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OZET

MIR-182, MIR-320A, MiR-144"UN EBV POZITIF BURKITT LENFOMA ILE
OLAN ILISKiSININ ARASTIRILMASI

Mevsim SAYDAM
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Molekiiler Tip Ana Bilim Dali
Yuksek Lisans, Haziran/2023
Danigman: Dog. Dr. Sercan ERGUN
2. Damgman: Prof. Dr. Ayhan DAGDEMIR

Burkitt Lenfoma (BL) ve Epstein Barr Virlisu (EBV) arasinda bariz fakat belirsiz
bir iliski vardir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda EBV-pozitif ve EBV-negatif BL
hiicrelerinde mikroRNA’larin (miRNA’larm) rolii gdsterilmistir. In-siliko calismalar
ve literatiir taramasi ile lenfoma ile iligskili ve B lenfosit olusum yolaginda rol
alabilecek miRNA’larin belirlenmesi hedeflendi. EBV-pozitif ve EBV-negatif BL
hiicrelerinde daha 6nce bu yonilyle arastirilmamis miRNA’larin ifade analizi ve
karsilagtirmast ile EBV nin BL’deki roliine dair bilgi edinmek amaglanmaktadir.

In-siliko analizler sonucunda B lenfosit olusum yolaginda regiilatdr olarak gorev
alan BLIMP1 ve XBP1 genlerini hedefleyen ve lenfoma ile iligskilendirilmis ti¢ miRNA
(miR-182, miR-320a, miR-144) belirlendi. BL tanisi alan 28 hastanin parafine gomiilii
doku 6rnegi caligmaya dahil edildi. BamH1-W bdlgesine ve ApoB’ye spesifik yapilan
RT-PCR sonuglarina gore 6rnekler 14 EBV-pozitif ve 14 EBV- negatif olarak iki ayr1
gruba ayrildi. Segilen i¢c miRNA’nin RT-PCR ile ekspresyon analizi yapildi ve iki ayr1
grup arasinda ekspresyon farklarmin anlamlilik analizleri gergeklestirildi. Klinik veri
ile miIRNA ekspresyonu arasinda iliski kurulmaya ¢alisildi. BamH1-W/ApoB oranina
gbre EBV-pozitif ve EBV-negatif BL olarak iki gruba ayrilan Orneklerde
gerceklestirilen miRNA gPCR sonuglarina gore, miR-182 ve miR-144 ekspresyonu
g6zlenmedi. Bu nedenle bu iki miRNA istatistik analize tabi tutulmadi. MiR-320a
ifadesi ise her drnekte gozlendi ve EBV-pozitif BL 6rneklerinde miR-320a ifadesi ile
bir korelasyon gézlenmedi (p>0.05). EBV-negatif grup ile miR-320a ekspresyon
ifadesi arasinda ise pozitif bir korelasyon bulundu (p<0.05).

MiRNA’lar EBV ve lenfoma arasindaki iliskide potansiyel diizenleyicilerdir.
Ayni zamanda EBV enfekte BL hiicrelerinde tiimorogenezde rol oynuyor olabilirler.
Calismamiz yapilacak olan calismalar i¢in fikir olusturabilir. EBV ve BL iliskisi
ilerleyen zamanlarda netlik kazanabilir. EBV-pozitif ve EBV-negatif BL hiicrelerinde
farkli seviyede eksprese olan miRNA’lar tan1 ve tedavide umut potansiyele sahiptir.

Anahtar Sozcukler: Burkitt lenfoma, Epstein-Barr, miRNA, ekspresyon



ABSTRACT

ANALYSIS OF THE ASSOCIATION OF MIR-182, MIR-320A, MIR-144 WITH
EBV-POSITIVE BURKITT LYMPHOMA

Mevsim SAYDAM
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Molecular Medicine
Master, June/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sercan ERGUN
2. Supervisor: Prof. Dr. Ayhan DAGDEMIR

There is a clear but uncertain relationship between Burkitt Lymphoma (BL) and
Epstein-Barr Virus (EBV). Previous studies have demonstrated the role of microRNAs
(miRNAs) in EBV-positive and EBV-negative BL cells. This study aimed to identify
miRNAs associated with lymphoma and involved in the B lymphocyte differentiation
pathway through in-silico analysis and literature review. The objective was to gain
insights into the role of EBV in BL through expression analysis and comparison of
miRNAs that have not been previously investigated in EBV-positive and EBV-
negative BL cells.

In-silico analysis identified three miRNAs (miR-182, miR-320a, miR-144)
targeting BLIMP1 and XBP1 genes, which play regulatory roles in the B lymphocyte
differentiation pathway and have been associated with lymphoma. Paraffin-embedded
tissue samples from 28 patients diagnosed with BL were included in the study. Based
on the results of BamH1-W region and ApoB-specific g°PCR analysis, the samples
were divided into two separate groups: 14 EBV-positive and 14 EBV-negative. QPCR
expression analysis of selected three miRNAs was performed, and expression
differences between two groups were statistically analyzed. Analysis was realized to
establish a correlation between clinical data and miRNA expression. Based on the RT-
PCR results of miRNAs in the samples divided into EBV-positive and EBV-negative
groups according to BamH1-W/ApoB ratio, no expression of miR-182 and miR-144
was observed. Therefore, these two miRNAs were not subjected to statistical analysis.
Expression of miR-320a was observed in all samples, and no correlation was found
between miR-320a expression and EBV-positive BL samples (p>0.05). However, a
positive correlation was found between miR-320a expression and the EBV-negative
group (p<0.05).

MiRNAs are potential regulators in the association between EBV and
lymphoma. They may also play a role in tumorigenesis in EBV-infected BL cells. Our
study can create ideas for the work to be done. The association between EBV and BL
may become clear in the future. Differentially expressed miRNAs in EBV-positive and
EBV-negative BL cells are promising in diagnosis and treatment.

Keywords: Burkitt Lymphoma, Epstein-Barr Virus, miRNA, expression
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1. GIRIS

Burkitt Lenfoma (BL), MYC translokasyonu ile karakterize agresif B hiicreli
Non-Hodgkin lenfomadir. Bir translokasyonla iligkilendirilen ilk tiimor olma 6zelligi
tagir. Sitma, HIV, EBV gibi kofaktorler BL patogenezinde rol oynamaktadir
(Molyneux, Rochford et al. 2012). Bu nedenle BL tlimdrogenezi merak edilen bir
konudur. BL, farkli patojenlere maruz kalma, germline yatkinligi gibi birgok faktor
tarafindan modiile edilir (LOpez, Burkhardt et al. 2022). Bu faktorlere maruz kalma
farkli popiilasyonlarda farkli sebeplere neden olur. Bu nedenle BL, sporadik, endemik
ve immiin yetersizlikle iligskili BL olmak {izere ii¢ alt smifta incelenir. Fakat tiim alt
tiplerinde MYC translokasyonu ortak bir etkendir (Dunleavy, Little et al. 2016).
Ozellikle EBV ile yakindan iliskili olan BL patogenezinde hala aydmlanmamis
noktalar vardwr. Bircok gen mutasyonu, onkogen ekspresyonu ve kofaktorler
tarafindan modiile edilen BL patogenezi olduk¢a karmasiktir (Campo 2012). Bu

nedenle, tedavi yaklasimlar1 gelistirilmek durumundadir.

EBYV, BL hiicrelerinde tespit edilen ve tiimorle iligkilendirilen ilk viriis olma
Ozelligi tasir (Epstein 1964). B lenfositleri ve epitel hiicreleri hedefleyen EBV aslinda
insanlarm %90’ indan fazlasini enfekte etmistir. Asemptomik olan EBV enfeksiyonu
bazi durumlarda litik faza geger ve bu durumlarda tiimor ya da bagka hastaliklarla
sonug¢lanir (Macsween and Crawford 2003). Endemik BL’nin %95’i EBV pozitiftir.
Sporadik ve immiin yetmezlikle iliskili BL’de oran diisiiktiir fakat yine de EBV pozitif
vakalar mevcuttur (Magrath 2012). Bu nedenle EBV ve BL iliskisi, EBV’nin BL
patogenezine katkis1i merak edilmis ve ¢calismalar yapilmistir. EBV’nin B lenfositleri
bolinmesini indiikkleme ve donistiirme 6zelligi oldugu bilinmektedir (Saha and
Robertson 2011) Ayrica MYC aktivasyonunu ve translokasyonunu indiikledigi de
bilinmektedir (Allday 2009). Lenfoma gelisim yolaginda genetik degisiklikler
olusturan EBV, B lenfositlerinden transformasyon iligkili viral genleri eksprese eder
(Rowe, Fitzsimmons et al. 2014). Yapilan galigmalar sonucunda EBV’nin apoptoza
direng, somatik hiper-mutasyon birikimi, B hicre proliferasyonunu indikleme

yolaklar1 ile BL patogenezinde rol aldig: bilinmektedir (Van den Bosch 2012).

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarin sonucu bu siiregte miRNA’larinda rol
oynadig1 yoniindedir. MiRNA’lar 19-25 niikleotid uzunlugunda gen ifadesinin

diizenlenmesinden sorumlu post-transkripsiyonel elemanlardir (Lu and Rothenberg



2018). EBV-pozitif ve EBV-negatif BL hucrelerindeki miRNA ifade profili bize EBV
ve BL arasindaki yolaga dair fikir verebilir. EBV’nin bu siirecte hiicresel miRNA
profilini etkilemesi muhtemeldir. Ozellikle B hiicre farklilasma siirecinde rol alan
miRNA ifade farkliliklar1 (Zhang, Jima et al. 2009) bize EBV ve BL patogenezi
hakkinda oldukg¢a fikir verebilir. MiRNA’lar apoptoz, hiicre farklilagmasi, hiicre
proliferasyonu gibi bircok yolakta dlzenleyici olarak gorev almaktadir (Sirotkin,
Laukova et al. 2010). EBV ve BL arasindaki iliskide de diizenleyici olmalari
muhtemeldir. Bu nedenle ¢alismamizda B lenfosit olusum yolaginda regiilator olarak
gorev alan BLIMP1 ve XBP1 genlerini hedefleyen (in-siliko arastirmalar sonucu) ii¢
mIRNA (miR-182, miR-320a, miR-144)’nin ekspresyon seviyelerine bakildi. Burada
EBV-pozitif ve EBV-negatif BL hiicrelerinde miRNA ekspresyonlarina bakilarak
EBV ve BL arasindaki iligkiye dair diizenleyici olabilecek miRNA belirlenmek

amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Burkitt Lenfoma Tamim ve Tarihgesi

BL, ilk olarak 1958 yilinda Denis Burkitt tarafindan “Yaygin Biiyiik B hiicreli
Lenfoma’ olarak tanimlanmustir (Burkitt 1958). Fakat erkek hastasinin ¢ene tiimoriine
slipheci yaklasarak bu tiimore dikkat ¢eken ilk kisi ise Uganda’da yasayan Doktor
Albert Cook’tur. Albert Cook’un siipheci yaklasimi burada yasayan patologlar
tarafindan arastirilma yapilmasina neden olmustur (Magrath 2012). Bu nedenle BL
taniminin ortaya ¢ikisinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Sonrasinda yapilan ¢calismalarla
dogu, bat1 ve orta Afrika’da ¢ocukluk cagi lenfomalar1 ve ¢ene tiimorlerinin siklig

dikkat ¢ekmistir ve bunun iistiinde durulmustur (Molyneux, Rochford et al. 2012).

BL’nin klinik olarak tanimin1 ilk olarak Denis Burkitt yapmustir (Burkitt 1958).
Burkitt daha dncesinde teshis olarak Disgerminom konan kiz ¢ocuklarmin hepsinin
olmasa da ¢ogunun ayni tiimore sahip oldugunu diisiiniiyordu. Sonrasinda Mulago’da
Dennis Burkitt'ten bagimsiz olarak ¢alisan Amerikali bir patolog olan Gregory
O'Conor, Burkitt ile ayn1 zamanda patoloji departmani bagskani Jack Davis ile is birligi
yaparak, yaklasik 7 y1l 6nce Kampala'da kurulan kanser kayitlarina bildirilen ¢ocukluk
cag1 kanser vakalarinin yaklasik yarisinin lenfoma oldugunu kabul etti (O'conor and
Davies 1960). Boylece 1960 yilinda George O'Connor, kanserin lenfoma soyundan
geldigi sonucuna varmistir. Bu gelismeler neticesinde tiimoriin Afrika, Papua Yeni
Gine’deki yogun insidansi sebebiyle arastirmacilar bolgeye 6zgii bir tiimor olarak
diistinmiislerdir. Bu nedenle ‘Afrika lenfomast’ olarak adlandirilmistir (Dorfman
1965) Sonrasinda DSO 1969 yilinda tiimdriin tamamen histokimyasal analizlerle
tanimlanmas1 gerektigi karari1 bir gercegi ortaya cikarmistir. Yapilan ¢aligmalar
neticesinde tiimoriin ¢cene ayurt edici klinik 6zelligi olmadan insidansa bagl olarak
ortaya ¢iktigina karar verilmistir (Organization, 1969). Boylece timorun oldukca
yaygm oldugu Afrika, Papua Yeni Gine bdlgesinde goriilen tiimdre ‘Endemik BL’,
daha diisiik insidansa sahip Avrupa’da goriilen BL’ye ise ‘Sporadik BL’ denilmistir.
Fakat sonrasinda HIV ile BL iliskisi fark edilmis ve immiin yetmezlikle iligkili BL
1982 yilinda 3.bir alt tip olarak eklenmistir (Swerdlow, Campo et al. 2008).
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Sekil 2.1. BL’nin anlagilmasinda kilometre taslar1 (Molyneux, Rochford et al. 2012).

2.1.1. Burkitt Lenfoma Simiflandirmasi

DSO’ne gore BL i¢in ii¢ varyant bulunmaktadir. Endemik, sporadik ve immiin
yetmezlik olarak adlandirilan bu (¢ alt tip genetik ve morfolojik olarak benzerlik
gostermektedir (Molyneux, Rochford et al. 2012). Sporadik BL i¢in sitmanin olmadig1
bolgelerde baskin BL alt tipi de diyebiliriz. Agirlikli olarak Kuzey Amerika ve Avrupa
bolgesinde dagilim gostermektedir (Roman and Smith, 2011). Ug alt tip arasinda
insidans, daha etkin olarak ortaya ¢iktiklar1 cografi konum ve klinik sunum farkliliklar
gostermektedir (Bishop, Rao et al. 2000) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. BL alt tipleri arasinda karsilagtirma (Bishop, Rao et al. 2000, Brady, MacArthur et
al. 2008)

Endemik BL Sporadik BL HIV-Iliskili BL
Cografi Papua Yeni Gine ve  Kuzey Amerika ve Amerika ve Avrupa
Lokasyon Afrika Avrupa
insidans 5-10/100.000 0.02/100.000 1000 AIDS

Vakasmda ~6




Klinik Sunum Cocuklarda; Yasca Daha Blylk  Yetiskinlerde; Lenf

Cenede, Yiiz Cocuklarda ve Nodlarinda,
Kemiklerinde, Yetiskinlerde; Karmda ve Kemik
Kemik Iliginde,  Karin, Kemik Iligi, iliginde Yerlesim
Yumurtaliklarda Yumurtalik,
Yerlesim Bobreklerde
Yerlesim
Kofaktor EBV, Malaria -- HIV

BL, morfolojik olarak da DSO tarafindan ikiye ayrilmustir. Bu iki varyant;
plazmasitoid farklilagmas1 sebebiyle Burkitt lenfomas: ve atipik Burkitt / Burkitt
benzeri lenfomadir (Jaffe, 2001). Burada klasik tip BL, EB ve ¢ocuklarda gortlen
sporadik BL’de yogunken, sporadik ve immiin yetmezlikle iliskili BL’de olduk¢a az
goriilmektedir. Yetiskinlerde meydana gelen sporadik BL ise genellikle Burkitt
benzeri lenfomadir (Ferry, 2006).

2.1.2. Epidemiyolojisi

Burkitt lenfoma oldukga agresif bir tiimdr olmakla beraber tiim yas gruplarinda
goriilen lenfomalarm yaklasik %3 ile %5’ini olusturmaktadir. insidansi asil olarak
cografik dagilimina bagl ifade edilmektedir (Bishop, Rao et al. 2000). ilk olarak
Afrika’da tamimlanan ¢ocukluk kanseri BL hala Afrika’da en yaygin ¢ocukluk ¢agi
timoridur. BL cocuklarda 0-14 yas araliginda oldukga degisken bir insidansa sahiptir
ve 100.000 kiside birkag kisiden 18 kisiye kadar degiskenlik gosterebilirler (Magrath,
2012). Afrika, Papua Yeni Gine bdlgesinde yillik olarak milyonda 40-50 gocuk BL
tanis1 almaktadir. Endemik BL’nin bu siklig1 ¢ocukluk ¢agi tiimorlerinin %50’sini
ifade ederken, Afrika’daki tiim tiimor tanilarmmin %90’mma karsilik gelmektedir
(Molyneux, Rochford et al. 2012). Ayni1 zamanda Afrika’da goériilen BL insidansinin
Amerika’daki BL vakalarma kiyasla 50 kat fazla oldugu bilinmektedir (Freedman,
Aster et al. 2020). BL, Amerika ve Bat1 Avrupa’da yetiskin lenfomasinin %1-2’sini,
cocukluk ¢agi tiimorlerinin ise %40’ 11 olusturmaktadir (Ferry, 2006). Cinsiyet olarak
ele aldigimizda ise erkeklerde kadinlara oranla 2 kati fazla BL teshisi kondugu

gozlenmistir (Magrath, 2012).



2.1.3.Etyopatogenezi ve Molektler Biyolojisi

BL, MYC translokasyonu ile karakterizedir (Schmitz, Young et al. 2012). 8924
krozomunda lokalize olan MYC, hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve apoptozu
regile eden c-myc proteinini kodlamaktadir BL ise MYC’in asir1 ekspresyonu ile
karakterize olmus durumdadir (Pelicci, Knowles 2nd et al. 1986). Bu genin asir1
ekspresyonu ile BL yakindan iligkilidir. BL en sik kromozom 8’in uzun kolu (MYC
genini tasir) ile kromozom 14 iizerindeki Ig agir zincir geninin translokasyonunu
tagimaktadir (Shiramizu, Barriga et al. 1991). Buradaki asir1 c-myc ekspresyonu BL
hiicrelerinin boliinme hizini ikiye katlamaktadir (Kalisz, Alessandrino et al. 2019).
Bazi BL orneklerinde yapilan karyotip analizlerinde ise, molekiiler caligmalar
gostermistir ki yetigkinlerde herhangi kromozomal bozukluk olmadan BL saptandigi
da goriilmektedir. Fakat 6zellikle ¢ocukluk c¢agi BL’sinde karmasik kromozom
yapilar1 gozlenmektedir. 1q, 12q ve 7q da duplikasyonlar, 69,13q ve 7q da ise
delesyonlar gozlenmektedir (Nelson, Perkins et al. 2010). Buradaki 13q ise sonug ve
risk degerlenmesinde 6nemli bir faktor olarak goriilmiistiir (Nelson, Perkins et al.
2010).

BL patogenezinin iki onemli sekilde basladigi bilinmektedir. EBV ve MYC
onkogeninde meydana gelen translokasyon BL patogenezinin basinda yer almaktadir
(Lombardi, Newcomb et al. 1987). Yapilan bir ¢alismada BL nin sahip oldugu somatik
mutasyonlara da dikkat ¢ekilmistir. Calisma sonucunda BL’nin TCF3 (transkripsiyon
faktori-3) ve bunun negatif inhibitorii ID3’tin somatik mutasyon tasidigi belirtilmistir
(Campo, 2012). Sporadik ve immiin yetmezlikle iliskili BL’nin %70’i TCF3
mutasyonu tasirken, endemik BL’nin %40’mm TCF3 mutasyonu tasidigi
gosterilmistir. Ayrica, yapilan fonksiyonel ¢alismalar gostermistir ki tcf3 proteini ve
mutasyona ugramig |D3, BL hiicrelerinin hayatta kalmalarinda ve proliferasyonda rol
almaktadir (Schmitz, Young et al. 2012). TCF3, PI3K yolu araciligiyla BCR sinyalini
giiclendirip, yogunlastirarak BL hiicrelerinin hayatta kalmasini saglar. Ayrica CCND3
gibi hiicre dongiisii ile iliskili genleri modiile ederek yukari regiile olmalarini sagladig1
gosterilmistir (Schmitz, Young et al. 2012). Bu da proliferasyondaki rolini
aciklamaktadir. Fare modelinde yapilan bir caligmada ise PI3K sinyal yolaginin MYC
translokasyonu ile is birligi yaptig1 ve CCND3 mutasyonlarinin da oldugu insanlardaki

lenfomanin gelistigi gézlenmistir (Sander, Calado et al. 2012). MYC translokasyonu,



CCND3, TCF3 mutasyonlarinin ve boylece PI3K sinyal yolundaki degisimlerin BL’de
bir is birligi yaptig1 agiktir (Campo, 2012).

TCF3 I'-*-* ID3 |

*

MY
| ccnoa) -

Pl3K |

Germinal Sagkallm prollferasyon Hlicre
merkez buyumesi

fonksiyonu

Sekil 2.2. BL’de somatik mutasyonlar (Campo 2012).

Yapilan ¢aligmalarda ise somatik mutasyonlarin (TCF3,CDDN3 mutasyonlar1
gibi) sporadik BL’lerin %38’inde goriiliirken endemik BL’lerin ise ¢ok kiiglik bir
kisminda goriilmektedir (Schmitz, Young et al. 2012). Bunun sebebi de endemik
BL’de 6zellikle kofaktor gorevi goren baska etkenlerin olmasidir. BL’de sitma, EBV
ve/veya HIV enfeksiyonu kofaktor gorevi gorirler. Sitma holo-endemik olarak Afrika
ve Papua Yeni Gine’de enfeksiyona sebep olmaktadir(Mawson and Majumdar 2017).
Bu enfeksiyonla birlikte aym1 zamanda vakalarin %100 EBV pozitif oldugu
saptanmustir (Kelly and Rickinson 2007).

Endemik BL vakalarinin %95’ EBV pozititken, sporadik BL vakalarinin
%20’si EBV DNA’s1 tasimaktadir. Burada EBV’nin B hiicrelerini enfekte etmesi ile
erken onkojenik olaylar1 indiikledigi ve aynm1 zamanda da MYC translokasyonunu
indiikledigi disiiniilmektedir (Bishop, Rao et al. 2000). Ayrica EBV gen (riini olan
bcl-2 homologu bhrfi’nin apoptozu baskiladigi gosterilmistir (Fanidi, Hancock et al.
1998). EBV nin, c-myc eksprese eden BL hiicrelerinde apoptoza dayanikli hale geldigi
de bildirilmistir (Kelly, Milner et al. 2006). EBV, boylece hiicre 6liimsiizliigiine
katkida bulunarak BL patogenezinde rol almaktadir. Ayrica EBV pozitif BL’lerde
anlamli derecede eksprese edilen Epstein-Barr Nikleer Antijen 1 (EBNAL) proteininin
c-myc translokasyonunu indiikledigi hatta EBNA1’in tek basina proliferasyonu
indiikledigi bilinmektedir (Wilson and Levine 1992). Fakat hala EBV ve onun gen

riinlerinin BL patogenezinde aydinlatilmamis noktalar vardir. Ayni zamanda
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endemik BL’nin sitma ve EBV ile yakindan iligkisi ve BL patogenezindeki rolleri
merak edilmektedir (Poirel, Ambrosio et al. 2019).

B hicrelerinde EBV enfeksiyonu
Malaria, HIV enfeksiyonu

B hicre aktivasyonunun desteklenmaesi ve
proliferasyon

Translokasyon dncesi
olaylar

Germinal merkez geniglemesi

Translokasyon olaylan
oz
Lt

MY translokasyonu

TP53/MDM2 mutasyonlan

Anti-apoptotik faktérder
EBMAL: Apoptozun basklanmas:

EBERs: Tdmarijenitenin desteklenmesi ve
apoptozun baskilanmas

Burkitt lenfoma

Sekil 2.3. BL patogenezi (Brady, MacArthur et al. 2008).

2.1.4. Morfoloji ve immiinohistokimyasal Ozellikleri

BL karakteristik olarak yaygin bir proliferasyon ile birlikte y1ldizs1 bir gokyiizii
goriinlimiinde karsimiza c¢ikar. Yiiksek proliferasyon gosteren, mitoz hizi bilinen
BL’nin bu yildizs1 gokyiizii goriintiisii birgok molekiilii barmdirir (Dunleavy 2018).
Buradaki hiicreler yuvarlak, orta boy ve genelde birbiri ile uyumlu bir gorinti
saglarlar.  Cekirdekler —homojendir ve yuvarlaktan ovala dogru gegis
saglayabilmektedirler. Mikroskobik olarak kiimelenmis bir kromatin, berrak bir para-
kromatin ve iki ila bes arasinda bazofilik ¢ekirdegin merkezi yerlesimi
goOzlenebilmektedir (Jaffe 2001). Fakat BL’de hiicrelerde niikleer diizensizlik veya
varyasyon derecesinde farkliliklar gozlenebilir. Atipik olarak farkli sekiller ve
diizensizlikler olabilecegi belirtilmistir. Burada atipik morfolojiyi yetiskinlerde daha
stk goriildigli ve sebebinin HIV enfeksiyonu olabilecegi belirtilmistir (Poirel,
Ambrosio et al. 2019).



Immiinofenotipte ise, BL’de B hiicre antijenleri (CD19, CD20, CD22, CD79a,
PAX5) ve germinal merkez isaretleri olan CD10, BCL6, CD38, CD77 ve CD43 de
siklikla pozitiftir (Montes-Moreno, Roncador et al. 2008) fakat BCL2 genellikle
negatiftir (Hummel, Bentink et al. 2006). BCL6 +, CD10 +, CD38 + kombinasyonu
gosterir (Kelly and Rickinson, 2007). Tipik olarak orta zincirde ve hafif zincir
restriksiyonunda IgM ekspresyonu gosterdigi bilinmektedir. Bununla birlikte MY C-
IgM negatif vakalarin hepsinde, hiicrelerin ¢ogunda MYC protein ekspresyonu
yuksektir (Poirel, Ambrosio et al. 2019). Ayrica, proliferasyonunun Ki67 ile
olgtildiiglinde neredeyse %100 oraninda yiiksek oldugu gosterilmistir (Harris, Jaffe et
al. 1994). BL’nin immiinofenotipik olarak GC hiicrelerine benzedigi ve hatta B
hiicrelerinin BL’de koken hiicreleri oldugu rapor edilmistir. GC, B hiicrelerinin
olgunlastigi, somatik hipermutasyonlarin ve farklilasmanmn gergeklestigi bir
asamadir(Giulino-Roth and Cesarman 2013). Normal GC hucreleri, naif B hiicreleri
ve hafiza B hiicreleri ile yapilan ekspresyon calismasinda BL’ gen imzasmin GC ile

yakindan iligkili oldugu gosterilmistir (Piccaluga, De Falco et al. 2011).
2.1.5. Klinik Ozellikleri ve Tamsi

BL, epidemiyolojik olarak farkli goriiniimlerde karsimiza ¢ikabilir. Asil BL
tanimiin gergeklestigi Afrika endemik Burkitt lenfomada ¢ocuklarda 6zellikle ¢ene
bolgesinde yerlesim goriilmektedir (Cohen, 2000). Klinik olarak bakildiginda; BL
farkli1 bolgelerde lokalize olabilmekle birlikte kafada lokalize oldugunda dislerde
bozulma ve hava yollarinda tikaniklik goriilebilir. Karin tutulumu gostererek biiyiik
bir kitle olusturabilir. Burada bagirsak duvarmin kalinlagmast ve kanama
gerceklesmesi gorllebilir (Poirel, Ambrosio et al. 2019). Bobrek, gogiis ve ¢gekumda
ekstra-nodal tutulum go6zlenebilir. Endemik BL tim alt tipleri gibi MYC
translokasyonu tasirken %40 oraninda 1C3 ve TCF3 mutasyonu da tagiyabilmektedir.
%1.8 oraninda CCND mutasyonu tasidigi raporlanmistir (Dunleavy, Little et al. 2016).
Vakalar ¢cogunlukla ¢ene ve boyun kisminda tiimor gostermektedir. Sporadik BL’de
ise ¢ene tutulumu sik rastlamlan bir durum olarak degerlendirilmemektedir. immiin
yetmezlik ile iliskili BL’de ise ¢ekum, kemik iligi ve lenf diiglimlerinde tutuluma sik
rastlanilmaktadir. Sporadik BL siklikla karm bolgesinde yerlesim gostermekle birlikte,
kemik dahil kemik iligi, gogiis, bobrekte de klinik sunum gosterebilecegi belirtilmistir.
Ayrica, MSS tutulum riski yiksektir. Ozellikle ileri asamalarinda MSS tutulumu her
alt tipinde rastlanilan bir durumdur (Dunleavy, Little et al. 2016). Vakalarin %25-40’1



EBV ile iligkilendirilmistir. Tiim vakalarda oldugu gibi EBV pozitif BL’de MYC

translokasyonu gostermektedirler (Dunleavy, Little et al. 2016).
2.2.Epstein-Barr Viriisiiniin Kesfi ve Epidemiyolojisi

Epstein-Barr viriisii (EBV)’niin aslinda primat viriisii oldugu bilinmektedir.
Herpes-virlslerin hayvanlarda tiimor ile iligkili oldugu aslinda 1960’lardan beri
bilinmekteydi. Fakat insanlarda timor ile Herpes viriis iliskisine dair ilk orijinal
bilgiler Afrika’da alisilmadik lenfoma iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucu alindi
(Epstein and Achong 2012). Burkitt lenfomanin kesfedilmesinden sonra bir¢ok
laboratuvarin ana konusu Burkitt lenfoma haline gelmistir. Siirecin ilk adim ise
Uganda’da alinan biyopsi Ornekleri Londra’daki Middlesex hastanesine
gonderilmesidir. Burada M. Anthony Epstein, B. G. Achong and Y. M. Barr ¢alismalar
yapmislardir 6rneklerden hiicre kiiltiirleri olusturulmustur ve elektron mikroskobunda
viral pargaciklar tespit edilmistir (Epstein ,1964). Daha sonrasinda bu viriis Epstein-

Barr olarak anilmaya baslanmistir.

Morfolojik yapis1 ve DNA’s1 hakkinda bilgi sahibi olundukg¢a Herpes viriisii
oldugunu diisiindiirtmiistiir. Calismalar sonucu EBV’nin Herpesviridae ailesinden
lympho crypto-virus cinsinin bir tiyesi oldugu kesinlesmistir. Sonrasinda ise EBV’nin
mononiikleaz, non-hodgkin lenfoma ile iliskili oldugu fark edilmistir (Henle, Henle et
al. 1979). Yapilan ¢alismalarda EBV DNA’smnin farkh tiimorlerde de tespit edilmesi
EBV’yi birgok tiimér patogenezi ile iliskilendirmistir (Murata and Tsurumi 2014).
EBV’nin B hiicrelerini enfekte etmesi ve B hiicresinin tercihli enfeksiyonu nedeniyle
EBV’nin sebep oldugu B hiicreli lenfoma listesi olduk¢a uzundur. Bu nedenle 1997
yilinda DSO tarafindan EBV bir tiimér viriisii olarak smiflandirilmistir (Grywalska
and Rolinski 2015).

EBV, ne kadar ilk olarak Burkitt lenfomada tanimlanmis (Epstein, 1964) ve
bircok karsinomla iliskilendirilmis olsa da aslinda EBV zaten tiim insanlarin
%90’ mdan fazlasini enfekte eden bir virtistiir (Henle, Henle et al. 1969). Asemptomik
olarak sessiz kalan viriis olduk¢a yaygindir. Oral yolla taginimi saglanan EBV tiikiiriik
ile bulagir. Bu nedenle 6zellikle cocuklarda primer enfeksiyon daha hizli olmaktadir.
Ayrica sosyoekonomik diizeyle iliskilendirilen EBV sosyoekonomik diizeyi diisiik
tilkelerde hijyen eksikliginden dolay1 EBV’nin bdyle bolgelerde daha sik goriildigi

bilinmektedir (Macsween and Crawford 2003).
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EBV epitel hiicreleri ve lenfositleri enfekte eden ve tiimorle iliskilendirilen ilk
tiimor olma 6zelligini tasir. EBV sadece BL degil ¢ok sayida gesitli tiimor ile iliskilidir
(Ko, 2015). Nazo-farengeal karsinom, Hodgkin lenfoma, gastrit karsinom ve lenfo-
proliferatif bozukluklarla iligkilendirilmistir (Tempera and Lieberman 2014).

Tablo 2.2. EBV hedef hiicreleri ve iligkili oldugu bazi timoérler veya bozukluklar (Shannon-
Lowe and Rickinson 2019).

Hedef Hicre Tliskili Hastahk

B Hicresi Hodgkin Lenfoma

Burkitt Lenfoma
Epstein Barr Virusu

B-Lenfoproliferatif

Bozukluk

Epitel Hucre Gastrit Kanseri

Nezofarengal Kanser

T ve NK Hiicreleri T-NK Proliferatif Bozukluk

2.2.1.EBV’nin Genel Ozellikleri

EBV,172 kb’lik genomu ile gama-herpes viriis ailesindeki diger iiyeler gibi ¢ift
zincirli DNA’ya sahiptir (Klppers, 2003). Molekdl internal ve terminal tekrar
alanlarina benzersiz sekilde bolinmiistiir (Straus, Cohen et al. 1993) Virls
partikiillerinde, kaosid igerisinde genom lineer formdadir ve etrafinda viral zarf
cevrilidir (Sekil 2.4) (Cohen, 2000). EBV lineer genom formunda yaklagik 100 adet
viral protein kodlamaktadir. Bu proteinler viral genlerin ekspresyonunun
diizenlenmesinde, virion yapisindaki bilegenlerin olusumunda ve ana immiin yanitin
diizenlenmesinde dnemlidirler (Cohen, 2000). EBV’nin 172 kb’lik genomu yaklasik
80 protein ve 46 fonksiyonel kodlanmayan RNA ifade eder (Farrell, 2019). Viral
genom her iki ugta da 0.5 kb’lik terminal ve internal tekrar bolgeleri icermektedir. Ve

bu bolgeler genomu uzun ya da kisa benzersiz dizileri bolmeye yarayan domain
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bolgeleri icermektedir. Ayn1 zamanda EBV diger Herpes viriisler gibi ¢ift sarmalli
DNA’ya sarilmis toroid sekilli proteinler bulundurur yapisinda. Niikleokapsidi 162
kapsomerden olusmaktadir (Rickinson, 1996).

i Kapsomerler
Zarf e Viral Antijenler 1 p

4 |
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e Y
f % I‘l;;v
o |

)

K\ Y4

B _/

— <
-l
g Kapsit

Niikleoid
Sekil 2.4. EBV yapisi (Henle, Henle et al. 1979).

EBV’nin ana hedefi B lenfositlerdir. Lineer formdaki DNA enfeksiyon sonrasi B
hicrelerinde latent formda ekstra-kromozomal olarak sirkiiler yapiya geger (Crawford,
2001, Kippers, 2003). Burada enfekte hiicrelerin ¢ekirdeklerinde epizom olusturarak
enfeksiyonu baslatir. Boylece yeni viral partikiilleri tiretebilir, enfekte hucrelerin
Olmesiyle sonuglanan viral parcacik salmmini gerceklestirir. Olgun viriis
kapstillenerek konak icerisinde ¢ogalma ve salinim saglar (Klppers 2003). EBV
insanlar1 iki tip yani iki sus ile enfekte edebilir. Bu iki tip arasindaki fark latent
enfeksiyon sirasinda sekansta farkli genlerin eksprese olmasi ve B lenfosit doniistiirme

kabiliyetlerinin farkli olmasidir (Cohen, 2000).
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Sekil 2.5. EBV gizli genlerinin ¢ift sarmalli viral DNA epizomu iizerindeki konumu ve

transkripsiyonu (Young, Dawson et al. 2000).

I¢i dolu oklar gizli proteinlerin kopyalanma yonlerini ve kodlama ekzonlarini
ifade ederken agik oklar poli-adenile olmayan RNA’lari, EBER’leri ifade eder. EBNA-
LP, BamH1-W fragmanlarindaki degisken sayida tekrarlayan ekzonlardan kopyalanir
ve LMP2, viral epizomu iiretmek i¢in lineer DNA'nin dairesellestirilmesi sirasinda
olusan TR bolgesinin her iki yaninda yer alan ¢oklu ekzonlardan olusur. Distaki uzun
oklar, tim EBNA'larin ya Cp ya da Wp promotdriinden kopyalandig: tip III latensi
EBV transkripsiyonunu temsil eder. Icteki daha kisa oklar, BamH1-Q bolgesinde
bulunan Qp promotdriinden kaynaklanan EBNAL transkriptini temsil eder; EBNA1,
latensi | ve I1'de kopyalanir (Young, Dawson et al. 2000)

2.2.2.EBV’nin Yasam Dongiisii ve B Hiicre Enfeksiyonu

EBV’nin bulasic1 yasam dongiisiine ait bilgiler IM’deki gozlemlere
dayanmaktadir (Macsween and Crawford 2003). EBV oral yolla tiikiiriikte tagmnir. Bu
nedenle orafaranksteki epitel hiicrelerini ya da burada bulunan dinlenme durumundaki
B hiicrelerini enfekte eder. Burada baslayan enfeksiyon daha sonra B hiicrelerini
enfekte ederek devam eder. Primer enfeksiyonda EBV ile enfekte olmug B hiicreleri
virus Uretimi ile litik enfeksiyona veya latent viral ekspresyonuna maruz kalir. EBV,
B hiicrelerine girmeden 6nce ana zarf glikoproteini olan gp350 ile B hiicre yiizeyinde
bulunan CD21 (C3d komplementer reseptorii) viral reseptore baglanir (Cohen, 2000).

Ancak CD21’e ek olarak diger faktorler de enfeksiyon i¢in olduk¢a dnemlidir. Diger
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faktorler kisminda 6zellikle MHC smif Il molekult B hiicre enfeksiyonunda bir
kofaktor olarak gorev alir (Li, Spriggs et al. 1997). EBV, B hicrelerini enfekte ettikten
sonra lineer EBV genomu dairesel forma gecer. Burada bir epizom olusturur. EBV
burada sitotoksik T lenfositleri tarafindan kontrol altinda tutulur. Fakat EBV
reaktivasyona ugrayarak B hiicrelerinde latent ve litik formda yasam dongiisiine

devam edebilir. Bu da B hiicrelerinin 6liimsiizlesmesi ile sonuglanir (Cohen, 2000)
(Sekil 2.6).

Latent formda EBV’ye 6zgii eksprese edilen 100°e yakin proteinden sadece 10
tanesi eksprese edilir. EBV, protein sayisini azaltarak taninmay1 zorlastirmayi ve
sitotoksik T lenfositlerinden kagmay1 hedefler. iki tip cevrilmemis RNA, 6 niikleer
protein ve 2 zar proteini ile latent formda bagisiklik cevabindan kagabilir (Cohen,
2000). Burada 6zellikle EBNALI biiyiik rol oynar. EBNAL viral proteinine baglanarak
EBV genomunun B lenfositlerine dairesel bir DNA epizomu olarak tutunmasini saglar
(Cohen, 2000). Bu etkilesim DNA replikasyonu i¢in dnemlidir ve boylece proliferatif
hiicrelerde yavru hiicrelere DNA aktariminda da rol alir EBNA1(Yates, Warren et al.
1985). EBNA1, MHC I smif molekiilleri tarafindan sunulmaz ve bdylece sadece
EBNAL ekspresyonu olan EBV pozitif B hiicrelerinde sitotoksik T lenfositleri EBV’yi
tantyamaz (Levitskaya, Coram et al. 1995). EBNA2 ise hiicresel doniisim igin
gereklidir. LMP1, LMP2A gibi bazi gizli zar proteinlerinin diizenlenmesinde rol alir.
LMP1 ise anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu indiikleyerek apoptozu inhibe
eder. LMP2A ise immino-reseptor tirosin tabanli aktivasyon motifleri tasir. Bu
motifler ayn1 zamanda BCR koreseptorleri tasirlar ve boylece BCR sitiimilasyonu
sonrasi sinyal iletiminde de gorev alir. LMP2A, BCR tirozin kinazlara baglanarak
BCR sinyallerini inhibe eder(Miller, Burkhardt et al. 1995). EBV’nin litik dongiiye
girigi saglanir. EBER’ler ise IL-10 salgisini indiikleyerek enfekte B hiicre biiylimesini
ve T hiicrelerinden kagis1 kolaylastirir (Wilson, Bell et al. 1996).
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Sekil 2.6. EBV in-vivo kalicilig1 (Faulkner, Krajewski et al. 2000).

EBYV kaliciligi, smirli gen ekspresyonu ile dolasimdaki B hiicrelerinde devam
eder. Boyle bir hiicre girerse lenfoid doku ve CD40 araciligiyla antijen veya T hiicresi
sinyali ile karsilasarak aktive olur. Hiicre bolinmeleri sonucunda bir CTL yanit1
olusturmadan viral genom replikasyonuna izin verilmektedir. CTL yanitinin
olmamasinin sebebi ise viral gen ekspresyonu immiinojenik olmamak i¢in EBNAT ile
smirh tutulmasidir (Faulkner, Krajewski et al. 2000). Bolinen hiicreler ise apoptoza
ugrayabilir (Faulkner, Krajewski et al. 2000), plazma hiicrelerine farklilasabilir veya
bir bellek hiicresine doniisebilir (Vockerodt, Yap et al. 2015). Enfekte bir hiicre, benzer
sekilde viriis kaynakli mekanizmalar altinda da cogalmaya baglayabilir. Boylece B
hiicreleri in vitro olarak enfekte edilmis olur. B hiicreleri 10 viral genin ifadesi

sayesinde 6liimsiizlesir (Faulkner, Krajewski et al. 2000).
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Sekil 2.7. B hiicresinde EBV yasam dongiistiniin iki modeli (Vockerodt, Yap et al. 2015)

EBV’nin enfekte olmus bireylerde en ¢ok uzun 6miirlii hafiza B hiicrelerinde
olmasi ise viriisiin oraya nasil ulastigma dair iki ayr1 model ¢ikarmistir. EBV, B
hiicrelerini ‘Germinal merkez modeli’ ve ‘Dogrudan Enfeksiyon Model’i olmak tizere
iki sekilde enfekte etmektedir. Germinal merkez modelinde naif B hiicrelerinin enfekte
olmasi ile latensi Il periodunu goérmekteyiz. Latensi Il periodunda EBNA’lar,
LMP’ler ve EBER’ler ifade edilirler (Vockerodt, Yap et al. 2015). Buradan Germinal
merkeze giren naif B hiicreleri latensi Il periodu sayesinde farklilasma sinyalleri alir
ve boylece hayatta da kalir. Latensi Il periodunda EBNA1 dahil olmak tizere diger
EBNA’larin ve LMP1, LMP2’inin ifade edilmedigi bir siirectir (Babcock, Hochberg
et al. 2000). EBV ile enfekte olmus hafiza B hiicreleri sitotoksik T lenfositlerinden
kacabilmek igin gizli gen ekspresyonunu asagi diizenleyerek (ki buna latensi O denir)
bagisiklik sisteminden kagabilmektedirler. Sonrasinda yasamsal faaliyetlere devam
etmek ve viral epizomu yavru hiicrelere aktarabilmek icin EBNAL ifade edilmeye
baglanir(Hochberg, Middeldorp et al. 2004). Bu kisim latensi I’dir. Dogrudan
enfeksiyon modeli ise hafiza B hiicrelerinin EBV tarafindan direkt enfekte oldugunu

savunmaktadir(Vockerodt, Yap et al. 2015).
2.2.3.Burkitt Lenfoma Patogenezinde EBV

BL’nin orjin hiicresi somatik hipermutasyona ugramis olgun bir B hiicresidir.
Somatik hipermutasyona ugramis olgun B hiicresinin GC karanlik alan tarafindan

tiiretildigi goriilmektedir (Poirel, Ambrosio et al. 2019). immiinoglobulin somatik
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hipermutasyona ugramis proliteratif B hiicreleri tarafindan tiiretildikleri yapilan gen
ekspresyon ¢aligmalari ile uyusmaktadir (Victora, Dominguez-Sola et al. 2015). Fakat
bu ¢aligmalar EBV negatif sporadik BL drneklerinde yapilmistir (Poirel, Ambrosio et
al. 2019).

EBV’nin onkojenik bir virlis oldugu bilinmektedir. EBV’nin BL
patogenezindekine roliine baktigimizda burada bir kofaktor olarak islev goriir ve
oldukga 6nemlidir (Gromminger, Mautner et al. 2012). EBV, BL’nin tiim alt tiplerinde
goriilmektedir. Ozellikle endemik BL’nin biiyiik bir kism1 EBV pozitiftir (Pattle and
Farrell 2006). Endemik BL’de yapilan ¢alismalar sonucunda EBV’nin BL’de genomik
instabiliteyi bozdugu goriilmiistiir(Kamranvar, Gruhne et al. 2007). Ayrica Malaria ile
de iligkilendirilmistir. Plasmodium falciparum titreleri barindiran kisilerde de EBV
pozitif BL insidansinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Ayni1 zamanda sporadik ve HIV
ile iligkili BL’de de sirasiyla %25 ve %40 EBV pozitiflik gézlenir(Dunleavy, Little et
al. 2016). EBV ile BL arasindaki iliski timorde goriilme sikligi (6zellikle endemik
BL) ve EBV+ BL’lerin viriisii malign klonlarin tiimiinde her hiicrelerinde
tasimalaridir(Kelly and Rickinson 2007). Ayrica, Magraht c-myc ifadesi ile EBNA1
benzerligine dikkat ¢ekmis ve EBV pozitif BL patogenezinin bu noktada iliskili
olabileceginden bahsedilmistir (Magrath, 1990).

BL’de EBV latent III periodunun tamamini géstermemektedir ¢linkii bu period
c-myc ekspresyonu ile uyumlu degildir. EBV BL’de tipik olarak EBNA ekpresyonuna
sahip oldugu latent I enfeksiyonu tasir. BL’de sadece alternatif promotor Qp’den
EBNAL ekspresyonu oldugu (Rowe, Rowe et al. 1987) aynm1 zamanda BARTS ve
EBER transkriptlerinin de oldugu bir latensi periodu mevcuttur (Kelly and Rickinson
2007). Ek olarak da EBNA 1, 3A, 3B, 3C’nin de promotér Wp tarafindan eksprese
edildigi goriilmektedir. Buradaki 6dnemli nokta ise EBNA2 geninin olmamasi ile
EBNAZ2 tarafindan indiiklenen LMP proteininin eksprese olmamasidir. Béylece c-myc
ile uyumlu bir model olusur (Kelly and Rickinson, 2007). Ayrica, EBV ve BL
arasindaki 6nemli bir kanit yine c-myc dolayisiyla elde edilmistir. c-myc sadece hiicre
proliferasyonunu degil ayn1 zamanda apoptozu indikler (Vockerodt, Yap et al. 2015).
Bununla beraber, BL hiicre hatlarmnin apoptoz inhibe edici bir mekanizmaya
gereksinim duymasi normaldir. Yapilan bir ¢alismada da EBV pozitif BL hucre
hatlarinin EBV negatif hiicre hatlarma kiyasla apoptoza daha direngli oldugu

gosterilmistir. Caligmada viral epizomlar1 yok edilen hiicre hatlarinin EBV pozitif BL
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hiicre hattindan apoptoza daha duyarli oldugu goriilmiistir (Shimizu, Tanabe-

Tochikura et al. 1994). Bu bilgi EBV ve BL arasindaki iligskiyi kuvvetlendirmistir.

Tablo 2.3. BL’de EBV protein ifade modeli (Niedobitek, Meru et al. 2001)

EBERs EBNA1l EBNA2 EBNAS3 (A,B,C) EBNA-LP

LMP1

LMP2A,B

Dairesel EBV epizomu

Germinal merkez =

\

o ; g '. -

EBV

Gecikme I:
EBNA1

hicresi

Sekil 2.8. EBV ve BL arasindaki iliskiye dair senaryo (Ktppers 2003)

Lenfoma B @

BL patogenezinde anahtar adimlardan birisi MYC translokasyonudur. Burada

EBYV ile olan iligkisinde EBV, germinal merkezde konum alan B hiicrelerini enfekte

etmistir. Bu siire¢te EBER’lerin yaninda sadece EBNAI ifadesi gozlenmektedir.

Tumor hicreleri BCL6 ve CD77 ifadesi ve aktif somatik hipermutasyonlar (SHM) gibi

sentroblastlarin bircok 6zelligini siirdiirmeye devam ederler. Ki bunu ekstranodal

kisimda da siirdiirmeye devam etmektedirler (Klppers, 2003).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda ise EBV pozitif ve EBV negatif Burkitt

lenfoma hiicrelerinin farkli kdkenlerine sahip oldugunu savunmaktadir. Caligmalar

gostermistir ki hastalardan alinan EBV negatif BL hicrelerinde, EBV pozitif BL

hiicrelerine kiyasla daha diisiik sayida immiinoglobulin agwr zincirli somatik
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mutasyona sahiptir. Aynit zamanda EBV negatif BL hiicreleri devam eden mutasyonlar
gostermemekle beraber antijen seleksiyonundan da yoksundur (Bellan, Lazzi et al.
2005, Leucci, Onnis et al. 2010). Burada sonug olarak su ¢ikarilabilir; EBV pozitif
BL hcreleri post-germinal B hiicre farklilagsmasini normal bir sekilde takip ederler
fakat fenotip, gen ekpresyonu gibi durumlarda normal farklilasma siirecine
uymamaktadirlar. Kaniya gére EBV negatif BL hiicreleri erken sentroblastlardan,
EBV pozitif BL hicreleri ise post-germinal merkez B hiicreleri veya hafiza B
hiicrelerinden koken almaktadir (Leucci, Onnis et al. 2010). Burada da direkt olarak
B hiicre farklilagsma siireci ve burada gorev alan diizenleyici alan gen ve proteinler
aklimiza gelmektedir. B hiicre farklilagsma siireci bir¢ok asamadan olusan, karmasik
bir siirectir. B hiicre farklilasma siireci BCL-6"nin kapanmasi ile desteklenir. Bu olay
sayesinde BLIMP1 aktif hale gelir ve BCL-6"y1 bastirmaktadir (Schmidlin, Diehl et al.
2009). Bus siiregte yeni bir goriis ortaya ¢ikmistir. Burada post-transkripsiyonel eleman
olan miRNA’larin gen ekspresyonunu diizenlemesi muhtemeldir. Yapilan bir calisma
miRNA ekspresyonunu EBV pozitif ve EBV negatif hiicrelerde degerlendirmis ve
farkliliklar1 rapor etmistir (Leucci, Onnis et al. 2010).

2.3.MiRNA Tarihcesi ve Biyogenezi

MicroRNA’lar post-transkripsiyonel asamada mRNA’y1 hedef alarak gen
ifadesini diizenleyen endojen kdkenli regulatorlerdir. Olgun miRNA’lar tek zincirlidir
ve ~22 niikleotitten olusur. mMRNA’y1 hedef alan miRNA’lar, mRNA’nin bozulmasina
ya da gen ifadesinin baskilanmasma neden olurlar. ilk olarak 1993 yilinda
Caenorhabditis elegans’da rapor edilen miRNA’larin 2001 yilina kadar fonksiyonlar1
tam olarak anlasilamamustir (Lin and Gregory, 2015). Kesfedilme siiregleri Victor
Ambros ve meslektaslar1 Rosalind Lee ve Rhonda Feinbaum’un, C. Elegans larva
gelisiminin zamanlamasini kontrol ettigi bilinen bir gen olan lin-4'lin bir proteini
kodlamadigini, bunun yerine bir ¢ift kiigiik RNA {irettigini anlamalari ile baglamistur.
Bu iki RNA’nin biri uzun digerinin kisa olmasmin fark edilmesi ile uzun olanin kisa
olana onciiliik ettigi disiiniilmistiir. Sonrasinda lin-4 RNA’larinin lin-14 geninin
3’UTR’sindeki ¢oklu bolgelere tamamlayici olmasi ve bu kisminda gen ekspresyon
baskilama bolgesi i¢in 6ngoriilen 3°UTR bodlgesine denk gelmesi diislindiirmiistiir. Bu
aragtirma 1993 yilinda yapilan ¢aligmalara onciiliik etmistir. Ayrica daha kisa olan lin-
4, miRNA’larin kurucu liyesi olarak kabul edilmistir (Bartel 2004). Bitki, mantar,

virlis, hayvan ve tek hiicreli 6karyotlarda olmak tizere ¢ok farkl tiirlerde ekspresyonu
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diizenledigi bilinmektedir. Kapsamli miRNA verilerini bize sunan miRBase 223 farkli
tiirden yaklasik olarak 30.000 miRNA girisi bulunmaktadir (Afonso-Grunz and Muller
2015).

mRNA biyogenezi bir dizi asamay1 ve farkli kompleksleri igcerir. MiRNA gen
ekspresyonu cekirdekte genellikle RNA Polimeraz II tarafindan transkripte edilir ve
pri-miRNA sapkali, poli-adenillenmis halde olabilir. MiRNA’larin %30’ luk bir kism1
intronlardan kodlanirken, ¢ogu miRNA ise, 6zel miRNA gen bdlgelerinden
tanimlanir(Lin and Gregory 2015). En basta ortaya ¢ikan gen pri-miRNA’dir ve bazi
asamalar sonucu olgun miRNA ortaya ¢ikar (Ha and Kim 2014).
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Sekil 2.9. miRNA Biyogenezi (Winter, Jung et al. 2009).

MiRNA biyogenezi, ¢ekirdekte ve sitoplazmada sirasiyla gerceklesen ve siireci
katalizleyen iki RNA polimeraz III ( DICER ve DROSHA’ nin)’iin dahil oldugu bir
stireci ifade eder. MiRNA c¢ekirdekte DROSHA, sitoplazmada ise DICER tarafindan
islenmektedir (Bartel 2004). Nukleusta ise pri-mirna olustuktan sonra burada
mikroislemciler (DROSHA ve DGCRS) tarafindan boliiniir (Denli, Tops et al. 2004).
pri miRNA sag tokasi yapisinda olup 1 kb dan daha uzun bir yapidadir(Ha and Kim
2014). Burada DROSHA iki RNAase IIl enzimi barindirr ve bu RNAase III
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enzimlerinin ikisi de 60-70 nukleolitik sa¢ tokasi seklindeki 6ncii miRNA’y1 serbest
birakirlar. Burada olusturulan miRNA ‘pre-miRNA’dir. Kesilen dsRNA yaklasik
olarak 11 baz ¢iftlik komsu ssRNA ile birlesir ve bu birlesim 3’ucunda 2 niikleotid
iceriyorsa tip 1 miRNA, eger 1 niikleotid iceriyorsa tip2 miRNA olugmaktadr (Lin
and Gregory 2015). Olusan pre-miRNA XPOS5 tarafindan niikleustan sitoplazmaya
taginmaktadir. Burada RNAase III enzimi olan DICER miRNA’y1 islemeye devam
edecektir. DICER’m transaktivasyon-cevap RNA baglanma proteini olan TRBP
(TARBP2 tarafindan kodlanir) ile iliskide oldugu bilinmektedir. TRBP, DICER ve
Argonaute arasinda da iletisim kurulmasina yardimci olur (Davis-Dusenbery and Hata
2010). DICER, burada pre-miRNA’nm 3’ ve 5’ u¢ kisimlarina baglanarak iki katalitik
RNAase III domain alami olusturur. Bu sayede Dicer islev gosterebilmektedir.
Asimetrik olarak buralardan kesilen pre-miRNA yaklasik 22 niikleotidlik olgun
miRNA’ya doniismektedir (Ha and Kim 2014, Lin and Gregory 2015).

Argonat (AGO) proteinlerinin miRNA olgunlagsma yolaginda DICER gibi
yadsmamaz bir rolii vardir. Burada argonat, DICER ve arada iletisim kuran TRBP ile
olusan miRISC kompleksi olusur (Michlewski and Caceres 2019). Argonatlarin hem
DICER islevini katalizledigi hem de olgun miRNA’nin yiikklenmesini sagladigi
bilinmektedir. Her miRNA AGO aktivitesine ihtiyag duymamaktadir. Burada dicer
kesimi sonucu olusan miRNA ¢ift zincirlidir (Lin and Gregory 2015). Bir iplik kilavuz
gorevi gorlirken diger iplik bozulur ve kaybolur. Kilavuz gorevi goren asil iplik AGO
yuklenilecek ipliktir. Burada AGO ve miRISC komleksi sayesinde miRNA hedef
mRNAy1 kofaktor olarak kullanarak 3’UTR bolgesine baglanir ve mRNA’y1 susturur
veya degrade eder. Kompleksin tam anlamiyla baglanabilmesi susturmaya sebep

olurken, tam olarak baglanamamas: degradasyona sebep olmaktadir (Pasquinelli

2012).
2.3.1. miRNA Fonksiyonu ve Kanserdeki Rol(

MiRNA’lar, mRNA’nin 3’UTR veya 3’ORF bolgesine komplementer olarak
baglanarak islev gosterirler. Bu baglanma i¢in miRNA’nin 5’ucunda konumlamis
tohum adi verilen diziler temel olustururlar. MIRISC kompleksi icindeki olgun
mRNA’nin 3’UTR veya 3’ORF bolgesine bu tohum dizisine kismen tamamlayici
Watson-Crick baz eslesmesi ile baglanir. Bu baglanma genellikle kusurludur (Afonso-
Grunz and Muller, 2015). Bu baglanma sayesinde mRNA’nin yikilmasina ya da gen

ifadesinin baskilanmasina neden olmaktadirlar. MiRNA’nin mRNA’ya kusursuz ve

21



tam baglanma gergeklestirmesi mRNA’nin yikilmasina neden olurken, kusurlu ve tam
olmayan baglanma translasyonun baskilanmasina neden olmaktadir (Karagin,
Antmen et al. 2014). MiRNA bu yoniiyle hiicre farklilagsmasi, apoptoz, hiicre dongiisii
gibi kritik siireglerde rol almaktadir (Reddy 2015). Bu nedenle kesfinden bu yana
iizerine yogunlasilan bir konu olmustur. Tek bir miRNA birden fazla mRNA’nin gen
ifadesini baskilayabilir. Ayni zamanda tek bir mRNA birden fazla miRNA tarafindan
hedeflenebilmektedir. Bu da tek bir miRNA’nin bile birden fazla yolakta rol
alabilecegini gostermektedir (Pillai, 2005). Bu nedenle miRNA’larin kesin
hedeflerinin belirlenmesi oldukga 6nemlidir.

MiRNA'lar, gelisme, hiicre farklilasmas1 ve proliferasyonu ile kanserin
baslamas1 ve ilerlemesinde bagisiklik tepkilerinde yer alan genlerin ekspresyonunu
modiile eden 6nemli transkripsiyon sonrasi elemanlardir (Piedade and Azevedo-
Pereira 2016). Apoptozda ve hiicre farklilasmasi siireglerinde etkin rol aldiklar1 bilinen
miRNA’larin kanserle iliskili oldugu da agiktir (Sirotkin, Laukova et al. 2010).
MiRNA’larin kanserle olan ilk iliskisine dair kanit 2001 yilinda Kronik Lenfositik
Losemili hastalarda yapilan ¢alismalar sayesinde ortaya konmustur. Burada 13q14
lokusunda homozigot kromozomal delesyonu miR-15 ve miR-16’nin ekspresyonunda
azalmaya sebep olmustur. Bu ¢alisma ile birlikte tiimor ve miRNA ekspresyon iligkisi
lizerine c¢aligmalar artti ve yeni teknikler ortaya ¢ikt1 (Visone and Croce 2009).
MiRNA’larm bu yolaklarda farkli boyutlarda rol aldig1 da bu sekilde ortaya ¢ikmistir.
MiRNA’lar onkogen veya tiimor baskilayici olarak gen ifadesini diizenlemektedirler,
tumaorigenezde rol oynayabilmektedirler (Sevli et al. 2010; Calin et al. 2002).Bu

sayede kanserle olan iligkileri hem pozitif hem de negatif olabilmektedir.

MiRNA regiilasyonunun bozuk olmasi ayrica bir tan1 olarak
kullanilabilmektedir. Asag1 veya yukari regiile edilen miRNA’lar bir¢ok tiimor ile
iliskilendirilmistir. Nedensel olarak yolaklarda kanit bulunmasa da diizensiz
regiilasyonlar1 timorle iliskilendirilmeleri i¢in temel olusturmaktadir(Reddy 2015).
Kanser hiicre hatlarinda miRNA nin asir1 ifade edilmesi ya da tam tersi olarak miRNA
ifadesinin ortadan kaldirilmasi gibi yapilan fonksiyonel caligmalar ile kanser ve
miRNA arasindaki baglanti kanitlanmistir. MiR-17-92 onkogenik gen kiimesinin agir1
ifade edildigi durumlarda lenfo-proliteratif bozukluga yol ag¢tig1 ve hatta bu gen
kiimesinin asir1 ifadesinin MYC bagimli B hiicreli lenfomada tiimdrijeniteyi arttirdigi

gosterilmistir. MiR-21’in asir1 ifade edilmesinin malign lenfoidi indiikk ledigi
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bilinmektedir. (Reddy 2015) miR-155 ise kolon, akciger, pankreas, tiroid, beyin ve
meme tiimorleri ve daha farkli timorlerde onkogenik olarak tanimlanmistir. miR-155
asir1 ekspresyonu ayni zamanda Hodgkin, Burkitt lenfoma gibi cesitli lenfoma tiirleri

ile de iliskilendirilmistir (Visone and Croce 2009).

MiRNA’lar kanserde birer biyobelirte¢ olarak kullanilmalarmin yani sira
hastaligin ilerlemesinde etki gosterirler. Burada kotii prognozla iliskilendirilen
miRNA’larin varlig1 hastaligin seviyesi hakkinda bilgi verebilmektedirler. Terapotik
olarak hedeflendirilebilen miRNA’lar tedavide de etkin rol alabilmektedirler (Huang
2017). Yolaklarda birden fazla noktada yer alan ve bircok gen tGzerinde etkili olabilen
miRNA’lar ila¢ hedeflerini temsil etmektedirler. MiRN A ifadesinin baskilanmasi veya
indiiklenmesi yolaklar1 diizenleyerek tedavi araci kabul edilmektedirler. MiRNA
inhibitorleri veya mimikleri tedavi i¢cin umut vericidir. MiRNA ve hedef bdlgesi
hakkinda bilgi sahibi olmak hastaligin tan1 ve tedavisi i¢cin 6nemlidir (Farazi, Hoell et
al. 2013).

2.3.2. EBV Pozitif Burkitt Lenfomada MiRNA’nin Roli

Aragtirilan tim Herpes virlsler genomunda miRNA geni tasirlar (Klinke,
Feederle et al. 2014). EBV, miRNA kodlayan ilk viriis olarak kaynaklara ge¢mistir.
BART ve BHRF1 olmak iizere iki ayr1 bolgeden en az 44 miRNA kodladigi
bilinmektedir. EBV miRNA’lar1 EBV-pozitif BL hiicre hattinda yapilan ¢alismalar
sonucunda tespit edilmis. Bir EBV miRNA profillemesi yapilmistir (Klinke, Feederle
et al. 2014). EBV enfeksiyonu, ayni zamanda konak¢inin miRNA paternini degistirir.
Bunu yapmak i¢in kendi miRNA’larinin ifade olmasini saglar ya da var olan miRNA

ifadesini bozar (Ayoubian, Ludwig et al. 2019).

MiRNA’larm viriis ile iliskisi acik bir sekilde ortaya konmustur. Viriisiin
enfekte olmasi ile viral miRNA’larin varligi, ayn1 zamanda da hiicresel miRNA’larin
yolaklarda etkili oldugu bilinmektedir (Mrazek, Kreutmayer et al. 2007). EBV pozitif
ve EBV negatif BL hiicrelerinin kdkenlerinin farkli olabilecegi goriisiinden soz
edilmisti (2.2.3). Burada 6zellikle ekspresyon seviyelerinin diizenlenmesi ve farkl bir
farklilagma siireci s6z konusu oldugu i¢in miRNA’larin biiyiik bir rolii oldugunu

diistinmek yanlis olmaz.

Insan miRNA’lar1 hiicresel baglamda gen ekspresyonunu dizenleyerek

benzersiz bir miRNA imzasi olusturmaktadirlar (Cameron, Fewell et al. 2008) B
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lenfosit popiilasyonlar1 farkli seviyelerdeki miRNA ifadeleri ile ayirt edilebilir. MiR-
7, miR-9 ve miR-155 aktif B hiicrelerinde yukar1 regiile edilmektedirler, hafiza B
hicrelerinde ise miR-224 yukari regule edilirken miR-181 asag1 regiile edilmektedir
(Lawrie, Saunders et al. 2008). Bu miRNA ifade seviyeleri ayirt edici olmaktadir.
MiR-155 ayni1 sekilde ¢ok sayida B hiicreli lenfoma tipinde yiiksek seviyede ifade
edilmektedir. MiRNA’larin biyobelirte¢ olarak kullanildiginda dair ¢ok sayida érnek
vardir. Yapilan ¢alismalar gostermistir ki, miR-155 ifadesi ile EBV latensi 11 periodu
arasinda bir-korelasyon vardir. MiR-155 ifadesini EBV latensi gen ekspresyonu
indlklemektedir. Ayn1 zamanda LMP-1 ile miR-146 arasinda da bir iliski oldugu
gosterilmistir (Cameron, Fewell et al. 2008). Bu konuyla ilgili yapilan bir ¢alismada
EBV pozitif ve EBV negatif BL hiicrelerinde transkriptom calismasi yapilmis ve
kodlanmayan RNA arastirmasi yapilmistir. EBV pozitif ve EBV negatif BL hiicreleri
arasinda farkli seviyede ifade edilen miRNA’lar gézlenmistir (Mrazek, Kreutmayer et
al. 2007).

Burkitt lenfoma vakalarinda, esas olarak EBV iliskisi acisindan farklilik
gosteren miRNA ekspresyonu iizerine yapilan bir 6n ¢alismada, bu iki durum arasinda
farkli bir miRNA imzas1 tanimlamistir. EBV-pozitif BL'de B hiicresi farklilagsmasinin,
hsa-miR-127'nin degistirilmis ifadesi ile transkripsiyon sonrasi seviyede bozuldugu
gosterilmistir. EBV pozitif Burkitt lenfoma orneklerinde anlamli derecede yiiksek
ekspresyon gosteren miR-127, EBV negatif Burkitt lenfoma 6rneklerinde kontrole
yakin ekspresyon gostermisti. EBNAI hiicresel miRNA hsa-miR-127'nin
ekspresyonunu indiiklemis ve EBV ile enfekte olmus bellek B hiicrelerinde B hiicresi
farklilagsmasimi bozmustur (Onnis, Navari et al. 2012). Sonug olarak miRNA’lar EBV-
pozitif ve EBV-negatif arasinda farkli seviyelerde ifade gosterereck EBV pozitif ve
EBV negatif BL hiicreleri arasindaki fark: yaratiyor olabilir.

2.3.3. Calismaya Dahil Edilen MiRNA’lar
2.3.3.1. MiR-182-5p

MiR-182 kromozomun 7¢32.2 bdlgesinde lokalize haldedir. MiR-182 bir
onkogenik miRNA’dir (Yang, Ma et al. 2012) Yapilan miRNA ekspresyon ¢aligmalari
miRNA ifadesinin siklikla anormal sekilde ifade edildigini gdstermis ve birgcok
tumorle iligkilendirilmistir. Bu malignitelerin i¢inde yumurtalik kanseri (Vaksman,
Stavnes et al. 2011) prostat kanseri (Yin, Li et al. 2010), pediatrik akut 16semi (Hu, Qi
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et al. 2019), akciger (Sun, Fang et al. 2010) ve meme kanseri (Guttilla and White 2009)
vardir. Bu sekilde, birgok hastalikla iliskilendirilmesine ragmen lenfoblastik
maligniteler ile iliskisi belirsizligini korumaktadir. Yapilan bir ¢calismada miR-182’nin
lenfoblastik malignitelerde FOXO3A inhibisyonu ile hiicre sagkalimimni indiikledigi
rapor edilmistir (Segura, Hanniford et al. 2009). Yapilan bir bagka ¢alismada birincil
merkezi sinir sistemi lenfomasinda miR-182’nin negatif etkili oldugu rapor edilmistir
(Takashima, Kawaguchi et al. 2019). Li ve ark (2016) calismasinda miR-182 yukar1
reglile olurken BCL-2 asagi regiile olmus ve yine ters yonde bir korelasyon
gostermislerdir (Li, Ma et al. 2016). Tim bu verilere baktigimizda miR-182’nin
lenfoblastik malignitelerle iliskili oldugu goriilmektedir. Ters yonde ve negatif bir
etkiye sahiptir. EBV pozitif hiicre hatlarinda yapilan bir ¢calisma LMP-1’in miR-
182’nin ifadesini baskiladigi ekspresyon analiz yontemleri ile rapor etmistir. Latensi
[1T’te, latensil’e kiyasla daha diisiik seviyede ifade edildigi de belirtilmistir(Delecluse
and Pfeffer 2015). Bu nedenle miR-182’nin EBV ve BL arasinda gorev almasi sasirtict
olmaz. Ayn1 zamanda miRror veri tabani sonuglarma gdre BLIMP1’I hedeflemektedir.

Boylece B hiicre farklilagma siirecinde de rol aliyor olabilir.
2.3.3.2. MiR-320a

MiR-320 ailesi, miR-320a (8), miR-320b (chrl), miR-320d (chr13 ve chrX),
miR-320c (chr18) ve miR-320e'den (chr19) olusur. MiRNA-320 ailesi insan saghgi,
hastaliklar1 ve kanser ile yakindan iliskilendirilmistir (McCreight, Schneider et al.
2017) MiR-320 kodlanma bdélgesi, RNA polimeraz III'in spesifik bir korunmus alt
birimi olan hicre dongust geni RNA polimeraz 111 alt birimi D'nin (POLR3D) yukar1
akig bolgesidir (Kim, Satrom et al. 2008). Ozellikle metastaz ve invazyon ile iliskili
onemli genleri hedef alan bir miRNA olarak tanimlanmustir (Yao, Liang et al. 2012,
Wan, Deng et al. 2015). EMT baskilayici, apoptozu indiikleyen bes liyeden olusan
miR-320a ailesinin kanser tani ve prognoz tahmininde potansiyel biyobelirte¢ oldugu
sOylenebilir (Liang, Li et al. 2021).

MiR-320a, insan kromozomu 8p21.3 lokalize olarak bulunur. Hastalik
progresyonu, tiimor invazyonu ve metastazi ile yakindan iligkili oldugu bilinmektedir.
Prostat (Okato, Goto et al. 2016), kolon (Sun, Huang et al. 2012) ve meme kanserinde
timor olusumunu inhibe edici 6zelligi ve ploriferasyon baskilayici 6zelliginden
bahsedilmistir (Yu, Wang et al. 2016). Hsa-miR-320a-3p'nin, kigik hucreli olmayan
akciger kanseri (NSCLC) hiicrelerinde PI3K / Akt sinyallemesini inhibe ederek hticre
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gociinii ve invazyonunu baskiladigmi gostermistir (Zhao, Sun et al. 2018). Bu nedenle,
anti-timor olma 6zelligi tasiyan miR-320a biyobelirte¢ ve tedavi yaklasimi igin bir
secenek olma potansiyeli yiksektir.

DLBCL hiicrelerinde ER stresini etkileyerek hiicre sagkalimmi ve
kemoterapiye cevabi etkiledigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda B hiicre farklilagsmasinda
diizenleyici olarak gorev alan XBP1’i hedef aldigi rapor edilmistir (Cui, Xu et al.
2021). Daha 6nce Ebola virtisii ile iligkilendirilmis ve bu viriisiin toksisitesini azalttig1
bildirilmistir. MAPK1 ve PTEN gibi hiicre sinyal yolaklarinda 6nemli rol alan genler
miR-320a’nin hedefleri arasindadir. Ayn1 zamanda MYC de miR-320a tarafindan
hedeflenmektedir (Zhang, Liu et al. 2018)Yapilan bir ¢calismada B-lenfoblast hiicre
hattinda yiiksek seviyede ifade edildigi rapor edilmistir (Zhang, Liu et al. 2018).
miRror veri tabaninda BLIMP1’i de hedefledigi belirlenmistir ve STarMir web
sunucunda hedefledigi bolge tanimlanmistir (Sekil 3.3). miR-320a daha 6nce EBV

viral ylk acisindan BL hiicrelerinde arastirilmamuistir.
2.3.3.3. MiR-144-5p

MiR-144, bircok kanser tiiriinde 6nemli hasara maruz kalan kromozomal bélge
17g11.2'de bulunur. Eritroid soyunun hayatta kalmasi ve olgunlagsmasi i¢in gerekli
eritroid spesifik bir miRNA'dir (Dore, Amigo et al. 2008). Mesane (Matsushita, Seki
et al. 2015) ve yumurtalik kanseri (Han, Zhu et al. 2018) gibi bircok kanserde eksprese
oldugu ve yolaklarda 6nemli hedefleri oldugu bilinmektedir (Zhou, Wu et al. 2020).
Biyobelirte¢ potansiyeli yiiksek bir miRNA’dir. Yiksek ekspresyonunun anti-timaor
ozelligi tasidigi bilinmektedir (Zhou, Wu et al. 2020). MiR-144, BCL6 ters bir
korelasyon i¢indedir. BCL6’y1 hedefledigi bilinmektedir. Bu nedenle lenfoblastik
malignetelerle iliskili i¢cindedir. MiR-144’iin asir1 ekspresyonunun farelerde DLBCL
kseno-transplantlarinin invazyonunun engellendigi goriilmiistiir. Potansiyel bir timor
baskilayict miRNA olarak bahsedilmektedir (Wang, Wang et al. 2016). Ayni zamanda
yapilan bir miRNA ekspresyon profil ¢alismasinda HL’da anlamli derecede diisiik
ekspresyon gosteren miR-144 bu lenfoma icin bir biyobelirte¢ olabilmektedir (Khare,
Goldschmidt et al. 2017). miRror veri tabaninda yapilan aragtirma sonrasi miR-144’iin
BLIMP1 ve XBP1’i hedefledigini gordiik, STarMir web sunucusunda da hedefledigi
bolgeleri tanimladik. miR-144 daha ©once bu yoniiyle arastirilmamistir. Diger
caligmalar nedeniyle biyobelirte¢ olma olasilig1 yiliksek olan miRNA’nin BLIMP1
uzerindeki hedef bolgesi Sekil 3.2.’de gosterilmistir.
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3. MATERYAL-METOT

3.1. Cahsma Grubu

Calismaya, Ocak 2006 ile Mart 2022 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi (OMUTF) Cocuk Hematoloji-Onkoloji Klinigine
basvurmus, Pataloji klinigince BL tanis1 almig hastalara ait arsiv materyali olarak
saklanan formalin ile fikse edilmis parafine gomiilii (FFPE) tiimor dokusu ve
cevresindeki saglikli doku 6rnegi calismaya dahil edildi. Yapilan benzer calismalar
dikkate alinarak Minitab 16.0 programinda 0,05 hata pay1 ve %90 giic ile hesaplama
yapildi. Analiz sonucuna gore her gruba en az 14 hasta alinmasi gerektigi hesaplandi.
Gli¢ analizine istinaden Onerilen bu ¢calismaya 14 EBV-pozitif Burkitt lenfoma hastasi
ve 14 EBV-negatif Burkitt lenfoma hastasina ait toplam 28 parafine gémiilii lenf nodu
orneginden alinan kesitler ¢alismaya dahil edildi. Hasta gruplarinin demografik

Ozelliklerinin benzer olmasina dikkat edildi.

Calismanm basinda OMU Patoloji kliniginden 48 FFPE BL 6rnegi alindi.
Fakat bu 48 ornek icerisinde aym kisiye ait farkli rumuzlarda 6rneklerin oldugu
farkedildi. Tim 6érneklerin lenf nodu olmasini ve ayni kriterleri tagimasi istendiginden
ayni Kisiye ait olan tiim Ornekler ¢alismadan ¢ikarildi. Gug analizi sonucu elde

ettigimiz 28 ornek ile calismaya devam edildi.
3.2. Materyal

Ondokuz Mayis Universitesi Cocuk Hematoloji-Onkoloji klinigine basvuruda
bulunan hastalardan tani i¢in Patoloji klinigince alinan ve arsivlenen BL doku
ornekleri ¢alismanin materyalidir. Calismalardan artan FFPE tiimo6r dokusu ve
cevresindeki saglikli doku ¢alismaya dahil edilmistir. Calisma bu yoniiyle retrospektif
bir ¢calismadir. Toplam 28 hastanin her bir FFPE 6rneginden 10 mikronluk Kkesitler
almmis ve tlpe konulmustur. Calisma zamanmna kadar ornekler -80’de muhafaza

edilmistir.
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Sekil 3.1. Calismanin akis semasi

3.3. On Calisma: In Siliko MiRNA Analizi

Literatiirli inceledigimizde bir¢ok calismada B hiicreli lenfomalarda miRNA
imzas1 oldugu ve miRNA’larin diizenleyici olarak gorev aldigini gérmekteyiz. Epstein
Barr virlisii ve Burkitt lenfoma arasindaki iliskiye dair eksik bilgiler dikkat
cekmektedir. Onnis ve ark. (2012) ¢aligmasinda, miR-127’ninin EBNAL varhiginda
asir1 eksprese olmasi, BLIMP1, XBP1’in transkripsiyon sonrasi diizenlenmesiyle B
hiicre farklilagmasi siirecine dahil oldugu gosterilmistir. Buradan yola ¢ikarak Epstein
Barr viriisti pozitif Burkitt lenfomada EBNA1 varliginda ekspresyonlar1 degisen ve
stirece dahil olan bagka miRNA’larm oldugunu diisiindiik. MiRror veri tabaninda B
lenfosit farklilagsma siireci ana diizenleyicileri olan BLIMP1 XBP1’i hedefleyen
MiRNA’lar1 belirledik. Ug miRNA igin de literatiir taramas1 yaptik ve sectigimiz
miRNA’larin (miR-182, miR320a, miR-144) B hiicreli lenfomada ifade edildigi ve
iliskili oldugunu gordiik. Daha sonra STarMir veri tabaninda segilen miRNA’larin

(miR-182, miR-320a, miR-144) hedef bolgelerini tanimladik.
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Sekil 3.2. MiR-144-5p’nin BLIMP1 iizerindeki baglanma hedef bolgesi (STarMiR veri
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Sekil 3.3. MiR-320a’nin BLIMP1 hedefi i¢in baglanma bolgesi (STarMiR veri tabanina gore)
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Sekil 3.4. MiR-182-5p’nin XBP1 hedefi igin baglanma bolgesi (STarMiR veri tabanmna gore)
3.3. FFPE Doku Orneklerinden RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

FFPE orneklerinden RNA izolasyonu i¢in miRNeasy FFPE kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Almanya) kullanildi. Tiim siireg kit protokoliine uygun gerceklestirildi.

Numunelerden mikrotom yardimi ile 10’ar milim kesitler alindi. Alinan kesitler
1.5 veya 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine konuldu. Caliymaya kadar -80°C’de

saklanan kesitler ¢alisma oncesi ¢ikarildi.
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Tuplere 500 pl ksilen eklendi. Tiipler asag1 ve yukari sallanarak karistirildi.
Oda sicakligindan 10 dk inkiibe edildikten sonra 3 dk 4°C’de son hizda
santriflij yapildi

Santrifiij sonrasi olusan siipernatant atildi.

Tiplere 250 pl ksilen eklendi ve yine karistirildi. Oda sicakhiginda 3 dk
inklibasyon sonrasi 3 dk son hizda 4°C’de santriftij yapildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant atildi.

Tuplere tekrar 250 pl ksilen eklendi. Tipler karistirildi.

3 dk inkiibasyon sonrasi 3 dk 4°C’de son hizda santrifiij yapildi.

Olusan siipernatant atildi.

Tplere 300 pl etanol (%100 etanol) eklendi. 10 sn son devirde vorteks yapildi.
3 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 3 dk son hizda santriftij yapildi.
Olusan siipernatant atildi.

Tekrar 300 pl etanol eklendi. Vorteks yapildi. 3 dk oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 3 dk santrifiij yapildi.

Siipernatant atildi.

25 dk 37°C’de etiivde inkiibe edildi.

Etiivden ¢ikarilan 6rnekler steril ug ile havanlara alindilar. Havana eklenen sivi
azot ile tokmak yardimiyla parcalandilar.

Havanda ezilen orneklerin tzerine 700 ul giazol eklendi. Pipetaj yapilarak
ornekler havandan 1,5’luk tiiplere alindilar.

Tiipe alman karisim 20 gaugluk igne ucundan 10 kez gegirildi.

Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildikten sonra 140 pl kloroform ile muamele
edildi. Kapagi sikica kapatilarak 15 sn tiipler sallandi. 2-3 dk oda sicakliginda
inklbe edildi.

15 dk. 12.000 g’de 4°C’de santrifiij yapildi.

Kloroform ve santrifiij sonrast tiipte faz ayrimi olustu. Ustteki faz yeni 1,5’ luk
tiipe aktarildi. Orta fazdan kaginild.

Yeni tiipe alinan st fazin 1,5 kat1 kadar (525 pl ) %100 etanol tipe eklendi.
Pipetaj yapild1.

Tiipteki karigimin 700 pl’si 2 ml’lik kolonlara aktarildi. 10.000 g’de 15 sn. oda
sicakliginda santrifiij yapildi.

Akis sonrasi altta kalan flow-through atild.
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e Kolona 700 pl RWT eklendi. 10.000 g’de 15 sn santrifiij yapilip flow-through
atild

e 500 pl RPE kolonun ortasina eklendi. 15 sn 10.000 g’de santrifiij yapildi. Flow-
through atild1.

e Tekrar 500 ml RPE kolona eklendi. 2 dk 10.000 g’de santrifiij yapildi.

e Kolon 2 ml’lik tiiplere aktarildi. 1 dk son hizda santrifiij yapildi.

e Kolon 1,5’luk tiiplere aktarildi. 50 pul RNaz igermeyen su filtrenin tam ortasina
brrakildi. 1 dk 10.000 g’de santrifiij yapildi. RNA’y1 yogunlastirmak amacli bu
islem tekrar edildi. 1,5’luk tiiplere yaklasik SO pl hacmindeki RNA aktarildi.

Elde edilen RNA’nin konsantrasyon miktart ve kalite tayini Multiskan GO

spektrofotometre (Thermo Scientific, NH, USA) cihazi kullanilarak gergeklestirildi.
3.3.1. cDNA Cevrimi

RNA izolasyonundan sonra ABM miRNA All-In-One cDNA Synthesis Kit (Bio
Basic)’iile RNA, cDNA’ya RT-PCR ile gevrildi. Kitin protokoliine uygun hacimlerde
(Tablo 3.1) reaksiyon hazirland1.

Tablo 3.1. cDNA PCR Reaksiyonu

Bilesen Reaksiyondaki hacmi
Super karisim 5 ul

Enzim karigimi 1l

RNA template 4 ul

Total hacim 10 pl

Reaksiyon hassas bir sekilde verilen hacimlere gére hazirlandiktan sonra kisa
spin yapildi. Olusturulan karisim GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) cihazinda RT programi dahilinde Tablo 3.2’ de gosterilen sicakliklara

belirtilen siirelerde maruz birakildi.
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Tablo 3.2. cDNA ¢evrim PCR kosullar1

RT-PCR Sicaklik (°C) Siire
l.adim 37°C 30 dk
2.adim 50°C 15 dk
3.adim 85°C 5 dk

Ornekler son adimdan sonra buza alindi. Real-Time PCR deneyleri dncesi elde
edilen cDNA Orneklerinin miktarlarim1  ve kalitesini  belirlemek amaciyla
spektrofotometrik yontem kullanildi. Kalite ve miktar tayini Multiskan GO
spektrofotometre (Thermo Scientific, NH, USA) cihazi kullanilarak gergeklestirildi.
Elde edilen cDNA’lar -20°C’de sakland.

3.4. Real-Time PCR ile EBV Tespiti

Burkitt lenfoma 6rneklerinde EBV pozitif ve EBV negatif ayrimi yapabilmek
icin Real-Time PCR yapildi. EBV genomunun BamH1-W fragman bdlgesine dogru
gercek zamanli bir kantitatif PCR sistemi kullanilarak 6l¢iildii. Real-Time PCR, PCR
reaksiyonunun ger¢ek zamanli olarak izlendigi, amplifikasyonla orantili sinyal veren

floresans sayesinde de kantitatif sonu¢ veren bir yontemdir (Bustin 2005).

EBV’nin tespit edildigi altin standart yontemlerde (EBER in situ) sonucun
negatif olmasma ragmen EBV nin immiino-histokimyasal testlere dayanarak varligini
gostermesi nedeniyle tutarsizlik olusmustur. Bu yontemi segmemizin sebebi Ryan ve
arkadaslarmi yaptigi1 caligmaya gore, BamH1W segmentini hedefleyen Q-PCR testi,
lenfoma veya enfeksiydz mononiikleozlu dokuz hastanin tiimiinde EBV'nin 6l¢iilebilir
oldugu, ancak dokuz saglikli kontroliin tiimiinde EBV'nin saptanamadig1 drneklerde
bilgilendirici olmustur. Bulgular, g-PCR'nin parafine gémuili dokuda ve plazma
orneklerinde EBV virlisiinii ayirt etmede etkili bir yontem oldugunu gostermektedir
(Ryan et al. 2004). EBV genomunda BamHI-W segmenti korunmustur.
BamH1W testi, hedef dizinin her viral genomda tekrarlandig1 gergegine uygun olarak,

diisiik seviyeli viriisii tespit etmek icin diger segmentlere gore en hassas olan1 olarak
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belirtilmistir (Ryan, Fan et al. 2004). ApoB hcresel proteini ise (insan kontrol geni)
ornekler arasinda normalizasyon saglamak i¢in kullanilmistir (Rajesh, Dickerson et
al. 2011). Burada BamH1-W kopya sayisi / ApoB kopya sayis1 viral yiik olarak kabul
edilmis (Ryan, Fan et al. 2004). Boylece cDNA elde strecine kadar olan siire¢ elimine
edilmistir (Rajesh, Dickerson et al. 2011). EBV ifade tespiti ve nicel analizi igin
hazirlanan 6n karisimda BlasTag™ 2X qPCR MasterMix (ABM, Richmond, BC,
Canada) kullanildi, Real-Time PCR prensipleri ve ayrmtili reaksiyon kurulum
prosedirlerine gore gergeklestirildi. Tim cDNA’lar ayrica, kontrol gérevi goren -
globin geni icin gPCR analizine tabi tutuldu. Hem EBV hem de B-globin PCR'ler gift
olarak gerceklestirildi (Lei et al. 2000).

Tablo 3.3. RT-PCR Reaksiyon

Bilesen Hacim
BlasTag™ 2X qPCR MM 5ul
Forward Primer (10 uM) 0.5ul
Reverse Primer (10 uM) 0.5 ul
Template DNA 1l
Nikleaz icermeyen su 3ul
Total hacim 10 ul

Rotor-Gene Q (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) cihazina kitin belirttigi
calisma kosullar1 girilerek PCR gergeklestirildi.
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Tablo 3.4. RT-PCR kosullar1

Adim Sicaklhik Sure Dongii sayis1
Enzim aktivasyonu 95°C 3 dk

Denatirasyon 95°C 15sn 50 dongl
Baglanma 60°C 1 dk

Erime egrisi Cihaz prensiplerine gore

3.5. Real-Time PCR ile MiRNA Ekspresyon Analizi

miRNA ifade analizleri i¢in qPCR yontemi uygulandi ve bu amag i¢in Rotor-
Gene Q (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) cihazi kullanildi. MiRNA ekspresyon
analizi BrightGreen miRNA gPCR MasterMix (ABM, Richmond, BC, Canada)
kullanildi.

Cahsmadaki ti¢ farklih miRNA’nin (miR-182, miR-320a ve miR-144)
ekspresyonlar1t bu miRNA’lara 06zgiin dizayn edilmis ekspresyon primerleri
kullanilarak gergeklestirildi. Internal kontrol olarak, miRNA ifade analizi i¢in zorunlu
yasam geni (housekeeping) SNORD48 geni ve bu gene 0zgl primer olarak
Hs_SNORD48 1 SG QuantiTect Primer Assay (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya)
kullanildi.

Tablo 3.5. RT-PCR reaksiyon

Bilesen Hacim
BlasTaq™ 2X qPCR MM 5ul
Forward Primer (10 uM) 0,3 ul
Reverse Primer (10 uM) 0,3 ul
cDNA 1l
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Nikleaz icermeyen su 3,4 ul

Total hacim 10 ul

Kitin belirttigi oranlarda karisim hazirlanacaktir ve Rotor-Gene Q (Qiagen
GmbH, Hilden, Almanya) cihazina bu kitin protokoliinde belirtilen ¢calisma kosullari
girilerek qPCR reaksiyonu gerceklestirildi.

Tablo 3.6. RT-PCR kosullar1

Adim Sicakhik Sure Dongii sayisi

Enzim 95°C 10 dk
aktivasyonu

Denatlirasyon 95°C 10 sn 50 dongu
Baglanma 63°C 15sn

Uzama 72°C 20sn

Erime egrisi Cihaz

prensiplerine gore

Biz kullanima hazwr, c¢alistigi kanitlanmis miRNA primerleri ile calismay1
planladik. Ayrica, kullandigimiz Real Time PCR master miksi optimize kosullari
datasheet’te belirttigi icin direk olarak bu kosullar1 uyguladik. Bu optimize kosullar
uygulamamiza ragmen, tez projesi kapsaminda TUBITAK 1002 Hizli destek programi
kapsaminda desteklenen projemizde de ifade ettigimiz gibi karsilagtigimiz sorunlara

kars1 bazi B planlar1 uyguladik.

Ct degeri alinamayan ve yukaridaki kosullarda 3 tekrarli q-PCR’1 gergeklestirilen
miR-144 ve miR-182 i¢in;

e Baglanma 30 saniyeye ¢ikartildi ve baglanma sicakligi 55°C’ye diisiirtldii.

e Sonrasinda ise 1 pl yerine 3 pl cDNA eklenerek reaksiyon tekrarlandi.
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e Gec ct veren ornekler igin ise cDNA 3 ul olacak sekilde reaksiyon tekrarlandi.

MiR-320a ifade analizi siirecinde de baz1 sorunlarla karsilastik. Yine, TUBITAK 1002
Hizli destek programi kapsaminda desteklenen projemizde de ifade ettigimiz gibi
karsilastigimiz sorunlara karsi bazi B planlar1 uyguladik. Ornegin, bazi rneklerin
melting curve analizinde ¢ift peak gordiik. (Ki bu uygulamay1 agaroz jelde yuritmeye
gore spesifik olmayan bir {iriin veya primer dimerinin ¢gogalmasinin daha hassas bir
analizi olarak kullandik.) Bu durumdaki 6rneklerde ayni sartlarda tekrar yiiriitme

yapildiginda tek peak goriildii ve sorun ¢ozildi.

Sekil.3.5. Non-spesifik triin gogalmasini gosteren Real-Time PCR grafigi
3.6. Istatistiksel Analiz

SPSS 21 programi (IBM software, Pointe Claire, Quebec, Kanada) ifade
duizeyleri 6lclilecek olan miRNA’larm istatistiki analizinde kullanilds. Istatistiki analiz
olarak, ikili karsilastirmalarda Spearman korelasyon analizi ile gergeklestirildi. p
<0,05 degeri istatistiki olarak anlamli kabul edilerek, 0,95 giiven araliginda
degerlendirme yapildi. Kismi miktarlara dayali yontemde ifade Sl¢limii yapilacak
miRNA’larin 6l¢iim degerleri SNORDA48 ile normalize edildi. Referans olarak alinan
SNORDA48 belirli sartlar altinda ifade diizeyi degismeyen, her doku ya da hiicrede bazal
diizeyde ve hiicreler aras1 varyasyon gostermeden ifade edilen housekeeping genlerdir.
QRT-PCR yonteminde Ct (Cp, Crossing points) degerleri elde edildi. EBV pozitif ve
EBYV negatif Burkitt lenfoma 6rnekleri kiyaslandi. Bahsi gecen gruplarin dokularindan
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elde edilen Ct degerleri kullanilarak ilgili miRNA ifade diizeyleri istatistiksel olarak

kiyaslandi. Kiyaslama i¢in 2" formili uygulanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Verileri

Calismamiza Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi Cocuk Hematoloji-
Onkoloji servisinden BL tanisi alan ve patoloji klinigince arsiv materyali olarak
saklanan biyopsi 0rnekleri dahil edilmistir. 28 hastanin %67,85°1 erkek, %35,15°1 ise
kadindir. Orneklerin alindig1 28 hastanin yas ortalamasi 9,1+3,9 (min:2-max:17)

yildir.

Tablo 4.1. Demografik bilgiler

Hasta (n=28)

Cinsiyet (%) Erkek 67,85
Kadin 35,15
Yas ortalamasi (Y1l) 9,1

Orneklerde yapilan immiinohistokimya analizlerinden bazi veriler Tablo
4.5’de bulunmaktadir. Analizlerde bakilan bazi antijenler ve proteinler pozitif veya
negatif olarak degerlendirilmistir. Elimizdeki verilere gore bcl2 10 kiside %90 negatif,
bcl6 12 kiside %100 pozitif, cd10’nun 14 kiside %16,6’s1 negatitken %83,4’1i pozitif,
cd20’in 17 kisiden %6,25 negatif, %93,75’1 pozitif ve c-myc 8 kiside %100 pozitif
oldugu goriilmektedir. Istatistiksel olarak bakildiginda da antijenler ve proteinlerin

pozitif/negatiflikleri arasinda ¢ok anlaml bir fark oldugu belirlenmistir (p<0,001).

Her hastanin tiim klinik verilerinin olmamasiyla beraber ¢ogunlukta goriilen

bazi parametreler asagida bulunmaktadir.

Tablo 4.2. Immiinohistokimya analiz verileri

Bcl2 Bcl6 Cd10 Cd20 c-MYC

Pozitif  1(%10) 12(100,0)  12(%85,7) 16(%94,1) 8(100,0)

Negatif ~ 9(%90) 2(%14,3)  1(%59) -
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Verisi

olan hasta
say1si 10 12 14 17 8

Calismanin ilk basamagi olan in siliko kisimda B lenfosit olusum yolaginin iki
onemli bileseni olan BLIMP1 ve XBP’i hedefledigini gordiigiimiiz ayrica literatiirde
lenfoma ve tiirleri ile iligkilendirilen 3 miRNA (miR-182 ,miR-144, miR-320a) secildi.
Ondokuz Mayis Universitesi Cocuk Hematoloji ve Onkoloji kliniginde Burkitt
lenfoma olarak tanimlanmusg hastalar tespit edildi. Bu hastalardan 28 tanesinin parafine

gomiilii doku 6rnekleri ¢alismaya dahil edildi.
4.2. EBV Kopya Sayis1 Tespiti ve EBV Pozitif-Negatif Ayrimi

RNA izolasyonu ve cDNA c¢evriminde sonraki asama ise alinan 6rneklerin
EBV kopya sayilarii belirleyerek burada EBV pozitif ve negatif olmak iizere iki grup
belirlenmesiydi. Alinan 6rneklerden ApoB ve BamHI-W fragman bélgesine yapilan
Real time PCR sonuglari, Ct degerleri degerlendirildi. Orneklerin Ct degerleri
karsilastirildi ve EBV kopya sayisina gore iki ayr1 grup olusturuldu. ApoB/BamHI-W
orani bize EBV kopya sayisini verdi (Tablo 4.3). Burada pozitif 6rnekler arasinda en
diisiik EBV kopya sayismin, negatif 6rnekler icerisindeki en yiiksek EBV kopya sayis1
degerinden en az 3 kat fazla oldugunu séylemek miimkiin. EBV kopya sayis1 degisimi

Sekil 4.1.’de de net sekilde goriilmektedir.

Tablo 4.3. Kantitatif PCR sonuglar1

Ornek numarasi BamH1-W/ApoB  Ornek numarasi BamH1-W/ApoB

kopya say1s1 orani kopya sayis1 orant
1 324,03 15 8,46
2 74,54 16 7.06
3 4770,75 17 6,91
4 247,27 18 3,83
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5 1278,29 19 4,287094

6 31,77 20 1,54
7 65,34 21 0,91
8 1478,58 22 6,68
9 3929,14 23 5,46
10 2134,97 24 0,82
11 455,08 25 0,29
12 66,25 26 5,16
13 37,53 27 9,00
14 2179,83 28 10,70

10000

1000

1234567829 101112131415161718192021222324 2627 28

10

o

1

EBV kopya sayisi
o

0.1

Sekil 4.1. Tim 6rneklerde EBV kopya sayisi grafigi (ilk 14 érnek pozitif BL drnekleri
olarak degerlendirilirken, 14-28 negatif BL 6rnekleri olarak degerlendirilmistir.)
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Gruplar i¢cinde EBV kopya sayisina dair farkliliklar mevcuttur. Viral ylk olarak
degerlendirdigimiz EBV kopya sayis1 her grup icerisinde degiskenlik gostermektedir

(Sekil 4.1.)

EBV kopya sayisi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.2. EBV-pozitif 6rneklerde EBV kopya sayis1 grafigi
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o
o
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fold change.
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Sekil 4.3. EBV-negatif 6rneklerde EBV kopya sayisi grafigi

4.3. MiRNA ifade Degisimleri

EBV kopya sayr degisimlerine gore belirlenen bu iki grupta segilen {i¢
miRNA’nin (miR-182,miR-144,miR-320a) Real time PCR ile ekspresyon analizi
gergeklestirildi. Yapilan Real-time PCR analizlerinde 28 6rnegin 6’sinda miR-144 ve
4 o6rnekte miR-182 ifadesi gozlendi. Fakat diger 6rneklerde miR-144 ve miR-182
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ifadesi gozlenmedi. Istatistiksel olarak bu veriler degerlendirmeye almmadi.
Hibridizasyon siiresi uzatilmasina ve sicakligin diisiiriilmesine ragmen 6rneklerde ct
elde edilemedi. cDNA konsantrasyonunun artmast da bu miRNA’larda (miR-182,

miR-144) Ct degeri almamiza yardimei1 olmadi.

007
006
005
;Ml

1003

001

Sekil.4.4. MiR-182 Real-Time PCR sonucu alinan cycle grafigi

MiR-320a ¢alismaya dahil olan 28 ornekte tiimiinde eksprese olmustur. Bu
nedenle miR-320a ifade degisimi tiim Orneklerde analiz edilmistir. MiR-320a
ekspresyon degisimi analize dahil edilmistir (Sekil 4.5). EBV-pozitif (Sekil.4.6),
EBV-negatif (Sekil 4.7.) olmak iizere iki ayr1 grupta da incelenmistir. Istatistiksel
analiz neticesinde EBV-pozitif ve EBV-negatif grupta miR-320a ekspresyon

seviyelerinin ortanca degerleri agisindan anlamli bir fark bulunmadi(p>0,05).

miR-320a
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o

0.01
0.001
0.0001

Sekil 4.5. 28 6rnekte (EBV pozitif+EBV negatif) miR-320a ifade degisim grafigi
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miR-320a
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Sekil 4.6. EBV-pozitif 6rneklerde miR-320a ekspresyon grafigi
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Sekil 4.7. EBV-negatif drneklerde miR-320a ekspresyon grafigi

MiR-320a ifade degisimi istatistiksel olarak da degerlendi. SPSS-Spearman
korelasyon testi ile tiim 6rneklerde EBV kopya sayist ve miR-320a ifade degisimi
arasinda korelasyona bakildi. Fakat bir korelasyon bulunmadi (Tablo 4.5).

Tablo 4.4. 28 BL 6rneginde miR-320a ifade korelasyon analizi

miR-320a
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Correlation 0,094

Coefficient

Spearman's B/A

rho Sig. (2-tailed) 0,634
N 28

EBV-pozitif olarak degerlendirilen grupta miR-320a ekspresyonu arasinda
korelasyon analizi yapildi. Fakat EBV-pozitif grup ile miR-320a ekspresyonu arasinda
bir korelasyon gozlenmedi (Tablo 4.6)

Tablo 4.5. EBV-pozitif grup ile miR-320a korelasyon analizi

miR-320a
Correlation 0,029
Coefficient
Spearman's rho EBV-
P pozitif  Sig. (2-tailed) 0,923
N 14

EBV-negatif grup ve miR-320a ifadesi arasinda yapilan korelasyon analizi ise
anlamli bulundu. EBV-negatif 6rneklerdeki EBV kopya sayisi ile miR-320a
ifade degisimi arasinda pozitif korelasyon gézlendi (p<0,05) (Tablo 4.7)

Tablo 4.6. EBV-negatif grup ile miR-320a ifade korelasyon analizi

miR-320a

EBV- Correlation 0,587"

Spearman’s rho negatif Coefficient
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Sig. (2-tailed) 0,027

N 14

EBV-negatif ornekler ile miR-320a ifade degisimi arasmdaki iliski pozitif
yonlii olup EBV kopya sayisi ile miR-320a ekspresyon degisim grafiginde net sekilde

de gozlenebilmektedir (Sekil 4.8)

1000.00
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10.00 I
[
o0
c
: [
S 100 -
T 12’5618911121314
Nl
0.10
0.01
0.00

EBV-negatif 6rnekler
EBV-negatif M miR-320a

Sekil 4.8. EBV-negatif drneklerde miR-320a ifade degisim grafigi
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5.TARTISMA

Burkitt lenfoma kromozomal translokasyon tasiyan, EBV viriisii ile iligkili bir
patogeneze sahip hizli ilerleyen agresif biiyiik B hiicreli non-hodgkin lenfomadir
(Lépez, Burkhardt et al. 2022). Hem bir translokasyonla (Zech, Haglund et al. 1976)
hem de bir viriis ile iliskilendirilen ilk tiimor olma 6zelligini tasimaktadir (Epstein
1964). Diinya saglik orgiitii tarafindan sporadik, endemik ve immin yetersizlikle
iliskili BL olmak iizere ii¢ alt tip BL tanimlanmistir (Swerdlow, Campo et al. 2016).
Non-Hodgkin lenfomalarin %1 ila %5’ini olusturan BL (Linch 2012) 6zellikle Afrika
ve Yeni Papua Gine’de olduke¢a yaygmdir (Dozzo, Carobolante et al. 2016). Ozellikle
MYC translokasyonu (Dalla-Favera, Bregni et al. 1982), EBV, HIV (Serraino,
Salamina et al. 1992), sitma gibi kofaktorler patogenezinde rol alir (Torgbor, Awuah
et al. 2014). BL patogenezinde bir ¢ok yolagin rol aldigini, birgok genin burada rol
aldigin1 gormekteyiz (Schmitz, Young et al. 2012). Bu karmasik siire¢ sonunda agresif

BL ile sonuc¢lanmaktadir.

EBV, o6zellikle B lenfositlerinde gizli enfeksiyon surdirebilen, uzun sure
kaliciligini koruyan Herpes vir(s ailesine ait bir virtstur (Ruf, Rhyne et al. 1999). Oral
yolla tasinim saglayan EBV, asemptomik enfeksiyona sebep olmaktadir. EBV,
lenfositleri ve epitel hiicreleri hedef alir(Thorley-Lawson 2005). Litik ve latent
enfeksiyona sebep olan EBV’nin BL’de germinal merkez hicreleri merkezli
enfeksiyon gerceklestirdigi bilinmektedir (Pattle and Farrell 2006). Tiim insanlarin
%95’i EBV tarafindan enfekte durumdadir. Ilk olarak Burkitt lenfoma hiicre hattinda
kesfedilen EBV, bir¢ok tiimor ile de iliskilendirilmistir. Endemik BL’nin %95°1,
sporadik BL’nin %10’u ve immiin yetersizlik iliskili BL nin ise %30’u EBV pozitiftir
(Pattle and Farrell 2006). EBV ile BL arasindaki iliski bariz fakat belirsizligini
korumaktadir. Burada yolagin netlesmesi terapotik hedeflendirme ve yeni tedavi
yaklagimlari i¢in olduk¢a énemlidir. Ustiine ¢ok fazla arastirma yapilmasina ragmen
EBV ve Burkitt lenfoma arasindaki iliskiye dair hala eksikler vardir. Bu iliskide rol
adlig1 diisiiniilen, yiiksek potansiyelli grup ise miRNA’lardir (Leucci, Onnis et al.
2010). MiRNA’lar 20-25 niikleotid uzunlugunda post-transkripsiyonel agamada gorev
alarak gen ifadesini etkileyen elemanlardir. MiRNA’lar tlimdrijenez, hiicre
farklilagmasi gibi siireglerde rol aldig1 bilinen, zaman gectik¢e birgok siirecte etkinligi

ortaya ¢ikan 6nemli elementlerdir (He and Hannon 2004).
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EBV miRNA kodladig: bilinen ilk tiimdr olma 6zelligi tagir. Viral BART ve
BHRF1 segmentinden tiretilen 25 6nculden toplamda 44 miRNA kodlanir. Kendi
mIRNA ekspresyonu sayesinde hiicresel miRNA ifadesini, profilini bozarak
enfeksiyonunu devam ettirmektedir (Ayoubian, Ludwig et al. 2019). EBV
enfeksiyonunun varliginda yiiksek ya da diisiik ekspresyon gosteren bazi miRNA’lar
tanimlanmigtir. B hiicreli lenfomada EBV varliginda miR-155’in indiiklenmis
ekspresyonu B hiicre 6liimsiizlesmesine neden oldugu gosterilmistir (Linnstaedt,
Gottwein et al. 2010). Bu konuyla ilgili miRNA profilleme ¢alismalar1 yapilmustir.
Linnstaedt ve ark.’nin 2010 daki profil ¢alismasi sonucunda EBV-pozitif DLBC’de
miR-221, has-miR-424, -223, -199a-3p, -199a-5p, -27b, -378, -26b, -23a, -23b’lin
yukar1 regiile oldugu, has-miR-155, -20b, -221, -151-3p, -222, -29b / ¢, -106a ise asag1
regiile oldugu gosterilmistir (Linnstaedt, Gottwein et al. 2010). Cameron ve ark.’nin
2008 yilinda yaptigi bir ¢alismada ise EBV-pozitif ve EBV-negatif BL hiicre
hatlarinda yapilan miRNA profillemesi ¢alismasi yapilmistir. Burada EBV’nin latensi
programlarinda ayri ayr1 miRNA’larin farkli seviyelerde eksprese oldugu
gosterilmistir. EBV latensi III’te pri-miR-34a’nin daha yiiksek eksprese oldugu
bildirilmistir. Pri-miR-21’in de ayn1 seviyede yiiksek oldugu gosterilmistir. Olgun
miRNA islenme siirecinde kusur olabilecegi de belirtilmistir (Cameron, Fewell et al.
2008).

EBV-pozitif ve EBV-negatif hiicre hatlarinda miRNA ifade degisimi barizken
ayni sekilde yapilan ¢alismalar sonucunda EBV-pozitif ve EBV-negatif BL hiicre
hatlarinda da farkli miRNA’larin farkli seviyelerde eksprese oldugu ortadadir. Bu
ekspresyon seviyesindeki degisimler yolaklar1 etkilemekte ve BL’de olumlu ya da
olumsuz sonuglar ¢ikarmaktadir. MiRNA’nin yiiksek ya da diisiik ekspresyon olmas1
yolakta gorevli genlerin ifadesini etkilemekte ve BL prognozu degismektedir. Onnis
ve ark. (2012) calismalarinda EBV-pozitif BL’de hsa-miR-127’nin EBNA-1
varliginda asir1 eksprese oldugunu bildirmislerdir. Bu yiiksek ekspresyon sayesinde
BLIMP-1 ve XBP-1"in ekspresyonunun baskilanmasina ve tiimdr kiigiilmesine neden
oldugu da raporlanmistir (Onnis, Navari et al. 2012). Calismamiz bu ¢alismadan temel
almistir. B hiicreli lenfomalar ile iliskili ya da olabilecek miRNA’lar literatiirde
belirlenmistir. Belirlenen miRNA’larin 6zellikle BLIMP-1 ve XBP-1’i1 hedefleme
durumu incelenmistir. Clinkii B lenfosit olusum yolaginda regiilator olarak gorev alan

BLIMP-1 ve XBP-1 yolagin sonunda Onemli rol almaktadirlar. Bu genlerin
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ekspresyonunun baskilanmast B lenfosit olusum yolagmni sonlandiracak ve timor
hiicrelerinin olusumu 6nemli 6l¢lide azalacaktir. Bu nedenle amacimiz hsa-miR-127
gibi EBV-pozitif ve EBV-negatif gruplar arasinda anlamli ekspresyon farkliligi
gosteren, ayn1 zamanda da BLIMP1, XBP1 gibi genleri hedefleyerek bize sonraki
calismalar ve terapdtik hedeflendirme igin fikir verebilecek miRNA’lar1 tespit etmekti.
Yapilan literatiir arastirmasi sonrasi in-siliko calismalar yapilmistir. MiRroR veri
taban1 ve StaRmiR’de belirlenen miRNA’larin BLIMP1 ve XBP1 hedef bdlgeleri
belirlenmistir. StaRmiR veri tabani sonuglar1 alinmis ve c¢alismanin temeli
olusturulmustur. Calismamizda, Burkitt lenfoma tanis1 almig 28 hastanin parafine
gomiilii lenf nodu 6rnegi ile ¢alistik. Tablo 4.2°de hastalarin patoloji raporlarindan
aldigimiz bazi1 degerler mevcuttur. Burada c¢d10, c¢d20, Bcl6, cmyc pozitifken, Bcl2
negatiftir. Her hastanin tiim bilgileri olmamakla beraber mevcut verileri tasiyan
hastalarin literatiirdeki BL profiline uygun oldugunu sdyleyebiliriz (Hummel, Bentink
et al. 2006, Montes-Moreno, Roncador et al. 2008).

EBYV viral DNA’sindaki BamH1-W tekrar bolgesine ve ApoB’ye 6zgii yapilan
Real-Time PCR sonuglarina gore BamH1-W/ApoB kopya sayis1 orani ile viral yiik
tespit edilmistir. Viral yiik oranina gore dérnekler EBV-pozitif ve EBV- negatif olarak
iki ayr1 gruba ayrilmistir. Secilen miRNA’larin (MiR-144, miR-182, miR-320a) ifade
analizleri Real-Time PCR ile ger¢eklestirildi. Ct degerleri degerlendirildi ve gruplar
arasinda miRNA ekspresyon seviyelerine bakildi. MiR-144 ve miR-182 ekspresyonu
gbzlenmedi. Bu nedenle miR-144 ve miR-182 istatistiksel analiz asamasinda

degerlendirilmedi.

MiR-182-5p’in BL’deki rolii daha 6nce net sekilde belirtilmemistir ve EBV-
pozitif ve EBV-negatif BL hiicrelerinde de degerlendirilmemistir. Fakat Oussaief ve
ark. (2015) galismasinda EBV kodlu LMP-1’in miR-183-96-182 kiimesinin ifadesini
bastirdigi bildirilmistir. Bu ekspresyon disiikliigii tabi latensi I’de LMP-1’in
varligindan dolay1 oldu. Ayni zamanda miR-182 hedefi olan RAS onko gen ailesi Uyesi
KRAS’m yiiksek ekspresyonu gozlenmistir(Oussaief, Fendri et al. 2015). Bu durum
degerlendirildiginde miR-182 ekspresyonu indiiklendiginde ve dis etkenler
baskilandiginda aslinda tiimdr baskilayici gérev almast muhtemeldir. Fakat miR-182
ekspresyonu oOrneklerde tespit edilemedi. Bunun sebebi miRNA iglenme siirecinde
baz1 hatalarin olmasi olabilir. Transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel asamada miR-

182 olusumunda farkliliklar ve yapisal degisiklikler meydana gelmis olabilir. Bu
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nedenle BL’de miR-182 ifadesi gozlenmiyor olabilir. Pri-miR-182 bazinda
degerlendirildiginde miRNA olusum yolaginda m1 bir sorun oldu bu grenilebilir. Gen
ifade regiilasyon siirecinde yasanilan farkliliklar BL’ye 6zgii miR-182 ifadesini down-
regiile etmis de olabilir. Ve bu ekspresyon tespit edilemedi. ayn1 zamanda Leucci ve
ark (2008) calismasinda MYC translokasyonunun miRNA deregulasyonu dzerinde
etkisi olabileceginden bahsedilmistir (Leucci et al. 2008). MYC translokasyonu ile
karakterize olan BL’de miR-182 ve miR-144 ifadesi bu durumdan etkilenmis
olabilirler.

MiR-182-5p gibi miR-144 ifadesi de tespit edilemedi. MiR-144 BCL-6’y1
hedefledigi i¢in B hiicreli lenfomalar ile dogrudan iliskilidir. Tiimdr baskilayici olarak
yolaklarda etkin rol alan miR-144-5p’nin B-NHL’de de islev gordigi
bilinmektedir(Fuertes, Ramiro et al. 2020). Gen lokusunun duplikasyonu ise c-myc
aktivasyonu ve B-lenfomageneze katkida bulundugu da rapor edilmistir(Fuertes,
Ramiro et al. 2020). Ekspresyon tespit edemememizin sebepleri miR-182-5p ile ayni1
olabilir. Gen regiilasyon basamaklarinda meydana gelen farkliliklar ve olgun
miRNA’nin olugsma yolaginda da beklenmedik etkenler rol almis olabilir. MiR-144-
5p ifadesi lenfo-proliferatif tiimorlerde beklenen bir durum normalde. Olmamasi
durumu hiicresel miRNA’larin birbirini baskilamasi ile de ortaya ¢ikabilir. Slrecte rol
alan bagska miRNA ve genler miR-144-5p ekspresyonunu engellemis olabilir. Daha
once yapilan c¢alismalarda da ekspresyon almamayan veya ¢ok diisiik ekspresyon
gosteren miRNA’lardan bahsedilmistir (Kluiver et al. 2007). Bu durumun viral
enfeksiyonun periodu ve buradaki protein ekspresyonu ile iligkili olabileceginden
bahsedilmistir (Kluiver et al. 2007). Bu ekspresyon eksikligi miRNA hedef genlerin
ekspresyon artigina ve BL patogenezine katkida bulunuyor olabilir.

Fraga ve ark (2008)’ de Real-Time PCR iizerine yaptiklar1 yayinda RNA’nin
miktar ve kalitesinden ve dolayisiyla elde edilen CDNA’nin  6neminden
bahsetmiglerdir. Calismanin basinda elde edilen RNA konsantrasyonu yiiksek
olmamakla beraber cDNA eldesi de tam Kkaliteli ve vyiksek verimlilikte
gergeklesmemistir. Bastan RNA izolasyonu miimkiin olmadig1 i¢in ¢alismaya elde
edilen RNA ile devam edilmistir. Real-Time PCR protokolii ile ilgili vurduklar: bir
kisim da primer dizayni (Fraga et al. 2008) Yasadigimiz sorunlar iizerine kisa bir PCR
rtinii saglayacak sekilde yeni bir primer ¢ifti dizayn edip, bu primerlerle tekrar

deneyebilirdik. Fakat bunu icin siiremiz de ek biitcemizde yoktu. Ornegin, proje
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blnyesindeki primer ciftlerimizin gelmesi 4 ay sirdd. Bu nedenle yeni bir primer

dizayni ile miRNA ekspresyon analizi yeniden analiz edilebilir.

MiR-320a ise tiim orneklerde eksprese olmustur. 28 6rnekte EBV viral kopya
sayist ile miR-320a ifadesinin Spearman korelasyon analizi sonucunda herhangi bir
korelasyon bulunmamistir (Tablo 4.4). EBV pozitif ve negatif olarak gruplar igerisinde
de viral kopya sayisi ile miR-320a ekspresyonunun korelasyon analizi yapilmistir.
Burada EBV pozitif grupta viral yik ile miR-320a ekspresyonu arasinda korelasyon
bulunmazken (Tablo 4.5), EBV negatif drnekler ile miR-320a ekspresyonu arasinda
pozitif bir korelasyon gozlenmistir (Tablo 4.6). Daha 6nce bu yoniiyle arastiriimamis
olan miR-320a ifadesinin anlamli ¢ikmasi1 6nemli bir veridir. MYC’i hedefleyen miR-
320a’nin Zhang ve ark. (2018) ¢alismasinda B hiicreli lenfoma hiicre hatlarinda yiiksek
ekspresyon gosterdigi bildirilmistir (Zhang, Liu et al. 2018). MYC’i hedeflemesi
nedeniyle BL ile de iliskili olmas1 beklenerek ¢calismaya dahil edilmistir. 28 6rnekte
korelasyon g6zlenmemesi durumu daha fazla 6rnekte optimizasyon ile tekrarlanabilir.
EBV ile iligkili olan fakat farkli yolaklar1 da barindiran BL patogenezi bir¢ok genin
mutasyonunu tasir. B hiicreli lenfoma hiicre hattinda yiiksek ekspresyon gésteren miR-
320a’nin BL’de ifadesi baskilanmis ya da EBV kopya sayis1 ne kadar diisiik olsa da
EBV enfeksiyonunun varligi karakteristik ekspresyon profilini bozmus olabilir. Fakat
EBV-negatif gruptaki EBV kopya sayis1 ile miR-320a ekspresyonu pozitif korelasyon
gostermistir. Bu su sekilde agiklanabilir. EBV- negatif grupta kopya sayisi ile miR-
320 a ekspresyonu ayni yonde artiyor. EBV-pozitif grupta ise EBV kopya sayisi
yiiksek sekilde artarken miR-320a ekspresyonu ayn1 seviyede kalmakta olabilir ya da
bir yere kadar artip sonra stabil ifade gosteriyor olabilir. Burada EBV’nin artan
enfeksiyonu ve eksprese olan genler miR-320a ifadesini baskiliyor olabilir. Bu nedenle
miR-320a ekspresyonu ayni zamanda yolakta gérev alan genlerin ifadesini baskilanma

veya indiklenme durumunda incelenmelidir.

MiR-320a, RAS onkogeni ailesi Uyesi RAB14, TRIAP1, BNIP3, MLF1,
TUSCS3, MAP3K9, BCL6B, MAPK1, PTEN, ve MYC gibi genleri hedeflendigi
bilinmektedir. Genlerin apoptoz, hiicre proliferasyonu gibi 6nemli yolaklarda gérev
almasi, mMiR-320a ifadesinin asagi ya da yukari eksprese olarak bu yolaklarda
dizenleyici olarak rol aldig: fikrini glclendirmektedir. Calismamizda miR-320a’nin
BLIMP1 hedef bolgesi gosterilmistir. Ayn1 zamanda XBP1 3’UTR bdlgesini
hedefledigi bilinmektedir. DLBCL hiicre hatlarinda oldukga yiliksek ekspresyon
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gosterdigi bildirilen miR-320a’nin B hiicre farklilagma yolaginda gdérev alan BLIMP1
ve XBP1’i hedeflemesi olduk¢a uyumlu goriinmektedir. EBV negatif 6rneklerde EBV
Kopya sayis1t ve miR-320a ekpresyon seviyesi arasinda bulunan pozitif korelasyon ve
mMiR-320a’nin hedef genleri bize EBV ve BL arasindaki iliskide 6nemli bir rol aldigin1
diistindiirtmektedir. MiR-320a ve EBV arasmdaki iliskiyi anlamak i¢in ¢alismamiz bir
temel olusturabilir ve EBV-BL yolaginda miR-320a hedef genlerinin de ekspresyon
seviyeleri incelenerek daha fazla bilgi sahibi olunabilir.

Calismamizin kisith yanlari ele alindiginda ise, ¢alisma 6rneklerinin parafine
gomiilii doku olmasi nedeniyle RNA ve dolayisiyla cDNA eldesi %100 verimle
gerceklesmemistir. Serumdan EBV tespitinin daha saglikli olmasi s6z konusudur.
Ancak Real-Time PCR sonuglari bu verimden bagimsiz olarak 6zellikle kontrol gen
(B-aktin) ve SNORD48’de iyi sonuglar alinmistir. Calismamizda ozellikle kopya
sayisina gore Orneklerimizi EBV-pozitif ve EBV-negatif olarak iki ayirdigimizda
referans hiicre hatt1 eksikligini goriiyoruz. Calismada EBV-pozitif ve EBV-negatif
olarak ayrilan gruplar tum o&rneklerin EBV kopya sayist kiyaslamasi sonucu
olusturulmustur. Ayrica ne kadar miRNA ekspresyon analizi yolak i¢in 6nem tasisa da
miRNA ifadesinin diisiik veya yiiksek oldugu durumlarda yolaklarda etkili olan
genlerinde ekspresyonu bir o kadar degerlidir. EBV’nin BL’deki rollinli ve patogeneze
katkisii anlamak ve net sekilde tedavi yaklagimi olusturmak i¢in birbiri ile baglantili
veriler olacaktir. Verilerin anlamli ve genele yayilabiliyor olmasi i¢in Real-time PCR
ile EBV tespiti icin bir standart eksikligi de barizdir. Kopya sayisinin degiskenligi gibi
sebeplerden dolay1 viral yiik tespitinde standart degerlerin eksikligi RT-PCR ile
yapilan analizin baska bir yontemle de desteklenmesi ihtiyacin1 dogurmaktadir. Fakat
sadece RT-PCR ile EBV tespiti daha ucuz ve daha hizli bir yontem olarak rutinde
yapilmalidir. Bu nedenle EBV tespiti lizerine RT-PCR yaklagimi gelistirilmelidir.
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6.SONUCLAR

Calismamizin ¢iktilar: su sekildedir;

e in siliko ¢alismalar neticesinde lenfoma ile iliskilendirilmis olan miR-320a,
miR-144, miR-182’nin hedef bolgeleri tanimlanmistir. (miR-320a-BLIMP1,
miR-144-BLIMP1, miR-182-XBP1).

e Hedefboblgelerinin B lenfosit olusum yolaginda rol almast miRNA’larin BL’de
rol alabilecegi fikri ile EBV ile olan iliskisinde ekspresyon analizleri
gergeklestirildi. Bu yonleri ile daha once arastirilmamis olan miRNA’larin
ifadesi gruplar arasinda kiyaslandi.

e (Calismamiza BL tanisi almig 28 hastadan parafine gomiilii doku 6rnegi dahil
edilmistir. Yas ortalamasi 9.1 olan hasta gruplar1 icerisinde elimizde verileri
olan hastalara gore;

e Bcl2 10 kiside %90 negatif, bcl6 12 kiside %100 pozitif, cd10’nun 14 kiside
%16,6’s1 negatitken %83,4’ti pozitif, ¢d20’in 17 kisiden %6,25
negatif,%93,751 pozitif ve c-myc 8 kiside %100 pozitif oldugu goriilmektedir.
Bu yoniiyle BL profiline uyan hastalar oldugunu gormekteyiz. Tiim hastalara
genelleme yapabilir ve BL’nin immiinohistokimyasal analizinde olmas1 gerek
profil budur.

Calismamiz sonucunda;

e miR-144 ve miR-182 ekspresyonu gozlenmemistir.

e Spearman korelasyon analizinde miR-320a ekspresyonu ise EBV-negatif
grupta viral yiik ile pozitif korelasyon gostermistir (p=0.027).

e EBV-pozitif grupta ise viral kopya sayisi ile miR-320a ekspresyonu arasinda
anlaml1 bir korelasyon gézlenmemistir(p>0,05)

e Verilerin immiinohistokimyasal analizler ile degerlendirilmesi ise EBV ve BL
iligkisinde oldukc¢a onemlidir. Elimizde olan veriler hasta profilinin BL ile
uyumlu oldugunu gdsterse de tiim hastalarin ayni1 degerler ile kiyaslanmasi

daha dogru veri verecektir.

Calisma sonucundan ¢ikan 6nemli nokta ise sudur; BL, bir¢ok kofaktor ve gen
ile diizenlenen bir stirece sahiptir. mIRNA ifadesi klinik 6zellikler ve diger faktorler

ile birlikte de degerlendirilmelidir. Eksprese olmayan miRNA’larin neden ekspresyon
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gostermedigi noktasinda gen ifade siireci gozden gecirilmelidir. Pri-miRNA ifadesinin

degerlendirilmesi bu konuda fikir verebilir bizlere.
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	EBV-negatif grup ve miR-320a ifadesi arasında yapılan korelasyon analizi ise anlamlı bulundu. EBV-negatif örneklerdeki EBV kopya sayısı ile miR-320a ifade değişimi arasında pozitif korelasyon gözlendi (p<0,05) (Tablo 4.7)


