 6rneklerinden izole edilen eksozomlardaki
total proteinlerin konsantrasyonunun literatirde daha once belirlenen konsantrasyonla
uyumlu oldugu goézlendi (Caby vd 2005). DBBHL olgularinda ise eksozomal protein
miktarinin saglikli kontrollere gére 2,3 kat daha fazla oldugu belirlendi. Literattirde cesitli
hematolojik malignensilerde bildiriimis veriler bulunmaktadir. Ornegin, AMLli olgularin
serum oOrneklerinden izole edilen mikroveziklllerin total protein konsantrasyonunun,
saglkl bireylere gére yaklasik 60 kat daha yuksek oldugu rapor edilmistir (Szczepanski
vd 2011). Benzer sekilde bir solid timér 6rnegi olan kuguk hicre disi akciger kanserli
hastalarin plazma 6rneklerinden izole edilen eksozomlarin protein konsantrasyonlarinin,
saglkh bireylerden izole edilen eksozomlara oranla 3,9 kat daha fazla oldugu rapor
edilmistir (He vd 2014). Calismamizda eksozom konsantrasyonu ile total protein
konsantrasyonunun korele olmadidi belirlenmisti. Eksozomlarin igerdikleri proteinlerin
identifikasyonlari proje hedefimiz degildi, ancak bu sonuglar bize eksozomlarin 6zgin bir
bicimde belli proteinleri icerdiklerini ve bu 06zgun proteinler nedeniyle de hastaligin
patogenezine katilabileceklerini dustindirmektedir. Total protein konsantrasyonununda
artisin yanisira, sivi biyopsi materyali olarak eksozomlarin protein igeriklerinin
identifikasyonunun O6nemli avantajlari da bulunmaktadir. Kanda bulunan proteinlerle
karsilastiriidiklarinda daha konsantre olmalari ve daha stabil olmalari (eksternal
proteazlardan korunmalari) nedeniyle, timoér kokenli eksozomal proteinler, kanserin
erken tanisinin yanisira progresyonunun ve tedavi yanitinin degerlendiriimesinde onemli

aday belirtecler olarak degerlendirilebilirler.

Calismamizda izole edilen tim eksozom orneklerinin CD63 (tetraspanin), CD81

(tetraspanin) ve TSG101 (ensozom membranina baglanan protein) proteinlerini

65



tasidiklari, ancak hicre iskeleti proteini olan B-aktin agisindan heterojen olduklari
saptandi. B-aktin negatif eksozomlarin varligi, eksozom izolasyonunda seluler debris
kontaminasyonunun olmadiginin bir gostegesi olarak izolasyon protokolliniin basarisini
da yansitmaktadir (Le vd 2017). Literatlirde, kolon kanseri ve triple-negatif meme kanseri
gibi tumaor kokenli hiicrelerden salinan eksozomlarin da -aktin tagima durumlarina gore
heterojen olduklari rapor edilmistir (Le vd 2017, McCready vd 2010). Hiicre tipine goére
salinan eksozomlarin belirtegleri hakkinda bilgi iceren ExoCarta veritabaninda da belli
hicrelerden salinan eksozomlarin B-aktin icerdikleri yer  almaktadir
(http://exocarta.org/gene_summary?gene_id=11461). Tum bu sonuglar bize, DBBHL
orneginde oldu gibi eksozomlarin hicre tipine ve vicut sivisi tipine bagl olarak farkh
makromolekulleri tagidiklarini ve bu farklihiga bagli olarak heterojenite gosterdiklerini

kanitlamaktadir.

Molekuler profilleri benzerlik gdsterse de, eksozomlarin vezikiler ve membran
icerikleri tam anlamiyla kdken aldigi hicrenin birebir aynisi dedildir. Tamor-kokenli
eksozomlar da kismen koken aldiklari hucreye ait molekiler izleri tasirlar ve bu
molekler iz, farkli timor hicreleri tarafindan uretilen eksozomlari birbirinden ayirmanin
yanisira tumor-kokenli eksozomlari malign-olmayan hicrelerden salinan eksozomlardan
da ayirt eder (Whiteside 2016). Dolasimda varolan eksozomlar; (a) malign hiicrelerden
salinan, (b) tumor-kdkenli eksozomlar tarafindan uyarilan komsu non-malign
hicrelerden salinan, (c) kanserle iligkili mediatorler tarafindan uyarilan saglkli
hicrelerden salinan ve (d) kanserle iligkili immun hicrelerden salinan eksozomlari
icermektedir. Bu hucrelerin herbirinden salinan eksozomlara 6zgun belirteglerin heniz
bilinmiyor olmasi nedeniyle hedef eksozomlarin 6zgin olarak tanimlanamamasi,
dolagsimda var olan timor-kdkenli eksozomlarla ilgili arastirmalarda karsilasilan temel
zorluktur. Ancak; buyuklikleri, konsantrasyonlarindaki artis ve timoér mikrogevresindeki
artmis permeabilite ve rensiyon (EPR) etkisi nedeniyle, sirkilasyondaki eksozomlar
tumor-kokenli eksozomlar olarak degerlendiriimelerini olanakli kilmaktadir. Bununla
birlikte, konu ile ilgili detayli verilerin birikimi ve teknolojik ilerlemelere paralel olarak,
yakin gelecekte timor-kokenli eksozomlarin bulunduklari ortamdan saf olarak izole

edilmeleri beklenebilir.

B-hicre lenfomalarinin biyuk bir bolimu, T-htcre bagimli antijenik uyarimi takiben
humoral immun yaniti olusturan germinal merkez (GC) B-hlcrelerinden kdken alirlar. GC
B-hucreleri, somatik hipermutasyon surecinde son derece hizli replike olma yetenegine
sahip 6zel hicrelerdir. Somatik hipermutasyon surecinde DNA hasarini algilama

noktalarinin ve replikasyon kontrol noktalarinin zayiflatiimasi gerekmektedir. DNA hasar

66



yanitinin zayiflatiimasina ek olarak somatik hipermutasyon sureci, bu hicrelerde
onkogenik degisimlerin olusma riskini arttirir ve sonugta DBBHL gelisimine yol acar. Bu
sureci detayli olarak inceleyecek olursak, antijenik uyarimla aktive olduktan sonra GC B-
hicrelerinde EZH2 eksprese olmaya basglar. B-hicre farkhlagsmasinin en erken
doénemlerinde kontrolli knockout calismalari, EZH2'nin pre-B hilcrelerinde normal
immunoglobulin VDJ rekombinasyonu i¢in dnemli oldugunu gostermigtir. Ancak pre-B-
hicresi asamasindan sonra EZH2 ekspresyonu azalir ve lenfoid doku icinde lokalize
olgun B-hucrelerinde EZH2 ekspresyonu belirlenmez. Ancak, GC olusumuna katilan B-
hicrelerinde EZH2 ekspresyonu tekrar gozlenir ve bu hicreler GC’den ¢iktiktan sonra
tekrar EZH2 ekspresyonu azalir (Su vd 2003, Velichutina vd 2010). Tim bu sonuglar
bize GC’lerin olusumu icin EZH2’ye gereksinim oldugunu gostermektedir. Birgcok ¢alisma
DBBHL’da EZH2 ekspresyonu rapor etmistir. 2015 yilinda B-hiicre lenfomalari ile yapilan
bir calismada, mikroarray analizi sonucunda EZH2'nin hiicre orijininden bagimsiz tim
DBBHL hastalarinda eksprese oldugu ve ayni zamanda EZH2'nin ekspresyon diizeyinin
Follikiler Lenfoma ve Mantle Hicreli Lenfoma hastalarindan daha yiksek oldugu
belirlenmistir (Zhou vd 2015). Kanada’da 2013 yilinda 69 de novo DBBHL hastasinin
timiunde EZH2 ekspresyonu tanimlanmistir (Beguelin vd 2013). Calismamizda
literatlirde yer alan bu verilerle uyumlu olarak tim timoér doku drneklerinde EZH2'nin
eksprese oldugu belirlendi. Ancak, timdr doku 6rneklerinin alindidi hastalarin eksozom
orneklerinde EZH2 mRNA'sIna rastlanmadi ve EZH2 ekspresyonu agisindan eksozomal
icerigin primer timdrle uyumlu olmadigi saptandi. EZH2’nin asiri ekspresyonu prostat,
meme ve gastrointestinal sistem kanserleri gibi solid timdrlerde tanimlanmistir ve
siklikla timdrin agresif 6zelligi ve kétl prognozla iligkili bulunmustur (Chase ve Cross
2011). Hematolojik malignensilerde, EZH2’nin asiri ekpresyonu tipki solid tumdrlerde
oldugu gibi B-hucre lenfomalarinin ve T/NK-hucre lenfomalarinin agresif varyantlarinda
gérilen ortak bir degisimdir. EZH2 asiri ekspresyonunun biylk bir bdliminden
fonksiyon kazanim mutasyonlari sorumludur. DBBHL'da tanimlanan ve EZH2 asiri
ekspresyonundan sorumlu fonksiyon kazanim mutasyonu (heterozigot), izoform C’'de
ekson 15'de tirozin 641(Y641)’in (izoform A’da Y646) siklikla fenilalanin (F), asparajin
(N) ve daha az siklikta histidin (H) veya serin (S)ye déntusmesidir. DBBHL’'da GCB-
benzeri immunofenotipe sahip olgularinin yaklasik %20’sinde EZH2 mutant timor
hicrelerinin varliginin bildirilmesine karsin, bazi ¢alismalarda s6zkonusu mutasyonun
varligi saptanmamistir ve bu konuda tam bir consensus saglanmig degildir (Schmitz vd
2018, Cetin vd 2016). Wild-tip EZH2; H3K27'nin mono- ve di-metilasyonunu
katalizlerken, mutant EZH2 ¢ok daha etkin bir bicimde H3K27’nin tri-metilasyonunu
katalizler ve bdylelikle lenfomageneze katilir (Sneeringer vd 2010). Calismamizda

DBBHL hastalarinin timor doku érneklerinde EZH2 asiri ekspresyonu saptanmamakla
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birlikte, Y641 fonksiyon kazanim mutasyonu da belirlenmedi. Bu veriler, yukarida

detaylari ile tartistigimiz literatrlerle uyumludur.

Calismamizin ana bulgularindan biri de eksozomlarin RNA icerikleri ile
karsilastiriidiginda son derece dislk konsantrasyonda DNA icerdikleridir. DBBHL
hicrelerinden salinan eksozomlarin dnemli RNA molekdillerinin icerdikleri bilinmektedir.
Almanya’ya yapilan bir calismada DBBHL'nin “side population” (kdk hiicre benzeri hiicre
popilasyonu) ve “non-side population” hiicreler olmak Gzere 2 farkli grup hicrelerden
olustugunu ve bu iki hiicre dengesinin hicreler arasinda Wnt sinyallerinin yer
degistirmesi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Side population hiicrelerden izole edilen
eksozomlarin yiksek konsantrasyonda Wnt3a RNA’sini igcerdikleri gdsterilmis ve iki
hicre grubu arasindaki bilgi aligverisinden eksozomlar sorumlu tutulmustur. Bu ¢alisma
DBBHL’da eksozomlarin timar heterojenitesinin olusmasinda bir modulator olarak gérev
yapabilecegini dusindirmesi agisindan son derece 6nemlidir (Raphael vd 2014). Bes
farkh DBBHL hicre hatlari kullanilarak yapilan bir baska calismada, hiicre hatlari kokenli
ekstraselller vezikullerin kdken aldiklari hicre orijinine ile iliskili ylzey antijenlerini
tasimalarinin yanisira transkriptom analizi sonrasinda ekspresyon profillerinin birbirleri
ile oldukca siki korele oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada dikkat ¢ekici dnemli bir nokta
da, ekstraselller vezikullerin bol miktarda ve stabil RNA molekullerini icermeleri nedeni
ile koken aldiklari hicrenin mutasyonal durumu hakkinda vezikillerin bilgi tasiyip
tasimadiklarinin belirlenmesi amaci ile RNA dizi analizinin yapiimasidir. Sonugta 79 adet
mutasyonun 71 tanesinin ekstraselller vezikullerde de bulundugu belirlenmigtir
(Rutherford vd 2018). DBBHL hastalarindan izole edilen eksozom oOrneklerinin DNA
icerikleri ile ilgili bilgilerimiz dahilinde bir ¢alisma bulunmaktadir ve bu calismada
eksozomlarin DNA icermedikleri rapor edilmigtir (Sarah vd 2014). Calismamiz DBBHL
hastalarinin plazma eksozom 6rneklerinde DNA’'nin varhigini gésteren ilk galisma olmasi
nedeni ile de orijinallik tasimaktadir. Ancak, total RNA konsantrasyonu ile
karsilastiriidiginda, eksozomal DNA konsantrasyonun son derece dusuktlr. DUsuk
konsantrasyonlarda izole edilen DNA érnekleri projemizin asil hedefi olan primer timor
DNA’si ve eksozomal DNA arasindaki metilasyon profillerinin uyumluluklarinin

belirlenmesi amaci ile kullanildi.

Her ne kadar sinyal molekulleri, epigenetik duzenleyiciler gibi protein ve RNA
molekdllerini igerseler de, eksozomlarin bir baska iletisim tarzi da icerdikleri DNA
molekulleri aracihgiyladir. Eksozomlarin kromozomal DNA ve mitokondriyal DNA'yi
barindirdiklari  bilinmektedir. Eksozomlardaki kromozomal DNA, hicre Kkualtar
sUpernataninda oldugu gibi kan, seminal sivi ve idrar dahil olmak Uzere insan ve fare
biyolojik sivilarinda da belirlenmistir. ilging olan, DNA'nin eksozomlar iginde
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paketlenmesinin, dolasimdaki cell-free DNA'ya goére stabilite kazandirabilmesidir
(Speicher ve Pantel 2014, Jin et al. 2016). Bu bulgu, kanser hastalarinin tanisi ve
hastaligin izlenmesini kolaylagtirmak icin sivi biyopsi olarak kullaniimak Uzere
eksozomal DNA'ya 6zel bir ilginin de baglamasina neden olmustur (Wan vd 2017, Yi vd
2017). Bu alanda yapilacak c¢alismalarin dnceligini de sirkilasyondaki timor-kokenli
eksozomlarin zenginlestirilerek saf halde elde edilmeleri ve tumore-6zgin DNA

izolasyon asamasina gecilmesi alacaktir.

Tim genom dizileme kullanilarak, pankreas kanseri hastalarinin dolagimdaki
eksozomlarinda buyuk fragmanh (>10 kb) c¢ift-iplikli DNA’nin varhgi tanimlanmistir ve bu
DNA’nin nuklear genomik DNA’y1 andiracak sekilde tim kromozomalara ait fragmanlari
icerdikleri gosterilmistir (Kahlert vd 2014). Eksozomal DNA, baskin bir bicimde dsDNA
fragmanlarindan olusmaktadir (Thakur vd 2014, Kalluri vd 2016, Wang vd 2018).
Calismamizda literatirle uyumlu olacak sekilde DBBHL hastalarinin dolasimdaki
eksozom orneklerinde dsDNA'nin varligi gosterildi. Eksozomal DNA'nin, kdken aldigi
hicrelerinin genomik DNA'sI ile uyumu bir baska énemli arastirma alanidir. Pankreas
kanserli hastalarin eksozomal DNA igeriklerini arastiran c¢alismalarda, eksozomal
DNA'da TP53 ve KRAS mutasyonlarinin varhdr gosterilmis. Ancak, KRAS
mutasyonunun saglikli bireylerin eksozomal DNA’sinda da saptanmasi, bu parametrenin
tani amach kullanimini son derece kisitlamistir (Allenson vd 2017, Yang S vd 2017). Bu
¢alismalarin 6zelinde, eksozomal igerigin kanser tanisi, progresyonu veya tedaviye
yanitin izlenmesinde kullanimini hedefleyen calismalarin son derece 6zenle dizayn

edilmelerinin gerekliligi vurgulanabilir.

Yukarida da belirtildigi Gzere, hiicre kiltirl sipernatanlarinda ve vicut sivilarinda
farkli tipte ve farkl bayuklikte DNA molekilleri (ssDNA, dsDNA, mitokondriyal DNA)
bulunabilmektedir. Eksozom icinde en fazla miktarda bulunan DNA molekdili, dsDNA’dIr.
Ayni zamanda DNA molekuli serbest halde veya kromatine bagl olarak da
bulunabilmektedir (Kalluri vd 2016). Kanserde DNA tamir mekanizmasindaki
deregulasyonun kanser hucrelerinde sitozolik DNA birikimine neden oldugu
bilinmektedir. Literaturdeki guncel verilere dayanilarak, bu durum kanserli bireylerden
izole edilen eksozomlarda DNA'nin varligini aciklayabilen en iyi mekanizmadir. Ayni
zamanda, farklh hicre tiplerinde sitozolik nlkleazlarin farkli konsantrasyonda
bulunmasinin da, bu durumdan sorumlu olabilecegi degderlendirilmistir (Shen vd 2015,
Ho vd 2016). Ancak DNA’'nin eksozoma paketlenmesi ile ilgili ve hedef hucredeki etkisi
ile ilgili bilgilerimiz son derece sinirlidir. Koken aldigi hicreyi etkileyen eksojen ajanlarin
da DNA paketlenmesinden sorumlu olabilecedi dusUnulmektedir. Alici hucrede

eksozomal DNA’nIn etkisi ise, alici hiicrede varolan genomik stres faktorlerinin varligina
69



ve alici hucrenin  mikrogevresinde bulunan stres faktorlerine bagl olabilecegi

disUnUmektedir.

EZH2'nin hedef genlerine odaklandigimizda, EZH2’nin en azindan CDKN1A,
CDKN1B, CDKNZ2A veya CDKN2B gibi hiicre dongusu kontrol genlerinin baskilayarak
GC olugsumuna katildig1 bilinmektedir (Beguelin vd 2013, Caganova vd 2013). Literaturde
CDKNZ1A 6zelinde eksozomal RNA igerikleri ile ilgili sinirh sayida ¢alisma bulunurken,
DNA icerigi ile ilgili calismaya rastlanmamistir. Kolorektal kanser hiicre hatti kullanilarak
yapilan bir calismada, kolorektal kanser hucreleri ve bu hicrelerden koéken alan
eksozomlarin mikroarray yoéntemi ile whole transkriptom analizleri yapilmistir.
Hucrelerde toplam 1.461 genin asiri eksprese oldugu ve bu genlerden sadece 241
tanesinin mikrovezikillerde (ultrasantrifiij sonrasi) var oldugu saptanmis olup, bu genler
arasinda hicre déngusunun kontroliinde rol oynayan 20 adet genin varligi belirlenmistir.
Bu 20 gen arasinda CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A ve CDKN2B yer almaktadir (Hong vd
2009). Glioblastom multiforme tanisi alan hastalarin beyin timodr doku ornekleri
kullanilarak hazirlanan primer hicre Kkdlturleri ve bu hlcrelerden salinan
mikrovezikdllerin (ultrasantriflij sonrasi) whole transktriptom analizleri sonucunda,
mikrovezikillerde 4.700 farkli mRNA’nin varligi belirlenmis olup, 498 mRNA'nin hiicre
proliferasyonunda rol oynayan genlere ait olduklari belirlenmistir. Bu genler arasinda
CDKNI1A yer almaktadir (Skog vd 2008). Gliobastomla ilgili bir diger calisma da htcre
hatlari kullanilarak yapilmis olup, primer glioblastom multiforme htcrelerinden koéken
alan eksozomlarda CDKN1A mRNA'’sinin varligi saptanmigtir (Bolukbasi vd 2012). Ayni
g¢alismada malin melanom hiicre hatlarindan kéken alan eksozomlarda da CDKN1A
MRNA’sinin  varligi goézlenmigtir. Literatirde eksozomlarin CDKN1A mRNA’sIni
icerdiklerini gdsteren bu c¢alismalarin tGmd solid timér hicre hatlari kullanilarak
tamamlanmistir ve bilgilerimiz dahilinde klinik érnekler kullanilarak yapilan bir gcalismaya
rastlanmamistir. Calismamizda, timor-kokenli eksozomlarin CDKN1A geninin unmetile
DNA’sini icerdikleri ancak transkriptini icermedikleri saptandi. Bir baska ifade ile DBBHL
hastalarinda CDKN1A mRNA’sinin eksozoma paketlenlemesinin tercih edilmedigi
gOsterildi. Literaturle uyumsuz bu verilerin olasi nedeni, hematolojik malignensilerde
CDKN1A'nin solid timorlerden farkli bir mekanizma ile karsinogenez surecinde rol

oynayabilecegi olabilir.

Calismamizda hedeflenen diger genlerle ile ilgili galigmalar, godunlukla protein
diuzeyindeki varliklari ve tumor doku ornekleri ile ilgilidir. Bu nedenle karsilagtirmalarimiz
bu veriler Gzerinden olacaktir. CDKN1B, siklin E-CDK2 yada siklin D-CDK4 kompleksinin
aktivasyonunu engelleyerek hiicre déngisi progresyonunun G1 evresinde kontrollnU

saglar. Temel fonksiyonu hlicre dénglsini durdurmak yada yavaslatmak oldugu igin
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‘hiicre déngusu inhibitdrl’ olarak da ifade edilir (Roy A vd 2015). Ayrica CDKN1B ortam
kosullarina goére hicre sagkalimini ve apoptozu da dizenlemektedir. Sitoplazmik
CDKN1B’nin AML'de kotu prognozla iligkili oldugu gosterilmistir (Min et al., 2004).
CDKN1B uzun bir sure boyunca sadece bir hicre donglsu duzenleyicisi olarak
disundlmds ve dolayisiyla |6semi ve diger malignitelerdeki islevi klasik olarak tumor
baskilayici 6zelliklerine dayandiriimigtir. CDKN1B klasik olarak tumor baskilayici olarak
kabul edilmesine ragmen, son aragtirmalar CDKN1B’nin onkogenik 6zelliginin de
olabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla CDKN1B hem bir tumor baskilayici hem de
potansiyel bir onkogen olarak tanimlanmaktadir (Roy vd 2015). Haferlach ve arkadaslari
AML hastalarinda yiksek CDKN1B ekspresyonunu kot bir prognostik marker olarak
tanimlamiglardir. ileri yas AML hastalarinda daha yiksek CDKN1B ekspresyonu
goérmduslerdir. Ayni zamanda yluksek CDKN1B ekspresyonunu daha kisa toplam
sagkalim ve progresyonsuz sagkalim oraniyla da iligkili bulmuslardir ve CDKN1B’nin
AML hastalarinda bir prognostik biyobelirte¢ olabilecegini énermislerdir (Haferlach vd
2011). Calismamizda DBBHL hastalarinin timoér doku 6rneklerinin timinde CDKN1B
ekspresyonunu belirledik ve %38 oraninda uyumla, plazma eksozom &rneklerinde de
CDKN1B mRNA’si belirlendi. Bilgilerimiz dahilinde basta hematolojik malignensiler
olmak uzere solid timorlerde sirkllasyondaki eksozomlarin CDKN1B transkriptini
tasidiklar ilk kez bu galismada goésterilmis olup, projemiz bu agidan da orijinal nitelik
tagsimaktadir. DBBHL'de eksozomlara CDKN1B transkriptinin tercihli  olarak
paketlenmesinden sorumlu mekanizmalar ve bu transkripti igceren eksozomlarin
hastaligin heterojentesinden ve patogenezinden sorumlu olup olmadigi bir sonraki

projelerimizin hedeflerinden olacaktir.

Calismamizda, DBBHL hastalarinin timdor doku érnekleri ile karsiliklari olan eksozom
orneklerinde CDKN2A metile DNA’nin varhgi agisindan %91 uyum saptandi. Uyum
saptanmayan 2 hastadan bir hastanin evre | ve diger hastanin evre Il hastasi olduklari
saptandi. CDKN2A metilasyonunun indolent (yavas seyirli) lenfomalara gore agresif
lenfomalarda daha yaygin oldugu bildirilmistir ve bir mattr B-hlcre lenfomasi olan
folikUler lenfoma &érneklerinin % 52'sinde metile CDKN2A geninin varligi saptanmistir.
(Hayslip vd 2006, Chim vd 2007). Calismada CDKN2A'nin inaktive edilmesinden baslica
DNA metilasyonu sorumlu tutulmus ve bu epigenetik mekanizmanin transformasyonda

ve tumor progresyonunda onemli bir mekanizma oldugu 6ngorulmustur.

CDKN2A geninin sessizlesmesinden homozigot delesyonlar ve olduk¢a nadir
gbzlenen mutasyonlara ek olarak promoter hipermetilasyonu sorumludur. DBBHL’da
uzun bir sutredir CDKN2A promoter hipermetilasyonunun patogenezden ve

progresyondan sorumlu &énemli bir mekanizma oldugu bilinmektedir. Literatirde
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CDKNZ2A promoter hipermetilasyonunun goértlme sikliklarinin %16-75 arasinda degistigi
yer almaktadir. ileri evre ve orta/yiiksek risk IPI skoruna sahip hastalarda CDKN2A
hipermetilasyon sikliginin daha yuksek oldugunu bildiren ¢alismalarin yanisira (Amara
vd 2008, Shiozawa vd 2006), CDKN2A hipermetilasyon duzeyi ile hastalarin klinik
evreleri ve IPI skorlari arasinda anlamli bir iliski bulmayan ¢alismalar da bulunmaktadir
(Zainuddin vd 2011) . Caligmamizda, DBBHL hastalarinin tumoér doku ornklerinde
CDKN2A hipermetilasyonun goérilme sikhgi, literatirde tanimlanan sikliktan daha
yuksektir. Bunun olasi bir nedeni, yukarida da tartigildigi Gzere, hasta grubumuzun
baylik bir boliminin ileri evre olgular olmasi olabilir. CDKN2A promoter
hipermetilasyonu, hem mMRNA hem de protein dlzeyinde ekspresyonunun
baskilanmasina neden olmaktadir (Klangby vd 1998). Ancak, CDKN2A ve CDKN2B
metilasyonunun her zaman bu genlerin ekspresyonunu baskilamakta yeterli olmadidi da
bildiren calismalar da bulunmaktadir (Krajnovi¢ vd 2014). Literatirle uyumlu olarak,
calismamizda tumor dokularinda CDKN2A metilasyonu saptanan érneklerin %45’inde
CDKN2A transkriptini varlig1 gézlenmistir (3-aktine gore relative olarak ekspresyon artisi
saptanmamakla birlikte). DBBHL olgulardan elde edilen plazma eksozom &rneklerinde
de CDKNZ2A transkriptinin varligi gézlenmemigtir. TUm bu sonuglar bize, metile CDKN2A
DNA’sinin eksozoma paketlenlemesinin tercih edildigini, ancak transkript dizeyinde
eksozoma paketlenmenin tercih edilmedigini gdstermektedir. Ayni zamanda, literatirde
ilk kez plazma eksozomlarinda metile CDKN2A DNA’sinin varligi gésterilmis olup, bu
profilin primer tumor doku drnekleri ile uyumlu oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda bu
sonu¢ bize EZH2'nin CDKN2A metilasyonu Uzerinde rolu olabilecegini ve metile

CDKNZ2Anin lenfomagenez surecine katilabilecegini distindirmaktedir.

CDKN2B promotor bdlgesi hipermetilasyonu solid tiumorlerin aksine hemen hemen
tim hematolojik malignensilerde tanimlanmigtir. Lenfomalarda CDKNZ2B ile ilgili genetik
ve epigenetik galismalar, CDKN2B’de homozigot delesyon ve mutasyon oraninin
oldukca diusuk oldugunu, ancak bu genin siklikla hipermetile oldugunu tanimlamisladir
(Otsuki vd 1995, Drexler vd 1998). Baur ve arkadaslari B-htcreli lenfomalarda 47
hastanin 30’unda (%64) CDKN2B metilasyonu belirlemiglerdir. Ayrica 9 T-hucrel
lenfoma hastasinin 4’Unde (%44) de CDKN2B metilasyonu belirlemislerdir. Bu genin T-
hicreli lenfomalara oranla B-hicreli lenfomalarda siklikla inaktive olmasi, bu genin B-
hicreli lenfomalarda daha 6énemli oldugunu diasindirmektedir. Ayrica ayni ¢alismada
CDKN2B metilasyonu gortilen tiim olgularda CDKN2A metilasyonu da gériimustar (Baur
vd 1994). Amara ve arkadaslari ise DBBHL hastalarinin %41’inde CDKN2B promotor
metilasyonu belirlenmiglerdir (Amara vd 2008). Krojnovic ve arkadaslari da 51 DBBHL
hastasinin 12’sinde (%23) CDKN2B hipermetilasyonu gérmusglerdir (Krajnovic” vd 2014).
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Son yillarda yapilan bir galismada, Chambwe ve arkadaglari DBBHL hastalarinda
epigenetik degisimleri array tabanli ydntemle incelemigler ve 6 epigenetik alt sinif
tanimlamiglardir. Bu siniflardan sadece biri haricinde diger tum siniflarda CDKN2B'yi
hipermetile bulmusglardir. Bu sonug CDKN2B hipermetilasyonunun lenfomagenezin
erken déneminde gergeklestigini dislindirmektedir (Chambwe vd 2014). Calismamizda
DBBHL hastalarinin plazma eksozomlarinin timadndn primer timoérle uyumlu olarak
metile CDKN2B DNA'sini icerdiklerini gdsterdik. Bir baska ifade ile, galismamizin
bulgulari metile CDKN2A DNA’sinin eksozoma paketlenlemesinin tercih edildigini, ancak
transkript dizeyinde eksozoma paketlenmenin tercih edilmedigini gostermektedir. Ayni
zamanda, literatlrde ilk kez plazma eksozomlarinda metile CDKN2A DNA’sinin varligi
gosterilmis olup, bu profilin primer timdr doku drnekleri ile uyumlu oldugu gosterilmistir.
Sonugta, EZH2'nin CDKN2B metilasyonu Uzerinde roli olabilecegini ve metile
CDKN2B’nin lenfomagenez slrecine katilabilece@ini dislinmekteyiz. Yukarida da
tartisildigi Gzere, CDKN2A ve CDKN2B metilasyonlari DLBCL, Burkitt's Lenfoma ve T-
hicre Akut Lenfoma gibi hematolojik malignensilerde siklikla rastlanan epigenetik
degisimlerdir (Herman vd 1997, Shiozawa vd 2006, Guney vd 2012). Bu amagla yapilan
calismalarin ortak sonuglarindan biri de, bu iki gen 06zelinde farkli hematolojik
malignensilerde farkli metilasyon profillerinin varhigidir. Tim bu verilerin yanisira,
¢alismamizda DBBHL hastalarinin plazma eksozomlarinin primer timér dokulariyla
uyumlu sekilde hem CDKN2A hem de CDKN2B metile DNA’sini tercihli olarak
paketlediklerinin gdsteriimesi, CDKN2A ve CDKN2B’nin DBBHL patogenezinde dual
metilasyon belirteci olabilecedini ve non-invaziv yontemle, eksozomlarin bu dual
metilasyon belirtecinin varligini arastirmak agisindan uygun bir biyomarker olabilecegini
dusunduirmektedir. Ayni zamanda bu galismalardan elde edilecek veriler, DBBHL’nin
tanisi ve prognozunun degerlendiriimesinde likit biyopsi olarak plazma eksozom
orneklerinin klinik uygulamada kullanilabilirliklerinin anlasilmasina yardimci olacaktir. Bu
konuda daha genis serilerde ve daha detayli arastirmalarin yapilmasina gereksinim

vardir.
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6. SONUC:

Diffiz Buyuk B-Hucreli Lenfoma’da eksozomal ve nukleer DNA metilasyon paternlerinin

karsilastiriimasini hedefleyen arastirmamizda sonug olarak;

1. Saglkli bireylerle karsilagtirildiklarinda, DBBHL hastalarinin plazma eksozom
konsantrasyonlarinda anlamli artis goézlendi. Ayrica, izole edilen eksozomlarin da

icerikleri agisindan heterojenite gosterdikleri belirlendi.

2. DBBHL hastalarinin plazmalarindan izole edilen eksozom o&rnekleri cift iplikli ve
fragmente DNA'y!I icerdigi AFM ile gosterildi. Calismamiz literatirde DBBHL hastalarinin

plazma eksozom drneklerinde DNA’nin varligini tanimlayan ilk gahigsmadir.

3. Plazma eksozom Ornekleri DNA konsantrasyonunun, icerdikleri total RNA

konsantrasyonunundan daha dusuk konsantrasyonda oldugu belirlendi.

4. CDKN1A geni 6zelinde; tumér hicre nukleer DNA’lar1 ile eksozomal DNA’larin ayni
metilasyon profiline sahip oldugu belirlendi. CDKN1A geni unmetile DNA’sinin tercihli
olarak eksozomlara paketledikleri gosterildi. Calismamiz, literatlirde DBBHL hastalarinin
plazma eksozom orneklerinde CDKN1A unmetile DNA’sinin varligini tanimlayan ilk

galismadir.

CDKN1A geni 6zelinde; timdr hiicre RNA'lari ile eksozomal RNA’larin ayni ekspresyon
profiline sahip olmadiklari ve bu transkriptin eksozomlara paketlenmesinin tercih

edilmedigi gosterildi.

5. CDKN1B geni 6zelinde; timoér hicre nikleer DNA’lari ile eksozomal DNA’larin ayni
metilasyon profiline sahip oldugu belirlendi. CDKN1B geni unmetile DNA’sinin tercihli

olarak eksozomlara paketledikleri gosterildi.

CDKN1B geni 6zelinde; tumor hicre RNA'lari ile eksozomal RNA’larin varlidi arasinda
%38 oraninda uyum gdézlendi. Eksozomlarinda CDKN1B transkriptine sahip hastalarin
timindn Non-GC alt tipinde idi. Calismamiz, literatirde DBBHL hastalarinin plazma
eksozom oOrneklerinde CDKN1B unmetile DNA’sinin ve transkriptinin varligini

tanimlayan ilk calismadir.

6. CDKN2A geni 6zelinde; timor hicre niklear DNA’lari ile eksozomal DNA'larin %91

oraninda ayni metilasyon profiline sahip olduklari belirlendi. DBBHL hucrelerinin tercihli
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olarak CDKN2A geni metile DNA’sini eksozomlara paketledikleri gosterildi. Calismamiz,
literatirde DBBHL hastalarinin plazma eksozom érneklerinde CDKN2A metile DNA’sInin

varhigini tanimlayan ilk calismadir.

CDKNZ2A geni 6zelinde; tumdr hiicre RNA’lari ile eksozomal RNA’lanin ayni ekspresyon
profiline sahip olmadiklari ve bu transkriptin eksozomlara paketlenmesinin tercih

edilmedigi gosterildi.

7. CDKN2B geni 6zelinde; tumor hicre niklear DNA'lari ile eksozomal DNA'larin ayni
metilasyon profiline sahip olduklari belirlendi. DBBHL hcrelerinin tercihli olarak
CDKN2B geni metile DNA’sini eksozomlara paketledikleri gosterildi. Calismamiz,
literatiirde DBBHL hastalarinin plazma eksozom 6rneklerinde CDKN2B metile DNA’sInin

varligini tanimlayan ilk calismadir.
CDKNZ2B geni 6zelinde; tumor hiicre RNA’lari ile eksozomal RNA’lanin ayni ekspresyon
profiline sahip olmadiklari ve bu transkriptin eksozomlara paketlenmesinin tercih

edilmedigi gosterildi.

8. Primer tumorle uyumlu olarak, tum eksozomal DNA’larin EZH2 mutasyonuna sahip

olmadiklari belirlendi.
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