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OZET

Giirbiiz O. Losemilerde ID-4 ve Ikaros Gen Anlatimmin Notch Sinyal Yolag ile
Iliskisinin Arastirilmasi1. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Temel
Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans. Istanbul. 2011.

Kan hiicrelerinin farklilagmasinda gorev alan Notch sinyal yolaginin hedef genleri olan
Hesl ve Heyl ile bir tiimdr baskilayici gen olan Ikaros ve bu genlerin transkripsiyonunu
diizenleyen ID-4 geninde olusan degisiklikler 16semilerin olusmasina neden olurlar.
Hiicrenin farklilasmasi sirasinda sonucu belirleyen Ikaros geni Notch sinyal yolagi ile
denge halindedir. Ikaros geninin ifadesinin azalmasi Notch sinyal yolagmin hedef
genlerinin ifadesini arttirir. ID-4 geninin ifadesi azaldiginda Hesl ve Heyl genlerinde
ifade artig1 goriiliir.

Bu ¢aligma, kan hiicrelerinde farklilagsmay1 diizenleyen Notch sinyal yolaginin Ikaros ve
ID-4 geni ile iligkisinin aragtirllmasi amaciyla yapilmistir. Calismada, 16semi
hiicrelerindeki genlerin ifade diizeyleri Real-Time PCR yontemi kullanilarak
incelenmistir. Akut ve kronik l6semili toplam 110 hasta ile 32 saglikli kontrol
degerlendirilmistir.

Calisma sonucunda, hastalarin %100’tinde Hey1 geninin ifadesinde, %73’{inde ise Hesl
geninin ifadesinde artis goriilmistiir. Hastalarin % 84,6’sinda ID-4 geninin ifadesinde
%51,3’linde ise Ikaros geninin ifadesinde azalma gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler : Losemi, gen ifadesi, Ikaros, ID-4, Notch

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 4226
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ABSTRACT

Gurbuz O. The Investigation Of Notch Signalling Pathway Relationship with ID-4 And
Ikaros Genes In Leukemias. Istanbul University, Institute of Health Science, Basic
Oncology Department Master Thesis. Istanbul (2011)

Changes in the expression patterns of the Hesl and Heyl genes, which are the target
genes of the Notch signaling pathway, the tumor suppressor gene lkaros, and 1D-4,
which is involved in thes regulation of the genes, may lead to the development of
leukemia. The Ikaros gene expression, which has a pivotal role in determining the fate
of cells during differentiation, is in balance with the Notch signaling pathway. A
decrease in lkaros expression results in increased expression of the target genes of the
Notch pathway. Likewise, a decrease in ID-4 expression leads to an increase in the

Hes1 and Heyl expression levels.

In the current study, the relationship between the Notch signaling pathway and the
expression patterns of the Hesl, Heyl, Ikaros and ID-4 genes has been investigated.
Expression levels were measured by Real-Time PCR. 110 patients with acute and

chronic leukemias and 32 healthy controls were analysed.
Heyl and Hesl gene expression levels were significantly increased in the patients.

Expression of 1D-4 decreased in 84.6% of patients while Ikaros gene expression was

decreased in 51.3% of the samples.

Key Words: Leukemia. Gene expression, Ikaros, ID-4, Notch

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 4226



1. GIRIS VE AMAC

Losemiler; gelisen genetik kusurlardan oOtiiri myeloid veya lenfoid kan
hiicrelerinin tiretimi sirasinda gelisimin belirli bir evrede duraklamas: sonucunda ortaya

c¢ikan, hiicrelerin sinirsiz proliferasyon 6zelligi kazandig: hastaliklardir.

ABD verilerine gore losemiler tiim kanserlerin % 3’1 kadarmi olustururlar.
Ulkemizde ise 1semiler, tiim kanserler arasinda % 4.1 gibi bir oranda goriilmektedir.
Kadinlara gore erkeklerde daha sik goriiliirler. Kalitimsal genetik problemlerin yani sira
kimyasallarin ve radyasyon etkisi, ¢evresel faktorler gibi etkenler de losemilerin
gelismesine neden olabilir. Hiicre farklilasmasinda ve gelismesindeki mekanizmalarda

meydana gelen bozukluklar da 16semilerin olusmasinda rol oynar.

Losemi hiicrelerinde en sik goriilen genetik degisiklikler; kromozomal
translokasyonlar, tiimor baskilayici genlerde olusan mutasyonlar, farklilagsma sirasinda
genetik kusurlara bagli olarak ortaya c¢ikan hiicrelerarasi sinyal bozukluklar1 ve hiicre

dongiistindeki bozukluklardir.

Hematopoietik hiicre farklilagmasi ve gelisimindeki 6nemli sinyal yolaklarindan
biri olan Notch sinyal yolagi kan hiicrelerinin farklilasmasini kontrol eder. Notch sinyal
yolagi, Hey ve Hes gen ailesinden olan ve kan hiicrelerinin farklilagmasinda gérev alan
Hesl ile Heyl genlerinin transkripsiyonunu diizenler. Ikaros ise kan hiicrelerinin
kaderini belirleyen O6nemli bir timor baskilayici gendir. Notch sinyal yolag: ile
etkileserek, hiicrenin farklilagsmasinda ve hiicre dongiisiinde 6nemli rol oynar ve Notch
sinyalinin Uriinii olan Hes ve Hey genlerinin transkripsiyonunu dengede tutar. Kan
hiicrelerinde ¢ok aktif olan ID-4 geni, transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya
baglanmasini kontrol eder. ID-4 ifadesinin azalmasi, transkripsiyona giden yolda Notch
proteininin DNA’ya baglanmasini sagladigindan ID-4 gen ifadesinin azalmasi Notch
sinyaline bagli Hesl ve Heyl genlerinin transkripsiyonunun artmasina neden olur.
Boylelikle Tkaros, ID-4 ve Notch proteinlerindeki ifade degisiklikleri hiicre

farklilagsmasini ve gelisimini etkiler.

Bu calisma, Notch sinyal yolagimin hedef genleri olan Hesl, Heyl, ID-4 ve
Ikaros genlerinin 16semi hiicrelerindeki ifade diizeylerini belirlemek ve l6semilerde bu

genlerin arasindaki iliskileri arastirmak amaci ile gerceklestirilmistir.



Calismada, akut ve kronik 16semili hastalarin periferik kan ve kemik iligi
ornekleri, kontrol olarak ise saglikli bireylerin periferik kan 6rnekleri kullanilmistir.
Orneklerde; Hes1, Heyl, Ikaros ve ID-4 genlerinin ifade diizeyleri incelenerek, saglikli

bireyler ile karsilastirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. LOSEMILER

Losemilerin olusma nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte ortaya c¢ikan
genetik kusurlardan 6tiirii myeloid veya lenfoid hiicrelerin tiretimi sirasinda gelismenin
belirli bir evrede duraklamasiyla hiicrelerin smirsiz proliferasyon 6zelligi kazandigi

hastaliklardir. Losemiler, akut ve kronik olmak tizere iki ana alt gruba ayrilirlar [30].

2.1.1. AKUT LOSEMILER

Akut Losemiler, hematopoetik sisteme ait olgunlasmamis hiicrelerin neoplastik
proliferasyonu sonucunda ortaya ¢ikarlar [61]. Hiicre olgunlagsmasi belirli bir asamada
durur ve hatali bir klonal transformasyon olusur. Lésemik hiicrelerin kisa siirede kemik
iliginde ¢ogalmasi ile anemi, hemoraji ve enfeksiyon gibi semptom ve bulgular ortaya
cikar [35]. Akut 16semiler, kendi i¢lerinde AML (akut miyeloblastik 16semi) ve ALL
(akut lenfoblastik 16semi) olmak tiizere iki alt gruba ayrilir. FAB (Fransa, Amerika ve
Ingiltere’de bir grup uzman tarafindan olusturulmus kemik iligindeki blast hiicre
sayisiin yiizde cinsinden degerine bagh siniflama) siniflandirmasina gére AML kendi
icinde sekiz farkli gruba ayrilir [4]. ALL ise immiinolojik ve morfolojik olarak iki farkli
sekilde siiflandirilir. immiinolojik olarak koken aldig: hiicreye gére T ve B olarak

adlandirilirken, morfolojik olarak L1, L2 ve L3 olarak siiflandirilir [4,37].

Akut 16semiler tim kanserlerin %3 kadarimi olustururlar. AML insidansi,
yiizbinde 2,4 , ALL insidansi ise yilizbinde 1,3 kadardir [4]. ABD’de yilda yaklasik
olarak 4000 kisi ALL’ye, 9000 kisi ise AML’ye yakalanmaktadir. Akut losemilerin
insidans1 tim diinyada yaklasik olarak aymidir. Son 30 yilda akut Idsemilerin
insidansinda belirgin bir degisim olmamasina ragmen, ALL’de hafif artis, AML’de ise
hafif bir disiis bildirilmektedir. ALL insidanst 10 yas altt ve 70 yas istiinde daha
yiiksek, AML’ de ortalama tan1 yas1 ise 65’tir [43,59].



Akut 16semilerin birgogunda hastaligin nedeni bilinmemektedir. Genel olarak
akut 16semilerin tek bir hiicrede olusan genetik degisikliklerin sonucu olarak basladig
kabul edilir. Hastalik; kromozomal veya hiicre sinyal iletimi ile hiicre dongiisiini
kontrol eden mekanizmalardaki bozukluklar sonucunda primer olarak ya da
ge¢mislerinde prelosemik hastaliga sahip bireylerde, radyoterapi ve kemoterapi

gorenlerde sekonder olarak ortaya ¢ikabilir [27,37].

Akut 16semilerde, butadien ve toluen gibi ¢oziiciilerin de hastaliga neden oldugu
bilinmektedir. Benzene ve radyasyona maruz kalan kisilerde de AML’nin ortaya ¢ikma
riski ¢ok ytiksektir [15,26].

Akut 16semiler ile iliskili diger bir faktor de virislerdir. HTLV-1 16semilere
neden olan bir RNA retroviriistiir. Ote yandan bir DNA viriisii olan Epstein Barr Viriisii
(EBV) “myc” onkogen aktivasyonuna yol acarak lenfoid proliferasyonu arttirdigindan
EBV’nin, B hiicreli ldsemiler ile HIV ile iligkili Idsemilerde rolii oldugu
distiniilmektedir [47]. Yine 16semi hastalarinda bulunan MLV (Fare Loésemi Viriisii)
virlisiiniin kapsid proteininin kromozomlara entegre olarak hiicre dongiisiinii etkiledigi
distiniilmektedir [63]. Bu sonuglar I6semilerin bir boliimiiniin viriisler ile iliskili

oldugunu gostermektedir.

2.1.1.1. AML

AML’nin sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte bir¢ok hastada kromozom
anomalileri mevcuttur. AML hiicreleri kronik 16semilerin aksine smirli mutasyon
yetenegine sahip hiicrelerdir [4]. AML hiicrelerinde, farklilasmay1 diizenleyen
mekanizmalarin bozulmasiyla hiicrelerin gelisimi erken donemde bloke olmustur. Bu
hiicrelerde apoptozun inhibisyonu ile proliferasyon artisina hiicre i¢i degisiklikler eslik
eder. Bu hastalarda en sik; t(8;21), t(15;17) ve t(11;17) gibi translokasyonlar goriliir.
Inversiyon 16 gibi yapisal bozukluklar genel farklilasmay1 ve apoptozu engeller [60].



2.1.1.2. ALL

ALL de, AML gibi degisik biyolojik alt yapilar iceren karmasik bir hastaliktir
[17]. ALL’nin olusumunda AML’de oldugu gibi gen fiizyonu ile sonuglanan bazi
translokasyonlar ile mutasyonlar 6nemli rol oynar. ALL’de en fazla goriilen
translokasyonlar t(1,19), t(9;22) ve t(4;14)’diir. pl15, pl6 ve p53 timodr baskilayici
genlerindeki nokta mutasyonlari da ALL’ye neden olabilir.

Akut 16semilerde, bulgular ve semptomlar hastadan hastaya farkliliklar
gosterebilir. Yorgunluk, halsizlik, ates, kilo kaybi, kemik agris1 ve kanamalar hastalarin
karsilastig1 ilk semptomlardir. Hastalarin fiziksel muayenelerinde solukluk, cilt alti
kanama odaklar1 ve lenfadenopatiler saptanir. Tani genelde, hikaye, periferik kan
yaymasi ve kemik iligi biyopsisi ile konur. Anemi ve trombositopeni en sik laboratuar
bulgularidir. Lokosit sayisi normal, diisiik ya da yiiksek olabilir. Histokimyasal ve
immiinfenotipik incelemenin yani sira; hastanin biyokimyasal verileri, ultrason ve

akciger grafileri hastaligin seyrinde 6nemli kriterlerdir [17,47].

2.1.2. KRONIK LOSEMILER

Kronik l6semiler, akut 16semilere gore daha olgun hiicrelerin proliferasyonu ile
gelisen hastaliklardir. Kronik 16semilerde, KML (kronik myeloblastik 16semi) ile KLL
(kronik lenfoblastik 16semi) hastaligin en sik goriilen iki alt tipidir [51].

2.1.2.1. KML

KML yetigkin 16semilerinin % 20’si kadarimi olusturur ve en fazla 3. ve 4.
dekatta ortaya ¢ikar. KML 9. ve 22. kromozomlar arasinda degisim ile ortaya ¢ikan bir
translokasyon sonucunda gelisen, hematopoetik hiicrelerin malin hastaligidir [6].
Translokasyon sonucunda 22. kromozomda yer alan BCR (breakpoint cluster region)
geni ile 9. kromozomda yer alan ABL (Abelson murine leukemia virus) genlerinin

birlesmesiyle Bcr-Abl flizyon geni ve bu genin iiriinii olan p210 proteini ortaya ¢ikar



(Sekil 2-1). Bu protein, yiiksek tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Ber-Abl flizyonunun
ardindan hiicrede ii¢ islevsel degisiklik meydana gelir. Bunlar; Abl proteninin agir1 aktif
bir tirozin kinaz haline gelmesi, proteinin DNA’ya baglanma afinitesinin azalmasi ve
Abl’nin hiicre iskeletindeki aktin mikroflamentlerine baglanma yeteneginin artmasidir.
Sonu¢ olarak, hiicreler negatif yondeki diizenleyici sinyallerden etkilenmeyerek

kontrolsiiz ¢ogalirlar [6,35].

> hecr

22

ahl -+ —
U herfahl
q

Sekil 2-1 9;22 Translokasyonu

KML’nin nedeni heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak radyasyon ile KML
arasinda bir iligkiye isaret eden veriler mevcuttur. Japonya’ya atilan atom bombasinin

ardindan KML insidansinda artis goriilmesi KML’nin radyasyon ile iliskisini

desteklemektedir [9,10].

Hastaligin, klinik seyrinde baslica 3 faz gozlenir. Bunlar; kronik faz, akselere faz
ve blast krizidir. Hastalar kronik fazda sessiz bir seyir gosterir. Hatta bu donemde
hastalara tesadiifen teshis konulabilir. Baz1 hastalar ise, yorgunluk, halsizlik, kilo kayb1
ve splenomegaliye bagh sol {ist kadran agrisi ile basvururlar. KML’de kronik fazdan
blastik faza geciste bir¢ok faktdr rol oynayabilir. En onemli faktdrlerden birinin

kromozomal dengesizlik oldugu diisiinilmektedir. Bu devrede p53 ve RB gibi tiimor



baskilayici genlerin islevinde bozulma ve myc ve ras gibi onkogenlerin aktivitesinde
degisiklikler goriilebilir [6].

KML hastalarinin ¢ogunun fiziksel muayenesinde splenomegali ve hepatomegali
mevcuttur. Bununla birlikte lenfadenopati nadir goriiliir. Laboratuvar incelemelerinde
l6kositoz ~ dikkati ceker. Cogunlukla Iokositler 100000/mm®iin iizerindedir.
Trombositopeniye sik rastlanir. Geg evrelerde ise bazofili nedeniyle histamin {iretimi
artarak ishal ve kizarma ataklari ortaya ¢ikar. Tani sirasinda kemik iligi biyopsi
orneklerinde miyeloid ve megakaryositer seride belirgin artis goriiliir [22,60]. Hastaligin
akselere fazinda anemi gelisir. Trombositler diiser ve blastik hiicreler miyeloid, lenfoid,
eritroid veya farklilasmamis hiicrelere doniisiirler. Hastalarin ortalama yasam siireleri

yeni nesil tedaviler sayesinde son dénemlerde oldukga uzamustir [9,20].

2.1.2.2. KLL

KLL bat tilkelerinde en sik goriilen 16semidir. Tiim yetiskin 16semilerinin % 30
kadarin1 olusturur. ABD’de yilda ortalama 8000 yeni vakaya tan1 konmaktadir. Kadin
erkek orani 1.7/1 civarindadir ve beyaz irkta daha sik goriiliir. KLL , Asya tilkelerinde

¢ok az rastlanilan bir 16semi tiiriidiir. Ortalama goriilme yas1 70°dir [25,27,34].

KLL bir B-hiicre hastaligidir. Hastalarinin kemik iligi ve periferik kanlarinda
fonksiyonlar1 bozulmus lenfosit miktar1 ¢ok fazladir. KLL’de lenfositler genel olarak

gelismis goriiniimde bulunurlar [30,51].

KLL’nin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte baz1 ailelerde sik goriilmesi
herediter genetik faktorlerin etkili oldugunu diisiindiirmektedir [1,39]. Hastalarda en sik
fiziksel muayene bulgusu lenfadenopatilerdir. KLL hastalarinda enfeksiyonlar da sik
goriliir [12,26]. KLL hiicreleri, hastaligin seyri esnasinda biyolojik degisim ve
doniistimlere ugrayabilir. ALL’ye ya da Multiple Myeloma doniiserek hastaligin seyrini
daha da kdétiilestirebilirler [25]. Hastalarda Trizomi 12 ve bazi kromozomal delesyonlar

da goriilmektedir [21,41].



2.2. Notch Sinyal Yolagi

Notch sinyal yolagi ilk olarak Drosophila’nin sinir hiicrelerinde tanimlanmigtir
[57]. Kan hiicrelerinde Notch sinyal yolagiin malin transformasyon ile iliskili oldugu
gosterilmistir  [48]. Notch, komsu hiicreler ile iletisim kurarak hiicrelerin
farklilasmasinda rol oynayan zargegen bir proteindir. Embriyonel ve prenatal donemde,
cevre hiicreler ile etkilesimi saglayarak hematopoetik hiicrelerin farklilagmasini kontrol
eder [57]. Akut l6semilerde Notch genlerinin ifadesinde artis goriiliir. Notch sinyal
yolaginda gorev alan proteinlerin hiicrenin farklilasmasinda goérevli diger proteinleri

etkiledigi bilinmektedir [56].

Memelilerde Notch sinyal yolagmin 4 tipi vardir [16,57]. Notchl
Drosophila’daki Notch’un homologu olan ve insanda en islevsel ve yaygin olarak
bulunan sinyal yolagidir [57]. Notch sinyal yolagi hiicrelerin kaderinin belirlenmesinde,
proliferasyonunda ve farklilasmasinda diizenleyici rol oynar [31,45,57]. Notch, hiicre
tipine gore farklilagsmayi engelleyebildigi gibi uyarabilir de. Notch sinyal yolagt WNT,
PTEN/AKT, FGF, BMP ve Hedgehog yolaklar ile etkilesim kurarak kok hiicrelerin

farklilasmasini, embriyogenezi ve homeostazi etkiler [31,45].

Hiicre-hiicre etkilesimlerinde; bir hiicrede Notch reseptorii, diger hiicrede ise
Notch ligand1 bulunur (Sekil 2-2). Notch ligandlar1 Delta-likel, Delta-like3, Delta-like4,
Jaggedl ve Jagged?2 olarak adlandirilir [46]. Bu ligandlardan biri Notch’un hiicre
disindaki bolgesine baglandiginda, heterodimerizasyon bolgesi y- sekrataz tarafindan
kesilir ve proteinin hiicre i¢i bolgesi (ICN) ayrilarak sitoplazmadan cekirdege geger
[35,46]. ICN ¢ekirdekte transkripsiyon faktorii CSL’ye baglanir ve korepresor ile yer
degistirerek CoA’lar1 (MAML) uyarir. Uyar1 tamamlandiktan sonra Notch sinyal
yolaginin hedef genleri olan Hey ve Hes ailesindeki genlerin transkripsiyonu baglatilmig
olur [46,57].(Sekil 2-2)



Ligand
9 Notch

resepftorii

mma-secretase
komp i

Sekil 2-2 Notch Sinyal Yolag

Hes ailesinin bir iiyesi olan Hes1, 6zellikle farklilasmamis kok hiicrelerde ifade
edilir. Hey ailesinin iiyesi olan Heyl ise hiicre farklilagsmasi, hiicre proliferasyonu ve
doku gelisimi sirasinda ifade edilir [57]. Notch’a bagimli olarak aktiflesen Hesl ve
Heyl o6zellikle hiicre dongiisiinde G1 ve S sathalarini etkiler, bu islevi SiklinD1 iizerine
etki ederek gercgeklestirirler. SiklinD1, CDK4 ve CDKG6’nin alt birimlerinin
diizenleyicisidir. Siklinlerin asir1 gen ifadesi G1 ve S faz ge¢islerinde kan hiicrelerinin
farklilasmasi tizerinde etkilidir. CDK4 kinaz aktivasyonu ve SiklinD1’in proteazom
tarafindan yikiminin azalmasi normal hiicre dongiisiinde 6nemlidir. Asir1 SiklinD1 gen
anlattminin oldugu 16semilerde hiicre dongiisii G1 fazinda duraklar. Ayrica Notch
aktivasyonu sonucunda SiklinA ve SiklinB’lerin hiicre dongiisii iizerindeki etkileri
azalir [6,15,12]. Artan Hesl ve Heyl transkripsiyonu p53 diizeyi ve bu yolla timor

baskilayici etkiyi arttirarak apoptoz lizerinde 6nemli etki gosterir [46,56].

Hesl proteini, hematolojik malinitelerde, gastrik tliimorlerde, pankreas

timorlerinde ve kolorektal tiimorlerde ifade edilir [11,46]. Birgok hematolojik
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malinitede Notch aktivasyonu ile Heyl geninin ifadesinde artis ve buna bagli olarak
Hesl geninin aktivasyonu goriiliir. Bu yolagin o6nciil fonksiyonu Hesl proteini
tizerinden bHLH (helix-loop-helix) faktorlerinin farklilasmasini baskilayarak hiicreleri
olgunlagsmamis asamada dengede tutmaktir. Boylece Heyl ve Hesl genleri Notch sinyal

yolagi lizerinden kan hiicrelerinin farklilagmasini durdururlar [49,56].

Hematolojik malinitelerde t(7;9) translokasyonu sonucunda ortaya ¢ikan kusurlu
Notch proteini ligand baglanmasina ihtiya¢ duymadan siirekli aktif durumunu koruyarak
Heyl ve Hesl genlerinin transkripsiyonunu devam ettirebilir [21,50]. Ayrica, latent
virlis enfeksiyonlart sonucunda da viriis Notch sinyal yolaginin gen lokusuna girerek

ligand varligindan bagimsiz olarak sinyali devam ettirir [18,19,57] (Sekil 2-3).

Ligand Bagimsiz
Notch Aktivasyonu

T Hicreli Akut
Lenfoblastik Losemi

Notch 1/4 Lokusuna Girmis Viris

Sekil 2-3 Kromozomal Translokasyonlar ve Viral Enfeksiyon Sonrasi Ligand Yoklugunda
Aktiflesen Notch Sinyal Yolag:

Ancak ALL’de Notch genini kapsayan translokasyonlar ender goriiliir. Buna
karsilik hastalarin %55 kadarinda Notch proteninin hiicre disi1 dimerizasyon veya C-ucu

bolgelerinde mutasyonlar bulunur. ALL hastalarinda Notch proteinindeki mutasyon
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sonucunda heterodimerizasyon (HD) bolgesinde olusan degisiklikler bu bdlgenin ligand
yoklugunda kirpilmasina neden olarak Hesl ve Heyl genlerinin transkripsiyonunu
uyarir. Intraseliiler Notch alt birimi (ICN) ligand olmaksizin stirekli salinir. Proteinin C-
ucunda bulunan Prolin, glutamik asit, serin ve tironin aminoasitlerinden olusan peptid
dizisi ‘PEST’ proteazom ile proteinlerin yikimi igin ¢alisir ve Notch sinyalinin
transkripsiyon kompleksleri olan CSL, ICN ve MAML proteinlerinin stabilizasyonunu
saglar [2,44]. Bu bolgede gergeklesen mutasyonlar genellikle erken sonlanma kodonlari
olusmasina veya ¢er¢eve kaymasina neden olarak C-ucundaki énemli dizilerin kaybi ile
sonuglanir. Bu durumda ICN’nin proteazomal yikimi engellenir, yar1t dmrii uzar ve
Notch sinyalinin hedef genleri olan Hesl ve Heyl genlerinin transkripsiyonu siirekli
uyarilir [56,57]. (Sekil 2-4).

Ligand Bagimsiz
Aktivasyon

ICN 1’de Gecikmis
Proteazomal Bozulma

,T“ (-(—.

Proteazom

Sekil 2-4 Sinyal Bagimsiz Notch Sinyal Yolag

2.2.1. ID-4 Geni ve Notch sinyal yolag:

ID gen ailesinin dort {iyesi bulunur. Bunlar; ID-1, ID-2, ID-3 ve ID-4’tiir [7,40].

ID-4 proteinleri dominant negatif etki gosteren transkripsiyon inhibitorleridir. 1D-4
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geninin kodladig1 sarmal-ilmek-sarmal yapidaki protein transkripsiyon faktorlerinin
DNA’ya baglanmasimi engeller [60,61]. Kolorektal kanserler, gastrik kanserler ve
pankreas tiimorlerinde ID-1 ve ID-2 gen ifadesinde artis goriiliir. Bir¢ok kanser tiiriinde,

ID-3 gen ifadesinde de artis veya azalma bildirilmistir [32,38,61].

Yapilan c¢alismalar; 1D-4 geninin promoter bdlgesindeki metilasyonlar
sonucunda l6semilerde genin ifadesinin azaldigini gostermektedir [61]. Bu durum ID-
4’in bir timor baskilayici gen olabilecegine isaret etmektedir [32]. ID-4 geninde
metilasyon bulunan hastalarda AML ve ALL’nin daha hizli yayildigi ve yasam
stirelerinin kisaldig1 goriilmiistir. ID-4 gen ifadesindeki degisimler daha once de
belirtildigi gibi Notch sinyal yolaginin daha fazla aktiflesmesine ve bunun sonucunda da
Hes1 ve Heyl genlerinin transkripsiyonunun artmasina neden olmaktadir [32,61]. ID-4
geninin asir1 ifadesi, Notch sinyal yolagimin ligandi olan Jaggedl’i uyararak Hesl ve
Heyl transkripsiyonunu arttirmaktadir. Bu bulgular 1D-4 geninin, farklilagsma, hiicre

dongiisii ve 16semilerde 6nemli islevleri olduguna isaret etmektedir [14,32,52].

2.2.2. Ikaros Geni ve Notch Sinyal Yolagi

Ikaros geni, Kruppel transkripsiyon faktorleri ailesinin iyesi olan bir ¢inko
parmak proteini kodlar [5,53,63]. Proteinin N ucu DNA’ya baglanmak, C ucu ise
proteinin dimerizasyonu ve stabilitesi agisindan 6nem tasir. Ploripotent hematopoietik
kok hiicrelerin kaderini belirleyen Ikaros, normal hematopoetik hiicrelerin gelisimi igin
onemli bir ¢ekirdek proteinidir ve lenfositlerin farklilasmasi ve 6zellesmesinde 6nemli
rol oynar [5,28]. Proteinin DNA baglanma boélgesinde bir mutasyon olustugunda

lenfosit gelisimi durur [3,13].

Ikaros gen ifadesi ile Notch sinyal yolagi siirekli etkilesim ve denge halinde
bulunur [13,40]. Ikaros, transkripsiyonel bir baskilayici gibi davranarak, ozellikle
Notch sinyal yolaginin hedef geni Hes1’i baskilar [18,19]. Ikaros geninde gerceklesen
delesyonlar Notch sinyal yolaginin etkinlesmesine neden olur. Eger, herhangi bir etkiyle
Ikaros diizeyi artar ise Notch sinyal yolagi ligand varligindan bagimsiz olarak
engellenebilir, ya da lIkaros diizeyi azaldiginda Notch sinyal yolagi aktiflesebilir
[24,37].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Materyal

Tez calismamizda, 2009-2010 yillar1 arasinda  Istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’'na ve Onkoloji
Enstitiisii’ne bagvuran 16semi hastalarinin (yas = 36 + 9,3) periferik kan ve kemik iligi
ornekleri kullanilmigtir. Kontrol grubu olarak yas ve cinsiyet bakimindan hasta grubuna
uygun olarak segilen 32 bireyin (yas = 32 + 5,8) periferik kanlar1 degerlendirilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarinin 6zellikleri Tablo 3-1°de gosterilmistir.

Tablo 3-1 Hasta ve Kontrol Gruplarimin Ozellikleri

Cinsiyet  Hasta Kontrol Hasta Yas Ort. Saghkh Yas Ort.
n % n % Ort. SD Ort. SD

Kadin 46 (%41,1) 19 (%63,4) 40,9 (+21,2) 293 (£12,3)

Erkek 66 (%58,9) 11 (%36,6) 34,8 (+24,1) 32,4 (£8,1)

Hastalarin, hastalik gruplaria gore dagilimlar: Tablo 3-2’de verilmistir.

Tablo 3-2 Hastahk Gruplarina Gore Hastalarin Dagilimlar:

KML AML ALL KLL
n% n% n% n%
Hasta Sayis1 37 (% 33) 23 (% 20,5) 31(%27,7) 21(% 18,8)

Hastalarin 45,6 (£17,4) 43,5(x19,6) 14 (£14,4) 58,8 (£11,9)
Yas Ort.
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Calismada, kan ve kemik iliginden mononiikleer hiicreler elde edilmis, bu
hiicrelerden RNA ayristirilarak RNA’lardan ¢cDNA sentezlenmis ve lIkaros ve ID-4
genleri ile Notch sinyal yolaginin hedef genleri olan Hesl ve Heyl genlerinin ifade

diizeyleri hastalar ile saglikli bireyler arasinda karsilastirtlmistir.

Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali’nda
gerceklestirilen calisma, 13.05.2009 tarih ve 05 sayili Etik Kurul karari ile uygun

gorilmiistiir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Biocoll Ayristirma Cozeltisi [ BIOCHROM]

Etilen-diamin-tetraasetikasit (EDTA), B-Merkaptoetanol, Tris(hidroksimetil
aminometan), Borik Asit [MERCK]

Etidyum Bromiir (EtBr)

Bromfenol Mavisi (BFB) [SIGMA]

High Pure RNA Izolasyon Kiti [ROCHE]

Revertaid First Strand cDNA Sentez Kiti [FERMENTAS]
Primer 200 Mer [RFT]

Lightcycler UPL Real-Time PCR Problari [ROCHE]
Lightcycler 480 Master Prob Karisimi [ROCHE]

Lightcycler 480 Multiwell Plak [ROCHE]

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Real-time PCR Light Cycler 480 [ROCHE]
Thermal Cycler TC 412 [TECHNE]

Santrifiijler [HERAUS, HETTICH, JOUAN]



Mikropipetler [FINNPIPETTE]
Yatay elektroforez tanklari ve jel dokme sistemleri [BRL]
Distile Su Cihazi [MILLIPORE]

Vortex [SNIJDERS]

3.1.4. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

10X PBS Tampon Cozeltisi (1 litre)

e 80 grNaCl

o 2grKCI

e 11,59gr Na;HPO,
o 2gr KHy,PO,

10X BFB Yikleme Tamponu (2ml)

e 9%1SDS
e 5mg Bromfenol Mavisi

e 2ml Gliserol

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

o 0.88 M Borik Asit
o 5M Tris
e 0.02 EDTA (pH :8.00)

Etidyum Bromiir: (10mg/ml)

16
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3.2. Yontemler

3.2.1. Tam Kandan Lokosit izolasyonu

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

EDTA’l1 tiipe alinan yaklasik 10 ml kan 1/1 oraninda %0.9’luk NaCl ile dilue

edilir.
2 ml Ficoll iizerine yavas bir sekilde eklenir.
1970 RPM’de 30 dk. Santrifuj

Santrifiij sonunda orta fazda eritrosit ve diger hiicreler, siipernatantta ise serum
kismi kalacaktir. Ikisinin arasinda kalan beyaz kisimdan 16kositler pasteur pipet

ile toplanarak temiz tiipe alinir.

1970 RPM’de 10 dk. Santrifuj

Siipernatant dokiilerek pellet tizerine 4 ml PBS eklenerek pipetlenir
Cryo tiiplere 1’er ml dagitilir

1970 RPM’de 1 dk. Santrifuj

Stipernatant dokiiliir.

Elde edilen hiicreler -80°°de saklanir.

3.2.2. Lokositlerden RNA izolasyonu

X/
L X4

X/
°

X/
°e

Lokositlerin tizerine 350 ul RA1 (lysis) tamponu ve 3,5 ul B- Merkaptoetanol

konur, vortekslenir

Kapaksiz 2 ml tiiplere pembe spin filtre yerlestirilir ve karisim spin filtreye

aktarilir
11000 G’de 1 dk. Santrifuj
Pellet tizerine 350 pl etanol eklenir ve vortekslenir

Mavi spin filtreli yeni tlipe aktarilir
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+« 11000 g’de 30 sn. Santrifuj

¢ Spin filtrenin alt1 bosaltilir ve {izerine 350 ul MDB eklenir

%+ 11000 g’de 1 dk. Santrifuj

¢ 10 pl enzim ve 90 pl rDNAse filtreye eklenerek 15 dk. inkiibe edilir
< Uzerine 200 pl RA2 eklenir

+« 11000 g’de 30 sn. Santrifuj

¢+ Tiip bosaltilir ve tizerine 600 ul RA3 tamponu eklenir

% 11000 g’de 30 sn. Santrifuj

¢ Tiip bosaltilir ve iizerine 250 ul RA3 eklenir

+«+ 11000 g’de 30 sn. Santrifuj

¢+ Spin filtre temiz 1,5 ml’lik tiipe alinarak tizerine 60 ul dH,O eklenir

% 11000 G’de 1 dk. Santrifuj

«* RNA elde edilir.

3.2.3. Agaroz Jelde RNA’larin Kontrolii

3.2.3.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

>

% 100 ml jel igin 1,5 gr agaroz tartildu.

X4

100 ml 0.5XTEB ile karigtirtlarak kaynatildi.

L)

¢ Homojen hale gelen karistma 5 pl EtBr eklenerek jel kiivetine dokiildii ve

kuyular1 olusturacak tarak tizerine takildi.

*0

¢ Jel dondugunda kullanima hazirdi.
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3.2.3.2. Agaroz Jelde Ornekleri Yiiriitme Islemi

Elde edilen RNA’lardan 6-7 ul 6rnek 0.5 pul BFB eklenerek jel {izerinde bulunan
kuyucuklara yiiklendi 150 volt potansiyel farki uygulanarak 3 cm kadar yiiritildi, UV

151k altinda goriintiilendi.

3.2.4. RNA’dan cDNA Sentezi

Tablo 3-3 cDNA Sentezinin Gerg¢eklestirildigi Reaksiyon Kosullari

Dongu Sicaklik Stire
Sayisi (C%

1 95 10 dk.
95 10 sn.

45 60 30 sn.
72 1sn.

1 40 30sn

0,5 ul’lik PCR tiiplerine 5 pl RNA, 1 pul Random Hexamer ve 6 pl dH,O
eklenerek pipetlendi ve termal dongii cihazinda ilk dongii bitiminde buza alinarak
izerine 5X Reaksiyon tamponu, 1 ul RiboLock RNAse inhibitér, 10 mM dNTP ve 200
U/ul RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptaz eklenerek tekrar dongii cihazina kondu

ve program devam ettirildi.
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3.2.5. Kullanilan primer dizileri
Hes1 Geni:
F- 5’-GAAGCACCTCCGGAACCT-3’
R- 5’-GTCACCTAGTTCATGCACTC-3’
Heyl Geni:
F- 5’-CGAGCTGGACGAGACCAT-3’
R- 5’-GAGCCGAACTCAAGTTTCCA-3
ID-4 Geni:
F-5-TTGGCCTGGCTCTTAATTTG-3’
R- 5’-TGCAATCATGCAAGACCACT-3
Ikaros Geni:
F-5’-CCTTCCGGGCACACTGTA-3’

R-5’-TCTCTCTGATCCTATCTTGCACA-3’

3.2.5. Real-Time PCR

Deneyler LightCycler 480 Real Time PCR sistemi ile gergeklestirildi.
Deneylerde referans gen olarak B-Aktin geni kullanildi. Reaksiyon karigimina hem

referans, hem de arastirdigimiz genin primerleri birlikte yiiklenerek ¢ogaltildi.

Referans gen i¢in isaretleyici olarak FAM, hedef genler i¢in ise HEX/Yellow555
floresan boyalar1 kullanildi. Boyalarin; eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 Tablo 3-

4’te verilmistir.



Tablo 3-4 Boyalarin Dalga Boylari
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Eksitasyon (nm) Emisyon (nm)
FAM 465 510
HEX/Yellow555 533 580

Real-Time PCR reaksiyonu asagida belirtilen kosullarda gergeklestirildi.
Real-Time PCR Karigimi (20 pl)
% 10 pl Master Mix
%+ 0,4 ul UPL Probe
%+ 0,4 ul Actin Probe
% 0,5 ul F Primer
% 0,5 ul R Primer
% 0,5 ul Actin Primer
s 3 ulcDNA

o 47 },I.l dH.0

Tablo 3-5 Real-Time PCR Kosullari

Dongu Sicaklik Stire
Sayisi (C%

1 95 10 dk.
95 10 sn.

45 60 30 sn.
72 1sn.

1 40 30sn
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3.2.6. Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Hasta gruplarinda her genin ifade diizeyinin nasil degistigini incelemek ig¢in
orneklerdeki ilgili gen ifadelerinin degerlendirilmesinde AACt yontemi kullanildi. PCR
reaksiyonunda her ornege ait tistel fazli ¢ogalmanin basladigi dongili saptanarak ilgili

ornekler i¢in CT (cycle threshold) degerleri hesaplandi.

Her 6rnegin ACt degeri asagidaki formiille belirlend:i :
ACt = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen)

Orneklerin ACt degerleri hesaplandiktan sonra AACt farklar1 asagidaki sekilde

bulundu :

AACt = ACt (hasta) - ACt (saglikli)
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4. BULGULAR

Calismamizda 2009-2010 yillarinda 1.U. Tip Fakiiltesi ve 1.U. Onkoloji
Enstitiisii’'ne basvuran l6semili 112 hastadan alinan periferik kan ve kemik iligi
ornekleri kullanildi. Kontrol grubu olarak, yas ve cinsiyet bakimindan hastalara uygun

olarak secilmis, saglikli 30 bireyin periferik kanlar1 degerlendirildi.

Hastalarin periferik kan ve kemik iligi Orneklerinden RNA elde edildi.
Calismamizda kullanilan RNA ornekleri 6nce % 1.5 agaroz jel elektroforezi ile

degerlendirildi.

Calismada, 16semilerde Notch sinyal yolaginin hedef genleri olan Heyl ve Hesl
ile Ikaros ve ID-4 genlerinin ifade diizeyleri Real-Time PCR yontemiyle incelendi.
Bunun i¢in her hastaya ait RNA 6rneklerinden hazirlanan cDNA’lar incelenmek istenen
hedef genlere uygun primerler yardimiyla Real-Time PCR sisteminde ¢ogaltildu.
Referans gen olarak -aktin geni kullanildi.

Oncelikle deneylerin verimini belirlemek igin c¢cDNA &rneklerinden seri

diliisyonlar hazirlanarak PCR ile ¢ogaltildi.

110.04
100.0H
90.H
80.0H
70.0H
B0.0H
50.04
40.04
30.H

Flucrescence {465-510)

12 4 E B 10 13 16 139 2 25 28 A W 374D
Cycles

Sekil 4-1 Standart Diliisyonlarin Real-Time PCR Egrileri

Diliisyon egrilerinden elde edilen veriler kullanilarak ¢izilen standart egriden
Real Time PCR yonteminin verimi 1.86 olarak hesaplandi ve bu degerin istenilen

deneysel kriterleri sagladig1 goriilerek genlerin degerlendirilmesine ge¢ildi.

43
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Standard Curve
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Sekil 4-2 Seri Diliisyonlar Yardimiyla Elde Edilen Standart Egri

4.1. Gen ifadelerinin degerlendirilmesi

Calismamizda tiim hastalardan RNA elde edildi. 37 KML hastasinin 5’inde, 23
AML hastasinin 3’iinde, 31 ALL hastasinin 2’sinde ve 21 KLL hastasinin 1’inde Real-

Time PCR reaksiyonu ile 6rnekler ¢ogaltilamadi. Boylece ¢alismada toplam 101 hasta

degerlendirmeye alindi.

Her 6rnek i¢in arastirilan genlerin ve referans genin ¢ogalmasini belirleyen Ct

degerleri bulundu. Bu degerler Tablo 4-1 ve Tablo 4-2°de verilmektedir.
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Sekil 4-3 Hes1 Genine Ait Real-Time PCR Egrileri
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Tablo 4-1 Hasta Grubunda Arastirilan Genlere Ait Ct Degerleri

Gen hes1 heyl id-4 ikaros
hedef referans hedef Referans Hedef referans Hedef referans hastalik

1 32,95 24,87 38,9 25,84 32,84 22,59 28,39 25,78 kml
2 32,96 24,04 38,04 23,94 29,43 21,76 27,68 24,7 kml
3 2391 24,24 30,28 21,87 31,17 23,4 aml
4 28,58 27,5 34,73 26,15 30,08 27,78 kml
5 31,79 21,28 34,63 20,21 23,58 18,66 24,99 21,09 kml
6 35,93 26,36 34,42 25,79 29,41 24,52 32,21 26,51 kml
7 39,55 34,84 34,44 33,46 31,68 36,07 34,16 kml
8 32,96 25,36 35,51 23,88 29,57 23,68 27,55 24,32 kml
9 35,64 25,01 23,4 31,09 22,68 28,86 24,43 kml
10 35,28 26,94 26,52 25,07 22,51 29,86 27,59 all
11 35,84 26,77 25,59 21,48 23,81 31,35 26,49 all
12 34,3 23,13 39,79 22,46 31,91 22,52 29,98 32,92 aml
13 32,72 20,88 34,55 19,92 31,57 18,82 23,88 19,96 all
14 32,37 21,15 35,87 20,91 27,94 19,88 23,25 20,85 kml
15 34,13 20,36 35,55 18,75 26,28 18,05 25,22 18,88 kml
16 38,95 2391 36,83 22,85 32,45 21,7 28,72 23,3 kml
17 35,31 23,11 35,14 22,55 30,71 21,97 28,55 22,65 kml
18 30,88 23,82 36,19 22,13 32,98 21,69 25,54 22,69 kml
19 32,86 21,93 20,98 30,64 19,9 24,65 20,92 kml
20 21,97 37,29 21 27,29 19,87 27,4 21,62 kml
21 33,32 22,22 34,88 20,98 31,16 19,45 24,85 21,91 kml
22 32,4 21,5 33,63 19,73 18,59 24,96 20,79 kml
23 37,96 26,6 35,84 24,76 32,59 24,08 30,47 26,43 kml
24 35,5 24,65 37,52 22,93 32,56 23,17 31,65 24,59 aml
25 34,89 23,26 35,61 22,01 25,74 20,49 25,45 22,89 kml
26 32,67 22,13 34,11 21,1 32,2 20,97 24,93 21,46 kml
27 33,84 18,67 33,94 17,87 29,52 16,46 24,17 18,02 all
28 31,82 21,53 33,66 20,21 26,95 20,65 24,98 20,73 kml
29 36,94 25,72 37,36 24,96 30,94 22,99 28,79 24,63 kml
30 38,8 21,6 20,81 32,95 19,44 26,27 20,47 kml
31 31,95 26,37 34,92 25,44 31,78 24,09 29,79 25,56 kml
32 32,21 21,15 34,38 19,73 32,38 19,25 24,26 20,09 kml
33 32,21 20,27 33,31 19,39 25,92 17,3 23,48 19,18 kml
34 33,75 22,82 35,48 21,16 31,66 21,35 26,43 22,14 kml
35 34,66 21,71 19,15 32,9 19,25 25,87 20,43 kml
36 34,34 22,94 22,86 33,93 21,47 25,87 21,83 kml
37 32,47 20,58 38,76 20 32,73 19,4 25,47 20,16 aml

w
[o0]

34,88 22,47 35,35 21,74 34,84 21,28 26,55 21,86 aml



39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

33,99
31,62

31,6

34,48
32,67
31,67
29,7

37,39
32,57
38,49
35,62
31,98
38,35
37,98
35,59
33,62
33,74
35,31
32,42
35,4

30,54
32,11
29,43
34,98
34,89
32,17
37,21

32,02
34,48
36,56
33,65
34,51
31,29
34,27
30,55

36,7

37,44
34,37
34,56

36,67
33,71

22,73
20,23

16,4

25,09
22,49
18,5

19,26
29,38
22,89
27,72
27,41
22,57
30,2

29,69
24,04
23,67
21,59
24,66
25,15
25,06
16,48
22,31
21,32
24,71
25,69
24,66
29,06
27,36
22,97
24,35
30,91
22,13
20,34
20,85
28,18
21,48

25,99
23,26
23,96
28,83
26,86
25,5

36,2
32,51

33,91
34,45
33,98
33,27
33,11

34,89

37,69

25,82
36,94
33,47
32,22
30,57
34,15
36,45
33,15
33,86
29,64
35,31
35,72
35,26

31,98
35,29
37,23
35,27
34,61
34,44
33,55
35,94

32,91
37,38
34,21

35,42
32,49

20,67
18,73

14,99
23,84
21,99
17,46
18,43
28,13
20,57
26,92
26,89
21,91
29,31
20,88
22,84
23,66
21,21
24,2

23,66
24,2

16,43
22,22
19,99
23,49
24,31
23,96
27,3

26,76
20,31
23,72
29,63
20,9

19,44
20,32
27,78
20,56

30,9

24,89
21,54
22,61
26,93
25,03
24,47

32,77
31,26
33,55
20,4

31,82
30,35

31,88
29,9

30,16
32,93
34,41
29,85
33,05

30,61
28,44
29,81
28,79
28,3

28,69
22,7

29,44
32,11
31,3

34,7

32,58
27,44
30,5

22,55
31,24
30,29
32,22

28,8

27,74
24,25
33,64
22,62
29,35
30,91
33,9

30,42
28,98
28,85

20,66
18,9

37,75
14,96
24,8

20,86
15,9

17,49
27,09
19,6

24,58
25,98
20,63
27,78
28,13
22,66
21,27
21,19
22,2

22,66
22,88
15,87
20,8

21,5

22,88
24,79
23,82
25,52
26,8

20,71
23,23
28,91
20,74
18,3

19,58
26,75
19,47

23,81
21,13
22,64
27

24,72
21,68

25,28
23,37
38,84
22,5

29,33
26,36
22,47
22,33
29,43
25,14
28,43
29,81
24,72
32,63
32,33
25,62
27,56
25,31
26,3

28,43
27,83
22,72
26,18
24,25
26,17
30,41
27,36
30,71
29,2

25,77
27,84
34,83
26,03
25,29
24,5

28,54
25,67

29,12
29,5

27,16
27,81
32,09
28,92
28,35

21,49
19,53

15,42
24
21,77
17,59
18,05
27,77
21,82
26,56
26,56
20,95
29,12
28,79
23,44
23,12
21,55
23,46
23,98
24,67
16,22
32,04
20,23
23,95
25,56
24,12
27,77
27,29
22,65
23,93
29,93
21,67
19,4
19,84
27,77
20,68

37,82
25,25
22,6

23,58
28,44
26,14
24,87

27

kml
kml
kml
kml
kml
kml
kml
all
all
all
all
all
all
all
all
all
all
aml
all
all
all
kml
all
all
all
all
all
all
all
all
all
all
all
all
all
aml
aml
aml
aml
aml
aml
aml
aml
aml
aml



28

85 33,53 31,53 31,83 29,79 34,61 33,24 aml
86 38,24 23,09 40,37 22,47 25,86 20,68 28,27 23,16 aml
87 39,19 35,51 36,28 39,84 aml
88 32,93 30,41 21,41 22,35 27,44 32,82 aml
89 34,19 31,16 29,93 29,09 36,45 32,64 aml
90 35,47 32,27 30,86 27,28 28,63 33,51 32,48 aml
91 33,3 26,41 34,84 25,25 25,53 21,11 29,7 24,96 aml
92 38,92 19,83 27,38 20,21 13,31 19,48 22,19 20,28 kil
93 30,79 17,98 32,27 19 28,36 19,01 20,48 19,3 kil
94 32,45 17,77 33,2 18,77 28,67 18,88 19,53 18,59 kil
95 30,55 19,96 13,27 17,91 18,4 18,47 18,35 17,68 kil
96 30,67 16,71 16,28 18,58 18,99 17,33 19,5 17,83 kil
97 29,57 19,8 35,94 21,34 20,99 27,1 21,7 kil
98 32,33 17,01 31,97 18,35 17,31 19,25 17,85 kil
99 31,93 19,54 35,6 20,21 35,6 19,74 22,76 20,2 kil
100 31,54 20,31 35,39 21,08 20,93 24,77 21,85 kil
101 26,55 16,4 28,27 17,6 17,75 18,85 17,27 kil
102 26,62 17,73 18,23 23,68 18,37 19,51 18,63 kil
103 25,84 17,63 21 17,29 24,58 16,8 18,69 17,2 kil
104 26,19 19,36 30,17 19,63 35,76 19,24 20,4 19,99 kil
105 25,34 18,3 27,14 18,81 25,99 18,44 21,43 18,99 kil
106 27,29 19,12 32,5 20,54 31,09 19,48 21,52 20,22 kil
107 33,91 21,3 21,93 21,43 24,39 22,38 kIl
108 32,79 18,19 13,15 18,82 12,03 18,63 21,45 19,28 kil
109 34,55 21,06 36,47 20,82 32,62 20,61 23,51 21,32 kil
110 28,02 17,88 24,69 17,56 29,88 19,45 19,45 18,98 kil
111 30,55 17,03 30,28 17,37 32,91 16,4 18,83 16,97 kil
Tablo 4-2 Saghkh Kontrol Grubunda Genlere Ait Ct Degerleri
Gen hes1 hey1l id-4 ikaros
hedef referans hedef Referans Hedef referans Hedef referans hastalik
kol 25,52 18,22 33,69 19,09 31,9 18,97 20,52 18,36 kontrol
ko2 26,37 17,85 34,59 18,56 33,51 17,99 19,67 17,21 kontrol
ko3 26,4 38,17 35,1 19,31 30,88 18,34 19,83 17,91 kontrol
ko4 26,86 19,57 35,31 20,77 32,47 20,4 22,51 19,36 kontrol
ko5 12,36 18,31 33,16 19,36 31,39 18,91 20,17 17,99 kontrol
ko6 24,97 17,8 3491 18,87 28,05 17,32 19,65 16,97 kontrol
ko7 28,19 18,86 35,95 19,97 31,35 18,88 21,21 19,06 kontrol
ko8 30,48 19,63 36,99 20,54 33,49 19,97 22,77 19,41 kontrol
ko9 26,49 17,73 32,81 18,83 30,88 19,96 20,05 17,45 kontrol



29

ko10 27,75 1857 34,87 19,39 31,75 18,8 20,78 18,52
ko1l 26,68 17,55 34,42 1876 26,15 16,84 19,58 17,04
ko12 24,3 17,55 3529 19,67 32,13 1852 20,64 18,22
ko13 27,46 1898 34,89 19,78 33,72 19,53 21,18 18,88
ko14 29,9 18,54 36,02 19,99 32,71 1929 20,68 18,43
ko15 28,95 22,12 34,06 22,76 2826 22,18 2496 21,91
ko16 2842 17,83 33,54 1865 29,66 17,94 19,6 17,34
kol17 36,6 28,81 28,69 29,5 28,86 31,62 282

ko18 28,25 21,14 32,69 21,09 2873 22,2 23,65 20,25
ko19 33,49 26,16 3825 27,1 3021 26,71 29,7 26,4

ko20 27,7 2353 35,64 23,7 25,2 23,65 26,52 23,67
ko21 26,87 20,67 31,7 21,39 23,26 20,65 23,59 20,61
ko22 28,78 23,05 34,89 23,78 2597 22,34 2565 22,37
ko23 30,26 20,95 36,7 22 31,77 21,39 23,55 20,45
ko24 26,84 16,81 32,35 18,13 17 20,34 16,77
ko25 29,22 19,41 3503 20,46 34,19 20,02 21,94 19,08
ko26 28,4 18,77 3574 1834 34,76 1926 21,93 19,05

ko27 26,46 16,68 30,19 16,76 31,33 17,35 19,44 16,68

kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol

Ct degerleri elde edilen her 6rnek icin hedef gen ile referans gen arasindaki
farklar hesaplanarak ACt degerleri bulundu. Daha sonra saglikli grupta her gene ait
ortalama ACt degerleri hesaplandi. Her 6rnek igin elde edilen ACt degerinden saglikli
gruba ait ortalama ACt degerinin ¢ikartilmasiyla ilgili 6rnege ait AACt degeri bulundu
(Tablo 4-4). Ortalama degerden bir standart sapmadan daha fazla farklilik gosteren
genlerin ifadeleri artmis veya azalmis olarak degerlendirildi. Saglikli kontrollere ait

ortalamalar ve standart sapmalara ait veriler tablo 4-3 gosterilmektedir.

Tablo 4-3 Saghkh Kontrollerin Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Saglikli Ort. £ SD

Hesl -4.57 £2,21
Heyl -1,85+ 1,26
ID-4 4,16 + 3,55

Ikaros 1,23 £ 0,65




Tablo 4-4 Hasta Grubunda AACt Degerleri

Gen Hesl Heyl ID-4 Ikaros
1 -1,02 0,92 0,13 0,13
2 -1,86 -0,12 2,71 -0,24
3 1,97 -5,03
4 1,8 0,44
5 -3,45 -0,44 5,46 -1,16
6 -2,51 5,35 5,49 -2,96
7 8,6 0,83
8 -0,54 2,35 4,49 -0,49
9 -3,57 1,97 -1,69
10 -1,28 7,82 0,47
11 2,01 12,71 -2,12
12 -4,11 -3,35 0,99 5,68
13 -4,78 -0,65 -2,37 -1,18
14 -4,16 -0,98 2,32 0,34
15 -6,71 -2,82 2,15 -3,6
16 -7,98 0 -0,37 -2,68
17 -5,14 1,39 1,64 -3,16
18 0 -0,08 -0,91 -0,11
19 -3,87 -0,36 -0,99
20 -2,31 2,96 -3,04
21 -4,04 0,08 -1,33 -0,2
22 -3,84 0,08 -1,43
23 -4,3 2,9 1,87 -1,3
24 -3,79 -0,61 0,99 -4,32
25 -4,57 0,38 5,13 0,18
26 -3,48 0,97 -0,85 -0,73
27 -8,11 -2,09 -2,68 -3,41
28 -3,23 0,53 4,08 -1,51
29 -4,16 1,58 2,43 -1,42
30 -10,14 -3,13 -3,06
31 4,5 2,69 -1,49
32 -4 -0,67 -2,75 -1,43
33 -4,88 0,06 1,76 -1,56
34 -3,87 -0,34 0,07 -1,55
35 -5,89 -3,27 -2,7
36 -4,34 -2,08 -1,3
37 -4,83 -4,78 -2,95 -2,57

30
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39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

-5,35
-4,2

-4,33
7,06

-8,14
-2,33
-3,12
-6,11
-3,38
-0,95
-2,62
-3,71
-1,15
-2,35
-1,09
-1,23
-4,49
-2,89
-5,09
-3,59
-0,21
-3,28

2,74
-1,05
-3,21
2,14
-0,45
-1,09

-1,99
-3,07
1,41

-4,46
7,11
-3,38

-2,01

-4,39

-4,05

-3,54

-2,75

0,37
-1,55
0,2

-4,94
3,37
1,99
-1,83
-0,7

-0,34

-1,8

9,04
-0,12
4,17
2,97
7,61
3,49
1,73
2,74
2,34
4,33
2,16
2,57
2,68
41,28
13,98
2,31
2,41
6,38
-0,39
-1,19
-0,14
8,21
-1,4

11,97
1,49
1,31
13,98
13,98
3,59

-3,18
-1,73
-1,98
14,58
4,94
3,36
0,89

-4,01
7,57
-0,18
2,03
1,95
1,16
5,11

2,43
3,21
1,76
3,79
4,74
4,57
3,55
1,74
-0,23
1,96
0,47
1,62
8,46
6,68
8,54
2,37

-11

1,16
9,39
5,6
-23,26
-12,24
4,84
0,6
-0,88
6,96
6,12

-1,95
-1,05
-1,1

-4,34
-2,59
-1,85
2,14
-1,54
1,08
-0,58
0,87
-0,51
-1,03
-0,77
0,8
0,56
-1,7
-1,02
0,1
-1,71
-0,42
-3,76
8,6
-1,28
0,52
2,11
-0,5
-0,2
0,83
-0,38
1,17
-2,16
-1,62
-3,15
-1,92
1,97
-2,25

11,44
-1,51
-1,82
-1,49
-0,91
-0,04

31
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84 -1,15 5,96 3,21 -0,74
85 8,34 1,37
86 -8,09 -3,92 5,2 2,37
87 11,15

88 11,32 8,12
89 9,54 -1,07
90 11,73 1,71
91 0,17 4,39 5,96 2

92 12,03 6,81 16,55 0,83
93 -5,75 0,71 1,03 1,56
94 -7,62 -0,45 0,59 1,8
95 -3,53 18,62 10,45 2,07
9% -6,9 16,28 8,72 1,07
97 2,71 -0,62 31,37  -2,66
98 -8,26 0,36 2769 1,34
99 -5,33 -1,41 -5,48 0,18
100 -4,17 -0,33 31,31 -0,18
101 -3,09 3,31 2813 1,16
102 -1,83 5,07 1,86
103 -1,15 10,27 2,6 1,25
104 3,44 -6,14 2,33
105 5,65 2,83 0,3
106 -1,11 2,02 -1,23 1,44
107 -5,55 0,73
108 -7,54 19,65 16,98 0,57
109 -6,43 -1,67 -1,63 0,55
110 -3,08 6,85 -0,05 2,27
111 -6,46 1,07 -6,13 0,88

Sonu¢ olarak her hasta grubunda arastirilan genlerin ifadesinde gozlenen

degisikliklerin goriilme orani belirlendi. Sonuglar Tablo 4-5’te gosterilmistir.
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Tablo 4-5 Gen ifadelerindeki Degisim Oranlar

Hastalar KML AML ALL KLL

N 32 20 29 20

Hes1 %1007 %1007 %1007 %1001
Heyl %8441 %1007 %5521 %5241
ID-4 %812 %80 %96,5] %81}

Ikaros % 53.1 % 80 1 % 51,71 % 76 1

Veriler toplu olarak degerlendirildiginde, Hesl gen ifadesinin biitiin hasta

gruplarinda ve tiim hastalarda arttig1 goriildii.

KML’li hasta grubunda Heyl gen ifadesinin 27 hastada (%84.4) arttigi, 5
hastada ise (%16,6) azaldig1 gozlendi. KML’li hastalarda ID-4 gen ifadesi hastalarin
%81,2 sinde azalirken Ikaros gen ifadesinin 17 hastada azaldigi, 15 hastada ise arttig

belirlendi

AML hastalarina ait 6rneklerin tiimiinde Hesl ve Heyl genlerinin ifadesinin
artmis oldugu, ID-4 gen ifadesinin hastalarin %80 inde azaldigi, buna karsilik Ikaros
gen ifadesinin hastalarin % 80 inde arttig1 gézlendi.

ALL’li hastalara ait incelenen 29 6rnegin hepsinde Hesl gen ifadesinin arttigi,
Hey 1 ifadesinin ise hastalarin % 55 inde arttig1 goriildii. ID-4 gen ifadesinin hastalarin

% 96 sinda, Ikaros gen ifadesinin ise hastalarin % 48 inde azaldig1 belirlendi.

KLL hastalarina ait 6rneklerin de hepsinde Hes1 gen ifadesinin arttig1, Heyl gen
ifadesinin ise hastalarin yarisinda arttig1 goriildii. Bu grupta ID-4 gen ifadesi hastalarin

% 81 inde azalirken Ikaros gen ifadesinin hastalarin % 76 sinda arttig1 goriildii.
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TARTISMA

Losemiler, diinya iizerinde tiim kanserlerin % 3 kadarini olustur ve ¢ocukluk
cagr kanserleri arasinda % 36’lik goriilme oranmiyla en sik karsilasilan kanserdir
[33,34,54]. Losemilerde prognoz hastadan hastaya degisen bir kriter olmasinin yani sira,
akut 16semilerin prognozu daha kotiidiir. Akut 16semiler yasamin ilk dekadlarinda fazla
goriiliirken kronik losemiler ile besinci ve altinci dekadda ve erkeklerde daha fazla

karsilasilmaktadir [3,47,55,60].

Losemilerin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte; kalitsal faktorler, genetik
mutasyonlar, radyasyon ve kimyasallar gibi bir ¢ok etkenin hiicre farklilasmasini ve
gelisimini etkileyerek 16semilere neden oldugunu gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir.
Ayrica akraba evliliklerinde ve Down sendromlularda da 16semiye yatkinligin arttigi

bilinmektedir [17,58,60].

Notch sinyal yolagi, cevre hiicreler ile iletisim kurarak kan hiicrelerinin
farklilasmasinda gorev yapan en Onemli sinyal yolaklarindan biridir. Notch sinyal
yolagimin hedefi olan Heyl ve Hesl genleri hiicre dongiisiiniin, 6zellikle de G1 ve S
fazlarmin 6nemli diizenleyicisidir [57]. Ikaros geni ¢ekirdekte yer alir ve Notch sinyal
yolagi ile denge halinde bulunarak hiicre farklilagsmasini diizenler [5,53]. ID-4 geni ise
transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasimi engelleyerek farklilasmanin ve

gelismenin kontroliinii saglar [61].

Losemi hastalarimin kan ve kemik iligi ornekleri ile yaptigimiz calismamizda,
hastalarda ID-4 ve lkaros genleri ile Notch sinyal yolaginin hedef molekiilleri
arasindaki iliski arastirilmistir. Incelenen hastalarda Notch sinyal yolaginin hedef
genleri olan Hesl geninin ifadesinde % 100 artig goriiliirken, Heyl geninin ifadesinde

ise %73 artis gorilmiistiir.

Isveg’te yapilan caligmalarda, ALL hastalarinda Notch sinyal yolaginin hedef
genlerinden olan Hesl’in anlatimmin hastalarin % 56’sinda arttigi bildirilmistir [57].
Fransa’da yapilan benzer bir ¢alismada ise ALL hastalarinda Notch sinyal yolaginin
hiicre dis1 ligand1 olan Jagged molekiiliinde meydana gelen mutasyonlar saptanmis ve

bu hastalarin hiicrelerinde Notch sinyal yolaginin kontrolsiiz olarak asir1 aktivasyonu
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sonucunda hedef genler olan Hes ve Hey genlerinin ifadesinde de artis goriilmiistiir
[31]. ABD’de yapilan bir ¢alismada ise ¢ocukluk c¢agi l6semi hastalarinda Heyl ve
Hes1 genlerinin ifadesinde % 57’lik bir artis goriiliirken, 16semili yetiskin hastalarin %
64’tinde Heyl, % 86’sinda ise Hesl geninin ifadesinde artis bildirilmistir [35].
Hastalarimizin hepsinde Hesl gen ifadesinde artis gozlenmesi bu son c¢alismada
bildirilen oran ile uyum gostermektedir. Hey-1 geninde gozledigimiz artis orani da her
lic calismada bildirilen degerler ile uyum i¢indedir. Yine ABD’de yapilan ¢alismada
Kannas S. ve arkadaslar1 ALL hastalarinda Hes1 geninin ifadesinde artis gormiislerdir
[36].

Insanda ve farelerde kronik ldsemilerde ID-4 geninin ifadesinin azaldig
bildirilmektedir [14,64]. Calismamizda ID-4 gen ifadesinin kronik ve akut 16semili
hastalarin % 84,6’sinda azaldig1 goriilmiistiir. Bu bulgu MDS’li hastalar ile yapilan ve
bu hastalara ait kan 6rneklerinin % 70’inde ID-4 geninin metilasyon ile susturuldugunu
bildiren bir ¢alisma ile uyumludur [61]. ID-4 metilasyonu goriilen hastalarin % 86’sinda
daha sonra 16semi olusmustur. Losemiye doniisen MDS hastalarinda ID-4 geninin
yiiksek oranda metile olmasi bu hastalarda ID-4 geninin hastaligin gelisimi i¢in bir
belirteg olabilecegini diistindiirmiistiir [61,62]. Kore’de gergeklestirilen bir ¢alismada da
kronik l6semiden akut losemiye dontisen ve t(8;21) translokasyonu bulunan akut
16semili hastalarda ID-4 geninde % 65,2 oraninda yiiksek metilasyon bildirilmektedir
[60]. Calisma kapsaminda hastalarimizda ID-4 geninin metilasyonu aragtirtlmamuistir.
Hastalarimizin ¢ok biiyilk boliimiinde ID-4 geninin ifadesinin azalmasi bizim
hastalarimizda da gen ifadelerinin metilasyon ile baskilandigin1 diistindiirmektedir.
Hastalarimizin ¢ok biiylik bir boliimiinde ID-4 gen ifadesinin azalmasi ve buna karsilik
Hesl gen ifadesinin biitiin hastalarda artmasi ID-4 geninin Notch sinyal yolag iizerinde
etkili oldugu goriisiinii desteklemektedir. Aym iliskiye MDS’li hastalarda da isaret

edilmistir.

Calismamizda da Ikaros gen ifadesinin 16semili hastalarin % 51,3’linde azaldigi
goriilmistiir. Losemilerde lkaros geni ile yapilan calismalarda farkli veriler elde
edilmesine kargin yakin zamanda Fransa’da yapilan bir c¢alismada bulgularimizla
uyumlu olarak ldsemili hastalarda Ikaros geninin ifadesinin % 60 oraninda azaldigi

bildirilmistir [53].
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Fareler lizerinde yapilan galismalarda, timusta T-hiicre gelisimi sirasinda Notch
sinyal yolaginin hedef geni olan Hesl’in Ikaros geninin {rlinii tarafindan dengede
tutuldugu bildirilmistir [13]. Fareler ve T-hiicre 16semi hiicre hatlarinda yapilan
calismalarda Ikaros’un Hesl {izerindeki baskilayic1 etkisi gosterilmistir [37,40].

Bulgularimiz ayni etkinin ldsemi hastalar1 i¢in de gecerli oldugunu gostermektedir.

Literatiirde losemilerde Ikaros ve Notch sinyal yolagina ait ¢aligmalara sik
rastlanmasina karsin ID-4 geni ile iliskili ¢cok az sayida caligma vardir. Losemilerde;
Ikaros, ID-4 ve Notch sinyal yolaklar1 arasindaki iliskilerin birlikte incelendigi net bir
calisma bulunmamaktadir. Sonuglarimiz literatiirle uyumlu sekilde, 16semilerde Notch
sinyal yolagi ile ID-4 ve lkaros gen ifadelerinin birbirlerine bagli olarak degistigini

gostermektedir.

Notch sinyal yolaginda olusan bozukluklar sonucunda etkilenen genlerden ID-4
ve Ikaros’un ifadesinin prelosemik hastalarin  tanisinda  belirte¢  olarak
degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir. Bulgularimizin ayni hasta grubuyla ilgili
genlerin metilasyonlarinin da degerlendirilmesiyle genisletilmesi planlanmaktadir.
Tiimoér baskilayic1 Ikaros genindeki degisikliklerin ise hastaligin prognozu igin
degerlendirilmesi arastirmaya deger bir konudur. Notch sinyal yolag ile ilgili yapilacak
caligmalar ve bu yolak ile etkilesen diger hiicre i¢i mekanizmalarinda incelenmesi
yerinde olacaktir. Bulgularrmizin daha genis ve farkli hasta gruplanyla

degerlendirilerek dogrulanmasi gereklidir.
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FORMLAR

GONULLU BILGILENDIRME VE ONAY FORMU

CALISMANIN ADI:

LOSEMILERDE ID-4 ve IKAROS GEN ANLATIMININ NOTCH SINYAL
YOLAGT ile ILISKISININ ARASTIRILMASI

CALISMANIN AMACI:

Kan hiicrelerinde farklilasmanin  kontrolii 16semi olusumunda en Onemli
basamaklardandir. lkaros geni hiicreyi farklilasmaya gotiiriicken, ID-4 geni ise
farklilasmay1 engeller. Notch sinyal yolagi ise daha ¢ok hayvanlarda arastirilmis olan ve
hiicre farklilasmasinda rol oynayan bir yolaktir. Calismamizin amaci kronik ve akut

16semi hastalarinda bu iki geni ve Notch sinyal yolagi ile olan iliskisini aragtirmaktir.

CALISMANIN iCERIGI:

Caligsma, akut ve kronik losemili hastalarda yapilacaktir. Yaklasik hasta sayimiz 100
olacaktir. Kan hiicrelerinin farklilagmasimni saglayan ve farklilasmay1 engelleyen
genlerden olan Ikaros ve ID-4 gen anlatimlari ile hiicreleri farklilagmaya tesvik eden
Notch sinyal yolagimnin bu genler ile iliskisi arastirilacaktir. Arastirma, hastalarin kan

hiicrelerinden elde edilen RNA ile real-time PCR yontemi kullanilarak yapilacaktir.

CALISMANIN BASLAMA TARiHI VE SURESI:

Calismanin Haziran 2009’da baslamasi ve 1 yil siirmesi 6ngoriilmektedir.

ACIKLAMALAR:

Bu caligsmaya goniillii olmaya karar verirseniz bu goniillii bilgilendirilmis onay formunu
imzalamaniz gerekecektir. Sadace kendi rizaniz ile hicbir baski ve zorlama olmaksizin,
doktor kontroliinde alinacak kan ve doku orneginiz ile bilimsel calismaya katilmis

olacaksimiz. Sizden ayrica arastirmaya yardimci olacak bazi kisisel bilgileriniz (yas,
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meslek, sigara kullanimi vs.) istenebilir. Etik kurullar inceleme amaciyla medikal
kayitlardaki medikal kisisel bilgilerinize ve bu calismadan elde edilen bilgilere
erisebilirler. Medikal bilgilerinize erisim ¢alisma i¢in toplanan bilgilerle simirh

olacaktir.

Bu calismanin sonuglar1 bilimsel toplantilarda veya yayinlarda sunulabilir, ancak bu
sunumlarda kimliginiz ag¢iklanmayacaktir. Ayrica sizden arastirmayla ilgili olarak
herhangi bir maddi talepte bulunulmayacak ve size de herhangi bir iicret
O0denmeyecektir. Ayrica bu arastirmaya karar verdiginiz takdirde ileriye doniik olarak
hastaliginiz hakkinda elde edilecek bilgilerle bilim diinyasina konuyla ilgili olarak
onemli derecede katki saglayacaginiz kesindir. Goniillii olmaya karar verdiginiz ve bu
bilgilendirilmis goniilli onay ve riza formunu imzaladiginiz taktirde yukarida
yazilanlart okuyup kabul ettiginizi ve hicbir baski ve zorlama olmaksizin ailenizin

bilgisi dahilinde sadece kendi rizaniz ile karar verdiginizi onaylamig olacaksiniz.

Herhangi bir soru yada sorununuz oldugu taktirde ilgili arastirict Orkun Giirbiiz’e 0212

414 24 34 / 34188 no’lu telefondan ulasabilirsiniz.

GONULLU ONAY FORMU

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

kabul ediyorum.

Calisma i¢in alinan materyalimin ilerideki ¢caligmalarda da kullanilmasini
EVET ([ kabul ediyorum.

HAYIR [J kabul etmiyorum.

Hastanin:
Ad1 Soyadz:

Telefonu:



Adresi:

Imza:

Aciklamalari Yapan Doktorun:

Ad1 Soyadi:
Imza:

Tanikhik Eden Gorevlinin:

Adi Soyad:

Imza:
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