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OZET

Yalginkaya, B. (2018). Hepatoseliiler karsinoma hastaliginin tanisinda ve izlenmesinde
kullanilabilecek biyo-belirtec taranmasi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Molekiiler Ttp ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Hiicrelerin kontrolsiiz ve diizensiz ¢ogalmasi sonucu doku veya organlarda
meydana getirdigi anormallikler kanser olarak tanimlanir. Primer karaciger tiimorlerinin
%80-90’1m1 olusturan Hepatoseliiler karsinoma, 6zellikle kronik Hepatit B (%80) ve
kronik Hepatit C enfeksiyonundan kaynaklanir. Giinliimiizde, arastirmacilar tarafindan
hastaliklarin erken teshisi igin biyo-belirte¢ analizleri ger¢eklestirilmektedir. Bunlardan
birisi de serbest DNA analizleridir. Serbest DNA’lar hiicre nekrozu veya apoptoz
sonucu viicut sivilarina salinirlar. Hiicre nekrozu sonrasi viicut sivilarina salinan DNA,
timor dokuyu temsil etmektedir. Serbest DNA’lar genomik DNA parcalar1 oldugu gibi
mtDNA da olabilmektedir. Tamir mekanizmasi zayif olan mtDNA c¢evresel etmenlere
kars1 asir1 duyarli oldugundan kanserin molekiiler mekanizmasinda 6nemli rol aldig
bilinmektedir. mtDNA kopya sayisinin bazi hastaliklarda artarken bazi hastaliklarda
azaldig1 bildirilmistir.

Prognostik ve prediktif biyobelirtecler olabilecegi diisiiniilen MikroRNA'lar,
kodlayic1 6zelligi olmayan kiiclik RNA parcaciklaridir. Hiicrede meydana gelen bir¢cok
olayda rol alirlar.

Immiinolojik aktivasyonda 6nemli role sahip olan PD-1 proteinin ligana sahip
timorler, T hiicrelerindeki PD-L1 ile etkilesime girerek kendilerine karsi gelisen
immiinolojik savunmay1 inhibe eder. Bu o6zelliginden dolayr PD-L1 cesitli kanser
tiirlerinde etkin rol aldig1 bilinmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, Hepatoseliiler karsinomada mtDNA kopya saysinin
degisimini belirlemek i¢in 34 hasta ve 34 saglikli goniilliden izole edilen DNA
orneklerinde, ilk defa dijital PCR ile ve qPCR ile kesin miktar tayini yapilmistir. Dijital
PCR sonucuna gore hasta ve kontrol grubu arasindaki oranin 2,8 kat oldugu, qPCR
analizi sonucu ise 1,7 kat oldugu belirlenmistir.

Ayn1 hasta ve kontrol grubunda (hsa-mir-33a’nin 7,3 kat, hsa-mir-203b’nin 4,6
kat, hsa-mir361-3p’nin 5,1 kat daha az eksprese oldugu ve hsa-mir-424’iin eskpresyon
seviyesinin ise hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir degisim gostermedigi
belirlenmistir. Bu ¢aligmada ayrica PD-L1 geni ile Beta Aktin geni arasinda kopya
sayist degisimi analizi gergeklestirilmistir., Hasta ve kontrol grubunda iki gen
arasindaki kopya sayisi oran farki anlamli bulunmamustir. Ayrica, Serum/plazma
orneklerinden serbest DNA izolasyonu i¢in yontem gelistirilmesi yapilmistir. Bu amagla
ikisi ticari kit olmak tizere 9 farkli izolasyon yonteminin hem niikleer DNA hem de
mtDNA referans alinarak qPCR ile karsilastirilmasi yapilmastir.

Bu c¢alisma sonucunda HCC hastalarinda, mtDNA kopya sayisinin, hsa-mir-
33a’nin, hsa-mir-203b’nin ve hsa-mir361-3p’nin saglikli bireylere goére anlamli farki
ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler : Hepatoseliiler karsinoma, Serbest DNA, mtDNA, PD-L1, miRNA
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ABSTRACT

Yalginkaya, B. (2018). Screening of bio-markers for diagnosis and monitoring of
Hepatocellular carcinoma. Istanbul University, Institute of Health Science, Department
of Moleculer Medicine, Doctoral Thesis. Istanbul

Abnormalities of tissues or organs caused by uncontrolled and irregular
proliferation of cells are defined as cancer. Hepatocellular carcinoma, which constitutes
80-90% of primary liver tumors, is caused by chronic Hepatitis B (80%) and chronic
Hepatitis C infection. Nowadays, biomarker analyzes are conducted by the researchers
for early diagnosis of diseases. One of them is cell free DNA analysis. Cell free DNAs
are released into body fluids as a result of cell necrosis or apoptosis. DNA that is
released into body fluids after cell necrosis represents the tumor tissue. Cell free DNAS
can be genomic DNA fragments as well as mtDNA. It is known that mtDNA, which has
a weak repair mechanism, is hypersensitive to environmental factors and has an
important role in the molecular mechanism of cancer. It has been reported that the
number of mtDNA copies increased in some diseases and decreased in some diseases.

MicroRNAs, which are considered to be prognostic and predictive biomarkers,
are small RNA fragments without coding. They are involved in many events in the cell.

Tumors with PD-1 ligand can interact with PD-L1 in T cells to inhibit
immunological defenses that develop against them. Because of this feature, PD-L1 is
known to play an active role in various types of cancer.

In this thesis, to determine the change of mtDNA copy number in hepatocellular
carcinoma, DNA samples isolated from 34 patients and 34 healthy volunteers were
quantified by digital PCR and gPCR for the first time. According to the results of digital
PCR, the ratio between the patient and the control group was 2.8 times, and the result of
gPCR analysis was 1.7 times.

In the same patient and control group (hsa-mir-33a 7.3 times, hsa-mir-203b 4.6
times, hsa-mir361-3p 5.1 times less expressed and it was determined that the level of
expression of hsa-mir-424 did not show any significant change between the patient and
control group. In this study, copy number change analysis was performed between PD-
L1 gene and Beta Actin gene. There was no significant difference in the number of
copies between the two genes in the patient and control groups. In addition, new method
was developed for cell free DNA isolation from serum / plasma samples. For this
purpose, 9 different isolation methods, two of which are commercial kit, were compared
with gPCR by reference to both nuclear DNA and mtDNA.

As a result of this study, significant difference was found between the number of
mtDNA copies, hsa-mir-33a, hsa-mir-203b and hsa-mir361-3p in HCC patients
compared to healthy individuals.

Key Words: Hepatocellular carcinoma, Cell free DNA, mtDNA, PD-L1, miRNA



1. GIRIS VE AMAC

Tim diinya iilkelerinde o©liimciil hastaliklarin basinda kanser gelmektedir.
Tiirkiye Istatistik Kurumu 2017 tarihinde yaymlanan ve 2015-2016 tarihlerini kapsayan
verilere gore, tilkemizde 6liim nedenleri arasinda kanser ikinci sirada yer almaktadir (1).
Diinya Saglik Orgiiti'ne (WHO) bagh Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Kurumu da
diinya genelinde 2030 yilinda 13,2 milyon kanser kaynakli o6liim olacagimi
ongormiiglerdir (2). Diinya genelinde yilda 250.000-1.000.000 arasinda insan 6liimiine
sebep olan Hepatoseliiler karsinoma, yetiskin erkeklerde goriilen besinci en sik
kanserdir ve kanser iliskili 6liimlerde dordiincii sirada yer alir. Yetiskin kadinlarda ise,
dokuzuncu en sik teshis edilen kanserdir ve diinyada kanser iliskili 6liimlerde altinci

sirada yer alir (3,4).

Hiicre organellerinden birisi olan mitokondri, sitrik asit dongiisii ve oksidatif
fosforilasyon ile ATP iiretiminden sorumludur ve hiicresel enerjinin {iretim merkezidir.
Mitokondriler, niikleer DNA'dan bagimsiz olarak replike olabilen yaklasik 16,6 kb
uzunlugunda, cift sarmal, 37 gen iceren halkasal formda mtDNA icermektedir.
mtDNA’nin histonlart ve intronlar1 yoktur. Ayrica, tamir mekanizmasi zayiftir bu
ylizden mutasyon orami niikleer genomdan yaklasik 10 kat yiiksektir. mtDNA’larin
kodlanmayan D-loop bolgesi, mtDNA’nin replikasyonu ve transkripsiyonundan
sorumludur. Bu bdlge ileri derecede polimorfizm gostermekte ve bolgedeki mutasyonlar
(siklig1 malignensinin derecesiyle baglantilidir) mtDNA kopya sayisinda degisiklige ve
mitokondriyal gen ekspresyonunun baskilanmasina neden olmaktadir (4,5). Literatiirde
cesitli malignitelerde mtDNA kopya sayisinin degisiminin kantitatif PCR ile
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalar vardir (6-8). Bu ¢aligmalarda saglikli hiicreler
ile kanser hiicrelerinin mitokondrileri arasinda hem fiziksel hem de kantitatif farkliliklar
oldugu belirlenmistir. Ornegin, hizli bilyiiyen tiimdrlerin mitokondrileri hem kiigiik ve
kristalar1 daha az hem de kopya sayist daha azdir. Yavas biiyliyen tiimorlerde ise

mitokondrileri yapisinda ve sayisinda ciddi fark yoktur.

mikroRNA (miRNA)'lar, 18-24 baz uzunlugunda, hiicre i¢inde herhangi bir
proteini kodlamayan, ancak, mRNAlarin proteinlere translasyonunu kontrol ederek
post-transkripsiyonel susturma islevi gosteren, gen ifadelerini diizenleyebilen kiigiik

RNA molekiilleridir. miRNA’larin proliferasyon, gelisim, farklilasma ve apoptosis gibi



hiicresel siireglerde onemli rol oynadigindan, insan kanserlerinde miRNA’larin 6nemli
roliiniin oldugu diistiniilmektedir (9-11). Ayn1 zamanda, tiimor olusumunda epigenetik
degisimler 6nemli roller listlenmektedir ve biyoinformatik ve deneysel ¢aligmalar insan
genlerinin %30’undan fazlasinin miRNA’lar tarafindan post-transkripsiyonel olarak

diizenlendigini gostermektedir (12).

PD-1 aktive olmus T hiicrelerinde bulunan ve immiinolojik aktivasyonu
sinirlandiran ve inhibe eden bir molekiildiir. PD-1’e baglanarak bu inhibisyonun
gerceklesmesini saglayan iki ligandi (PDL-1 ve PDL-2) ise sadece antijen sunan
hiicrelerde degil tiimor hiicrelerinde de bulunabilmektedir. PD-1 ligand: olan tiimorler,
T hiicrelerindeki PD-1’e baglanarak kendilerine kars1 gelisen immiinolojik yanit1 inhibe
edebilirler. Anti-PD-1 monoklonal antikoru PD-1"e baglanarak ligandlarin baglanmasini
engelleyip immiinolojik aktivasyonun inhibe edilmeden devam etmesini saglar (13).
Tiimor hiicrelerinde immiino-histokimyasal olarak PDL-1 oldugu gosterilen tiimdorlerde
bu monoklonal antikor ile elde edilen yanit oraminin daha yiiksek olabildigi

gosterilmistir (14).

Hastaligin erken teshisi ve takibinin hizli ve pratik olarak yapilabilmesi, hayat
kurtarict olabilmektedir. Hastaligin ortaya cikmasi ile birlikte, dokularda, kanda ve
diger viicut sivilarinda, ortaya ¢ikan molekiiller, biyo-belirte¢ olarak tanimlanmaktadir.
Biyo-belirteglerin  kesfi, hastaliklarin erken teshisi, hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilmesi, takibinin hizli ve pratik olarak yapilabilmesinin yan1 sira, gereksiz veya
ithtiyac fazlasi ilag kullaniminin 6niine gegerek hem hastaya hem de iilke ekonomisine

katki saglamaktadir (15).

Son yillarda hizla gelisen modern molekiiler teknikler ile hastaliklarin genetik
faktorlerle iliskisini arastiran bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda da
Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii ve Istanbul Haydarpasa Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi polikliniklerine bagvuran 34 hasta ve hastalikla iliskisi olmayan 34
kontrol grubu bireylerden alinan kan 6rneklerinde, Hepatoseliiler karsinoma hastaliginin
erken teshisinde ve tedavisinin izlenmesinde kullanilabilecek biyo-belirte¢ olabilecegi
diistiniilen, mtDNA kopya sayis1 degisimi, miRNA (hsa-mir-33a, hsa-mir-203b, hsa-mir
361-3p ve hsa-mir-424) ekspresyon seviyelerinin degisimi ve PDL-1 ekspresyonu

seviyesinin belirlenmesi amag¢lanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger

Insan viicudunun yaklasik %2-2,5’ini olusturan Karaciger, yetiskin erkeklerde
1400-1600 gr, yetiskin kadinlarda ise 1200-1400 gr agirliginda, yaklasik 25-30cm
uzunlugunda, yukaridan asagiya 12-12,5 cm biiyiikliiglindedir. Bu hacim ve agirligiyla
viicudun en biiyiik bezi olan karaciger, hypochondriaca dextranin tiimiinii, ayrica regio
epigastrica’nin biiyiik cogunlugunu doldurarak regio hypochondriaca sinistra’nin {ist-i¢
boliimiine kadar uzanir. Karacigere kan, Vena porta (%70-80) ve Arteria hepatica (%20-
30) olmak fizere iki ayr1 damardan gelir (16). Karaciger, 1957 yilinda Fransiz cerrah
Couinaud tarafindan 8 segmente ayrilmis ve bu segmentlerin birbirinden bagimsiz,
vaskiiler ve biliyer drenajina sahip fonksiyonel parcaciklar oldugunu tanimlamistir.
Ayrica karacigerin orta hepatik ven ile sag ve sol lob olmak iizere iki loba

ayirmistir(17-19) (Sekil 2-1).

Sekil 2-1: Karacigerin genel goriintiisii



Hem endokrin hem de ekzokrin bez olan Karaciger, viicutta gergeklesen birgok
kimyasal reaksiyonda rol almaktadir. Karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasinda
anahtar rollere sahiptir. Yaglarin Sindirimi i¢in gerekli safray1 firetir, yag asiti
oksidasyonu saglar. Lipoproteinlerin bir ¢ogunu karaciger sentezler ve bu sayede
kolesterol homeostazisini korur, kolesterol yiiksek olmasi durumunda bunu safra asitine

doniistiirtr (20).

Viicuda alinan ¢ogu ilag ve toksinler, bobreklerde siiziiliip atilamadigindan,
hepatositlerdeki Sitokrom P 450 enziminin katildigi reaksiyonlarla oksidasyona
ugrayarak aktivitelerini yitirir ve metabolize edilirler (21,22). Metabolik artiklarin tireye
dontistiiriilerek bobreklerden atilmasi, demir metabolizmasinda, pihtilagsma faktorlerinin
sentezinde, bazi vitaminlerin depolanmasinda, viicuda giren yabanct maddelerin

fagositozunda gorev alir (23).

Saglikli yetigkinlerde en ¢ok enerjiye ihtiyag duyulan organlardan biri olan
karacigerin her bir hiicresinde yaklasik 800-1000 adet mitokondri oldugu bildirilmistir
(24,25).

2.2. Hepatoseliiler karsinoma

Hepatositlerden kaynaklanan Hepatoseliiler karsinoma (HCC) ve intrahepatik
safra kanallarindan gelisen kolanjioseliiller karsinoma (CCC) primer karaciger
kanserinin en sik teshis edilen tiirleridir. Primer karaciger timorlerinin %80-90’1n1 HCC

olusturmaktadir (26-28).

Goriilme sikligr giderek artmakta ve diinya genelinde yilda 250.000-1.000.000
arasinda insan olimiine sebep olmaktadir(29). Diinya ¢apinda kansere bagli 6limlerin
onde gelenlerinden olan HCC, yetiskin erkeklerde goriilen besinci en sik kanserdir ve
kanser iligkili 6liimlerde dordiincii sirada yer alir. Yetiskin kadinlarda ise, dokuzuncu en

sik teshis edilen kanserdir ve kanser iliskili 6liimlerde altinci sirada yer alir (30).

Hepatoseliiler karsinoma goriilme siklig1, cinsiyet, gevresel toksik etkiler, cografik
konum ve etnik gruplar gibi ¢esitli epidemiyolojik Ozelliklere goére degisiklik
gostermektedir (31-33). Ozellikle kronik Hepatit B (%80) ve kronik Hepatit C
enfeksiyonundan kaynakli olarak Uzakdogu Asya’da en sik teshis edilen ikinci ve
giiney Afrika’da en sik teshis edilen dordiincii kanser tiiriidiir. Bu durum ayrica, yiiksek

miktarda aflatoksin maruziyeti ve asir1 alkol tiiketimi ile iligskilendirilmistir(34).



Ulkemizde ise Saglik Bakanligiim 2003-2009 verilerine gore artan kronik hepatit

sikligina baglh olarak HCC olgusunun goriilme sikliginin giderek arttigi gozlemlenmistir
(312).

Literatiirde Amerika ve kuzey Avrupa gibi gelismis lilkelerde HCC prevelansinin
diger iilkelere oranla nispeten diisiik olmasina ragmen, HCC insidans1 giderek artan bir
grafik sergiledigi bildirilmistir. Ornegin Amerika Birlesik Devletleri'nde, 6zellikle
erkeklerde belirgin olarak, son yirmi yilda HCC insidansinda %80'e yakin artis
gozlemlenmistir. Bu durumun kronik Hepatit C enfeksiyonundan kaynakli ve Hepatit B

tastyicila gogmenlerin etkisinin oldugu bildirilmistir (35).

HCC nadiren 50 yasindan Once goriiliir, hastaligin insidans1 yasla birlikte
artmakta ve 65 yasin tizerindeki kisilerde en yiiksek prevalansa ulagmaktadir. Son yirmi
yilda hastaligin insidansinin daha gen¢ yaslara kaydigi kaydedilmistir. Hastaligin
erkeklerde goriilme sikligi kadinlara oranla iki ila dort kat daha fazla oldugu
bildirilmistir (35,36). Bu durumun ortaya ¢ikmasindaki etmenlerin, Hepatit B, Hepatit C
ve alkol tliketiminin erkeklerde daha yaygin olmasindan kaynakli oldugu

diistiniilmektedir (37).

2.2.1. Risk Faktorleri

Hepatoseliiler karsinoma’nin ortaya ¢ikmasinda en biiyiik etmen kronik viral
Hepatit B ve Hepatit C’nin yer almasmin yani sira, kalitimsal oldugu gibi, sonradan
meydana gelen mutasyonlar, aflatoksin Bl maruziyeti gibi ¢evresel ajanlara maruz
kalinmast, agirt alkol tilketimi ve sigara tiiketimi sonucunda da ortaya ¢ikmaktadir (38).
Demir birikimi, 6zellikle herediter hemokromatoz, HCC’nin meydana gelmesine neden
olabilecek diger dis etmenlerdir (39). Ozellikle asir1 alkol tiiketimi ve gevresel ajanlar
sonucunda karacigerde meydana gelen hasar sonucu siroz ortaya c¢ikabilmektedir.
HCC daha ¢ok kronik karaciger hastaligi olan hastalarda ortaya ¢ikar. Bu hastalarin
yaklasik %80-90'inda siroz vardir (37,40). Ulkemizde siroz, en sik %56 oraninda
Hepatit B enfeksiyonu, %23,2 oran ile Hepatit C enfeksiyonu ve %15,9 oranda asiri
alkol tiiketimi kaynakli olarak ortaya ¢iktig bildirilmistir (41).

Sirozlu karacigerde metabolik ve oksidatif hasar meydana gelir. Hiicreler
meydana gelen hasarin onarilmasi amaciyla, nekroz, tekrarlanan rejenerasyon ve
inflamasyon gibi yollar1 kullanirlar. Bunun sonucunda, hiicrelerin protein, lipit ve DNA

molekiilleri hasara ugrarlar. Kromozom pargasinin kopmasi, nokta mutasyonlari,



telomer kaybi, telomeraz aktivitesi kayb1 gibi genetik hatalarin ortaya ¢ikmas ile pro-

onkojenik ortamin olusumunda rol alir (42,43).

HCC’nin ortaya ¢ikmasindaki bir diger etmen ise sigara kullanimi olarak
goriilmektedir. Sigara kullanan bireylerin kulanmayanlara oranla yaklasik bir buguk kat
daha fazla hastaliga yakalanma riski tagimaktadir. Sigrada bulunan aminofenil ve
polisiklik aramotaik hidrokarbonlarin DNA zincirine baglanarak karsinogeneze neden

oldugu disiiniilmektedir (44).

2.2.1.1. Hepatit C

Kronik karaciger hastaliginin en énemli nedenlerinden biri Hepatit C viriis (HCV)
enfeksiyonudur (45). HCV 40-50nm boyutlarinda, zarfli, tek zincirli RNA’ya sahip
Hepacivirus genusundan olan canli tiiriidiir (46) (Sekil 2-2).

Diinya genelinde toplam niifusun yaklasik %?2.5’i, 177.5 milyon yetiskin enfekte
kisi oldugu bildirilmistir (47). Ulkemizde ise HCV enfekte kisi sayisinin toplam niifusa
oraninin %1. civarinda oldugu bildirilmistir (48). HCV’nin 6 farkli major genotipi
vardir ve bunlardan genotip 1, %49,1 goriilme siklig1 ile en sik rastlanan formudur (47).
HCV’nin hepatoseliiler karsinomaya neden olan etkenler arasinda yer almasinin yaninda

kronik hepatit, karaciger yetmezligine neden olmaktadir.

Viral RNA Lipid bariyer

Kapsid proteinleri

Sekil 2-2: HCV genel goriiniimii (49)



2.2.2. Epigenetik Faktorler

Hepatoseliiler karsinoma insidansinin giderek artmasi, gesitli farkli genetik ve
epigenetik degisikliklere dayandirilmaktadir. DNA sekansinin herhangi bir degisime
ugramadan gen ekspresyon seviyesinin degistigi kalitsal durum, epigenetik olarak
adlandirilmaktadir. HCC’da meydana gelen epigenetik degisikliklerin basinda
mikroRNA’larin anormal ekspresyonu, uzun kodlanmayan RNA’lar, DNA’nmn
hipometilasyonu veya hipermetilasyonu, histon modifikasyonu gelmektedir. Bu

degisiklerler hastaligin ortaya ¢ikmasinda ve ilerlemesinde rol almaktadir (50,51).

Literatiirde %56’s1 Hepatit B ve %84°l Haptit C iligkili HCC hastalarinda, p16
timor geninin promotor bolgesindeki CpG adalarinda metilasyon taramasi yapilmis ve

hastalarin %73’iinde hipermetilasyon oldugu gézlemlenmistir (52).

Islevsel protein icermeyen, uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar), gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde, kromozomlarin yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda,
ve c¢esitli hiicresel siire¢lerde rol aldigindan arastirmacilarin ilgilisini ¢ekmistir.
Literatiirde IncRNA'larin HCC’nin molekiiler mekanizmasinda rol alarak, hastaligin

gelismesinde ve ilerlemesinde rol aldigini bildirir caligmalar bulunmaktadir (53,54).

2.3. Mitokondri
Hiicre organellerinden birisi olan mitokondri ilk kez 1890 yilinda Richard
Altmann tarafindan tanimlanmistir. Mitokondri, sitrik asit donglisii ve oksidatif

fosforilasyon ile ATP tiretiminden sorumludur ve hiicresel enerjinin iiretim merkezidir

(55).

Mitokondri birgok Okaryotik hiicrenin canliliginin devamu igin gerekli olan bir
dizi islevi yerine getiren, gram negatif bakteriler gibi i¢ ve dis membran olmak {izere
cift katli zara sahip organeller olarak bilinir (56) (Sekil 2-3). Mitokondrilerin sekli ve
sayist  igerisinde  bulunduklar1  hiicrenin  Ozelliklerine  gore  degiskenlik
gosterebilmektedir. Karaciger hiicrelerinde mitokondriler c¢ogunlukla uzun iplik
seklinde, bazen kisa serit seklinde olabilmektedir. Hiicrede bulunan mitokondri sayisi

hiicrenin enerji ihtiyaci ile orantilidir (57).



Mitokondriyal DNA
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Sekil 2-3: Mitokondri genel goriiniimii

Mitokondri, hiicrede bulunan besin ve oksijeni kullanarak oksidatif fosforilasyon
ve elektron transport zinciri ile ATP bi¢iminde enerji tiretimini gergeklestirir. Aerobik
organizmalarda, yaglar, karbonhidratlar ve aminoasitlerin yikimu ile ilgili tim oksidatif
asamalar, enerji metabolizmasinin son basamag olan oksidatif fosforillenmede birlesir.
Oksidatif fosforillenme NADH ve protein bagli FADH2 ile ubikinon ve sitokrom c

yardimiyla, oksidatif fosforilasyon enzim kompleksleri tarafindan gergeklesir (58).

Mitokondriler ATP {iretiminin yaninda, amino asitler pirimidinler gibi birgok
metabolitin biyosentezinde yer alirlar (59). Mitokondriler ayrica, Ca2 + iyonlarini
sitozolden ¢ikararak matrislerinde tutma yetenegine sahiptir (60). Yag dokusunda
ortam sicakliginin diistiigii durumlarda yasamsal organlarin korunmasi amaciyla
mitokondriler ortam 1sisin1 yiikseltirler. Hemen hemen tiim dokularda apoptozda rol
alirlar. Stres faktoriiniin hiicre 6liimii i¢in sinyal vermesi ile birlikte mitokondri dig
zarinin gecirgenligi artarak mitokondriyel bir protein olan sitokrom c¢’nin sitozole
gecisine neden olur. Sitokrom c, Apoptoz proteaz aktiflestirici faktor-1’i uyararak
apoptozomun olusmasini saglar. Apoptozom prokaspaz-9’u dimerlestirerek aktif hale
doniistiiriir. Aktif hale gelen kaspaz-9, hiicre 6liimiine neden olab kaspaz-3 ve kaspaz-
7’nin proteolitik aktiflesmesini saglar (61)(Sekil 2-4).
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2.3.1. Mitokondriyal Genom

Mitokondriler, niikleer DNA'dan bagimsiz olarak replike olabilen yaklasik 16,6
kb uzunlugunda, ¢ift sarmal, 37 gen iceren halkasal formda niikleer DNA’dan bagimsiz
mtDNA igermektedir (Sekil 2-5). mtDNA’nin histonlart1 olmadigindan ve tamir
mekanizmasi zayif oldugundan mutasyon orani niikleer genomdan yaklasik 10 kat daha
yiiksektir. Intron bolgeleri yoktur, bu yiizden yogun sekilde bilgi tasir. mtDNA’larin
kodlanmayan D-loop bdolgesi, mtDNA’nin replikasyonu ve transkripsiyonundan
sorumludur. Bu bolge ileri derecede polimorfizm gostermekte ve bolgedeki mutasyonlar
(siklig1 malignensinin derecesiyle baglantilidir) mtDNA kopya sayisinda degisiklige ve

mitokondriyal gen ekspresyonunun baskilanmasina neden olmaktadir (62,63).

Kontrol Bolgesi

NADH
Dehidrojenaz

Kompleks 4 ATP Sentaz

Sekil 2-5: Mitokondriyel genom

Solunum zincirinin birgok multiprotein enzim kompleksi, hem niikleer DNA hem
de mitokondriyal DNA tarafindan kodlanmistir. Sadece kompleks II enzim kopleksi
mtDNA’dan bagimsiz olarak niikleer DNA tarafindan kodlanir (64).
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2.3.2. Mitokondriyal hastaliklar

Mitokondri DNA’sinda nokta mutasyon, delesyon, kopya sayisinda azalma gibi
degisiklikler sonucunda, mitokondri fonksiyonlarmin disfonksiyonu ile insan
viicudunun birgok organi ve hiicre tipi etkilenir. Bunun etkilesim sonucu birgok Klinik,

histolojik, genetik ve biyokimyasal hastalik mitokondri ile iliskilendirilmistir.

Mitokondriyal ensefalopati, Leber kalitsal optik noropatisi, laktik asidoz
(MELAS), Leigh Sendromu, NARP Sendromu, miyoklonik epilepsi, Kardiyomyopati
gibi mitokondriyal hastaliklar temelde niikleer DNA’dan bagimsiz olarak, mtDNA
hasarindan kaynaklandigi bilinmektedir (59). Bu hastaliklarin en belirgin 6zelligi
maternal kalitim ile yani anneden gec¢is gostermesidir. Literatiirde bir¢ok hastaligi
mitokondriyel DNA’da meydana gelen farklililardan kaynaklandigini bildirir ¢alisma
mevcuttur (65-67).

mtDNA'nin karmasik DNA onarim mekanizmalari olmadigindan, oksidatif strese
ve diger genotoksik hakaretlere karsi asir1 duyarhidir. Mitokondride meydana gelen
metabolik olaylar sonrasinda mtDNA'larin ¢evresinde yiiksek diizeyde reaktif oksijen
tiirleri (ROS) meydana gelir. Bu yiiksek oksidatif stres ortami, mtDNA'nin mutageneze
kars1 yiiksek duyarliligina etki eder. Bu durumda mitokondri, savunma mekanizmasi
olarak, genomlarindaki yiiksek mutasyon oranlarmdan kaynaklanabilecek olumsuz
etkileri hafifletmek icin DNA kopya sayilarimi arttirir. Literatiirde mtDNA kopya
sayisinda meydana gelen anormal degisim Hepatoseliiler karsinoma dahil olmak tizere

birgok malignite i¢in belirtilmistir (4,68—70).

2.4. MikroRNA

miRNA'lar, 18-24 baz uzunlugunda, hiicre iginde herhangi bir proteini
kodlamayan, ancak, mRNAlarin proteinlere translasyonunu kontrol ederek post-
transkripsiyonel susturma islevi gosteren, gen ifadelerini diizenleyebilen kiigiik RNA
molekiilleridir. Tlk defa Lee ve arkadaslar: tarafindan 1993 yilinda nematod tiirii olan
Caenorbabditis elegans larvasinin gelisiminden sorumlu hedef mRNA’nin 3’UTR
bolgesine baglanarak lin 14 proteini ekspresyonunu baskiladigini gozlemledikleri let-
7’yi kesfetmistir (71). Sonrasinda Reinhart ve arkadaslari Arabidopsis’te miRNA
varhigin1 kesfetmis ve devaminda birgok aragtirmaci tarafindan hem yeni miRNA’larin
kesfini amaglayan hem de kesfedilen miRNA’larin etki mekanizmasini arastiran

calismalar giderek artmistir (72).
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miRNA’lar ilk olarak dncii miRNA olarak eksprese olurlar. Oncii miRNA’lar
birka¢ yiiz ya da bir kag bin niikleotitden meydana gelen RNA molekiilleridir. Oncii
mikroRNA’lar RNA polimeraz II enzimi tarfindan diretilir ve ilk olarak miRNA
duplekslerine daha sonra da tek sarmalli hale gelerek olgun mikroRNA’lar1 olustururlar.
Olgun miRNA’lar hedef mRNA’ya baglanir ve gen ekspresyonunu kontrol edererek
post-transkripsiyonel inhibisyon islevi goriir. Bu amagla translasyonu inhibe eder veya
RNA degredasyonunu tetikler. miRNA’larin mRNA’lara baglanarak gerceklestirdigi
gen ifadesinin diizenlenmesinin insanlarda yaklagik %30 ile %90 araliginda oldugu
bildirilmistir (73). Bir miRNA’nin sadece bir geni degil, yiizlerce geni kontrol ettigi

diistiniilmektedir.

mikroRNA (miRNA)’larin proliferasyon, gelisim, farklilasma ve apoptosis gibi
hiicresel siireglerde diizenleyici rol oynadigini gosteren bir¢ok ¢alisma vardir, ancak
miRNA’larin diizensiz ekspresyonu birgok hastaligin patogenezinde yer almaktadir
(9,74). miRNA’larin bir kismi hiicre dongiisiiniin kontroliinde rol alan proteinlerin
seviyelerini etkilediklerinden tiimor-baskilayict gen veya onkogen gruplarina dahil
edilmislerdir. Literatlirde tiimor hiicrelerinde miRNA ekspresyonunun deregiilasyonu
bildirir ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir. Bu sebeple insan kanserlerinde miRNA’larin
onemli roliiniin oldugu diisiiniilmiis ve genomdaki pozisyonlar1 haritalandirilarak
belirlenmistir (10,11). Buna gore miRNA’larin 6zellikle heterozigotlugun ortadan
kalktig1 kirilgan bolgelerde (6zellikle amplifikasyonun fazla veya kromozomal kirilma

noktasinin olustugu kisimlar) yerlesik oldugu belirlenmistir.

miRNA’lar klinik ac¢idan tani ve tedavide biiyilk Oneme sahiptir. Tumor
dokularinda miRNA ekspresyon diizeyi analizleri, hastalifin prognozu, tiimdriin tipi ve
hastaya uygulanan tedavinin izlenmesi gibi kritik bilgilere olanak saglamaktadir.
Ornegin dokuya 6zgiil miRNA ekspresyon seviyesi analizi ile, hem tiimor orijini
belirlenebilir hem de karsinogenez siirecinde erken tani konulabilmektedir (75).
miRNA’larin genetik hastaliklarin ¢ogunda rol aldigi disiiniildiigiinde, cesitliligi,
yogunlugu ve kendine has yapilar1 dolayisiyla, tan1 ve tedavinin izlenmesinde, ayrica

potansiyel tedavi amacli kullaniminda kullanilabilecegi diisiintilmektedir.
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2.4.1. miRNA biyogenezi
miRNA’lar hiicre c¢ekirdeginde, pri-miRNA seklinde transkripte olurlar.
miRNAlar fark: sekillerde eksprese olabilirler;

e Lokalize olduklar1 gen ile beraber
e Sahip olduklar1 promotorler ile tek tek veya c¢oklu (polisistronik)

eksprese olabilirler.

miRNA’larin daha ¢ok polisistronik olarak eksprese edildikleri ve yaklagik
yarisinin kiime yerlesimi gostermekte ve yerlesimlerine gore ekzonik veya intronik

olarak adlandirilmaktadir (76).

miRNA’lar topag (loop) bir bagliktan ve poli-A kuyrugundan olusan Kiigiik
molekiillerdir. Hiicre ¢ekirdeginde ve sonrasinda hiicre sitoplazmasinda bir dizi islem
sonucunda olgun hale gelerek, fonksiyonlarini kazanirlar. ilk olarak hiicre ¢ekirdeginde
RNA polimeraz II tarafindan sentezlenen pri-miRNA’lar, RNAaz III ailesi liyesi ve
endoniikleaz aktivitesi olan Drosha tarafindan, ile her iki ucundan kesilerek yaklasik 70-
100 baz uzunlugunda pre-miRNA’ya doniisiir. pre-miRNA’lar, Eksportin 5 proteini
yardimiyla ¢ekirdek por kompleksini gecerek sitoplazmaya tagmirlar. Sitoplazmaya
gecen pre-miRNA’lar  “Dicer” enzimi tarafindan olgun miRNA dubleksine
dontstiiriiliir. Aym1 zamanda ATP’ye bagl helikaz aktivitesi olan Dicer, olusan dubleks
yapinin ¢ift zinciri agarak tek zincirli hale dontistiirtir. Ayrilma sonras1 Argonat protein,
zincirlerden kararli olani, hedef mRNA’larin ekspresyonunu kontrol etmek i¢in, RISC
kompleksine dahil eder. Diger zincir parcalanarak, mikrovezikiiller yardimiyla, RNA
baglayic1 tasiyici proteinler yardimiyla veya hiicre zarinda olusan kiiciik kabarcik

yapilar ile olmak tizere 3 farkli yol ile hiicre disina atilir (77,78) (Sekil 2-6).
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Sekil 2-6: miRNA biyogenezi

miRNA kodlayan gen’lerde meydana gelen nokta mutasyonu, delesyon,
translokasyon gibi degisimler yani sira epigenetik degisimler de miRNA’larin
ekspresyon seviyelerinde degisimlere neden olabilmektedir. Bunun sonucunda
miRNA’nin etkilesimde oldugu gen ifadesinde de degisim meydana gelebilmektedir.
Ayrica miRNA’nin igslenmesinde gorevli enzimleri kodlayan genlerde de meydana gelen
degisimler sonucu, enzimde meydana gelen modifikasyonlar sonucu da olgun miRNA

ekspresyon seviyesinde degisim meydana gelebilmektedir (79).

2.4.2. miRNA analiz yontemleri

miRNA’larin canlilar i¢in organizmada ger¢eklesen hemen hemen biitiin
molekiiler olaylarda rol almasin kesfedilmesiyle beraber, miRNA’larin tespiti ve etki
mekanizmasin1 anlamaya yonelik cihaz, yazilim ve yontemler her gegen giin
artmaktadir. Giinlimiizde, hiicre, doku kiiltiirii, doku 6rnegi, viicut sivilar1 gibi birgok
matristen miRNA izolasyonlari yapilmakta ve ekspresyon seviyeleri, microarray,

norther blot, gRT-PZR ve digital PZR yontemleri ile belirlenebilmektedir.
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Mart 2018 tarihli MiRBase Release 22.0’ye kayitli toplam 38,589 miRNA
tanimlanmistir. Insanlara ait olgun miRNA’larin saymsmin ise 2654’tiir. Tanimlanan
miRNA’larin iligkili oldugu tahmin edilen genlerin ve yolaklarin tespitine olanak
saglamak iizere gelistirilen g¢esitli biyoinformatik very tabanlart bulunmaktadir.
Bunlardan bazilari, miRBase http://microrna.sanger.ac.uk, miRanda
http://www.microrna.org, MirDB http://mirdb.org/miRDB/, TargetScan
http://www.targetscan.org, TarBase http://diana.cslab.ece.ntua.gr/tarbase/ ¢evrim igi

hizmet vermektedir (80).

2.4.3. miRNA’nin mitokondri fonksiyonlari iizerine etkisi

Mitokondrinin fonksiyonlarini, hem niikeleer DNA hem de mitokondriyal DNA
diizenler. miRNA’larin niikleer DNA’dan eksprese edilmesinin yaninda son yillarda
yapilan c¢aligmalar, miRNA’larin ayrica mitokondride eksprese edildigini, biyogenezi,
apoptozu ve mitokondriyal enerji metabolizmasini diizenledigini bildirmistir (81-84).
Literatiirde 400’{in tizerine miRNA’nin mitokonri ile iliskili oldugu bildirilmistir (85).

Karsinogenezde miRNA, mitokondri iligkisini belirlemek i¢in, 96 HCC
hastasina ait timor dokusu ile 96 kontrol doku 6rneginde ekspresyon analizi yapilmis ve
mir-122°’nin  ekspresyon seviyesinin disiik oldugu belirlemislerdir. mir-122’nin
ekspresyonundan sorumlu genlerin ifadesindeki diisiis ise mitokondriyal metabolik
fonksiyon kaybima yol agtigi bilinmektedir (86). Yiiksek CO2 konsantrasyonu mir-
183’1 indiikler. Indiiklenen mir-183, mitokondri matriksinde bulunan ve Krebs
dongiisinde NADP + tiikketen enzim olarak gorev yapan IDH2’nin (isocitrate
dehydrogenase 2) ekspresyon seviyesini diistirerek, mitokondriyal fonksiyon
bozukluguna ve bozuk hiicre proliferasyonuna neden olur (81,87). Literatiirde ayrica
mir-696’nin asir1 ekspresyonu, yag asidi oksidasyonuna ve mitokondrilerdeki DNA
kopya sayisinin azalmasina neden oldugu bildirilmistir (82,88).

Glutaminaz mitokondri metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir. ATP {iretimi
icin Glutamini glutamata doniistiirlir ya da mitokondride glutatyon sentezi i¢in substrat
gorevi goriir. mir-23a ve mir-23b’nin glutaminazin hedeflenmesinde rol aldig1 ve direk
olarak glutaminaz seviyesini baskiladigi bildirilmistir (89). Bir bagka calismada da
miyositlerde mir-494’iin engellenmesi sonucu mitokondriyal DNA kopya sayisinda artis

gozlemlemislerdir (90).


http://mirdb.org/miRDB/
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2.4.4. Hepatoseliiler karsinoma’da miRNA

Hiicrenin meydana gelen proliferasyon, gelisim, farklilasma ve apoptosis gibi
kanser ile dogrudan iliskili bir¢ok olayda miRNA’lar rol almaktadir. miRNA’larin hem
hemen tiim kanser tiirlerinde saglikli bireylere gore ekspresyon seviyelerinde degisim
gozlemlenmistir (11,79,91,92). miRNA’lar, onkomir veya timor siipresor genler gibi
davranarak kanser gelisiminde 6nemli rol oynarlar.

Glinlimzde Hepatoseliiller karsinoma’nin  tani, tedavi ve takibinde
kullanilabilecek biyo-belirte¢ adayr miRNA’larin kesfine yonelik caligmalar giderek
artmaktadir. Jiang ve arkadaslart miR-10b, miR-106b ve miR-181a panellerinin HCC
hastalarinda potansiyel biyo-belirteg olabilecegini ve hastalarda on tarama olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir (93). Yine literatiirde konu ile alakali 44 makelenin
derlendigi bildiride, kan orneklerinde 50, doku o&rneklerinde ise 18 miRNA’nin
HCC’nin tanisinda rol alabilecegi, hastaligin prognostik ve terapdtik biyo-belirteglerinin
belirlenmesi i¢in ise 54 makale derlenmis 16 prognostik, 32 terapdtik hem prognostik
hem terapdtik ise 8 miRNA nin belirteg olabielcegi bildirilmistir (94).

Yine literatiirde HCC ve karaciger sirozunun ortaya ¢ikmasinda etkili olan hem
ayr1 ayr1 hem de her ikisinin kesistigi miRNA’lar bildirilmistir. Karaciger sirozu ile ilgili
miRNA’larin; miR-185-5p miR-29c¢c-3p miR-26b-5p miR-451a miR-1-3p, HCC ile
dogrudan ilgili miRNA’larin HCC; miR-101-3p miR-127-3p miR-139-5p miR-16-5p
miR-181a-5p miR-195-5p miR-199a-3p miR-203a -3p miR-214-3p miR-22-3p miR-
26a-5p miR-27a-3p mMiR-29b-3p miR-215 let- 7b-5p MiR-10b-5p miR-1228-5p miR-
130a-3p miR-130b-3p miR-143-3p miR-148a-3p miR-15b-5p miR-17-5p miR-182-5p
miR-18b-5p miR-200a-3p miR-200b-3p miR-206 miR-224-5p miR-24-3p miR-296-5p
miR-29a-5p miR-302c-3p miR-30c-5p miR-331-3p miR-34a-5p miR-433-3p miR-483-
5p miR-885-5p miR-96-5p miR-125b-5p-3d miR-126-3p miR-150-5p miR-192-5p
miR-196a-5p miR-199a-5p miR-221-3p miR-223-3p mMiR-375, hem karaciger sirozu
hem de HCC ile iligkili miRNA’larin; miR-19a-3p miR-122-5p miR-141-3p miR-181b-
5p miR-106b-5p miR-18a-5p miR-21-5p miR-146a-5p oldugu bildirilmistir (95) (Sekil
2-7).
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Ayrica, HCC ortaya ¢ikmasinda biiyiik role sahip olan Hepatit B ile iligkili
miRNA’larin; miR-18a-5p miR-21-5p miR-26a-5p miR-27a-3p miR-29a-5p miR-96-5p
miR-125b-5p miR-127-3p miR-139-5p miR-141-3p miR-206 miR-224-5p miR-375
miR-433-3p miR-1228-5p let-7b-5p miR-185-5p miR-24-3p miR-101-3p miR-148a-3p
miR-150-5p oldugu bildirilmistir..

Hepatit C iligskili miRNA’larin ise; miR-17-5p miR-19a-3p miR-22-3p miR-29b-
3p miR-34a-5p miR-130a-3p mMiR-146a-5p miR-181b-5p mMiR-195-5p miR-199a-3p
miR-221-3p miR-296-5p miR-302c-3p miR-885-5p miR-203a-3p miR-16-5p miR-30c-
5p ve her ikisi ile iligkili miRNA’larin; miR-126-3p miR-143-3p miR-192-5p miR-215
miR-223-3p miR-122-5p miR-199a-5p oldugu bildirilmistir(92,94,96-98) (Sekil 2-7).

Song ve arkadaglarinin (2010) “fare karacigerlerin rejenerasyonu sirasinda
meydana gelen molekiiler degisimleri” incelemek amaciyla yaptiklar1 c¢alismada,
mikroprekiirsér kompleksin dnemli bir bileseni olan ve hepatosit spesifik DGCR8'in
inaktivasyonu olan fareler kullanilmigti. DGCRS8 hiicre c¢ekirdeginde lokalize,
miRNA’larin tiretiminde rol almaktadir. DGCRS8 RNase III ailesinden olan Drosha’ya
baglanarak, mikroprekiirsor kompleksi olusturur. Bu kompleks, pri-miRNA’lar1 her iki
ucundan keserek yaklasik 70-100 baz uzunlugunda pre-miRNA’lara doniisiir. Bu
bilgiler dogrultusunda miR-21 ve miR-378’in organ rejenerasyonunun diizenlenmesinde

rol aldiklar1 bulgusuna ulagsmiglardir (99).
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A. HCC ve karaciger sirozu ile ilgili bildirilmis miRNA’lar
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Sekil 2-7: HCC miRNA

A HCC ve karaciger sirozu’nun olusumnda etkili olan miRNA’lar verilmistir. Mavi renkli gosterilen

miRNA’larmn yukart regiile, kirmizi renkli gosterilen miRNA’larin ise asagr regiile, siyah ile gosterilenlerin HCC ve

sirozda ters patern gosterdigi, mor ile gosterilenler ise bazi literatiirlerde yukar: bazilarinda ise asag: regiile olarak

bildirildigi anlamini tasimaktadir.
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B. Burada sirastyla mavi ve kirmizi daireler, siroz ve HCC i¢in miRNA'lar1 temsil eder. Kirmiz1 ve yesildeki
miRNA'lar sirasiyla yukari ve asagi regiile edilmis ifadeyi temsil eder. Mordaki miRNA'lar, siroz ve HCC
orneklerinde ters ekspresyon paternleri gosterdikleri anlamina gelir ve siyah olanlarin ifadeleri, farkli literatiir

raporlarina gore tutarsiz olarak yukari veya asagi regiile edildigi anlami tasimaktadir.

2.5. Cell-Free DNA (Serbest DNA)

Serbet DNA, apoptoz, hiicre nekrozu sonrasi, hiicreden direk DNA salinmasi vb
nedenlerden dolayr dolasima katilan ¢ift sarmal yapida ¢iplak halde DNA parcalari
olarak tanimlanir. Serbest DNA’larin varligi ilk kez Mandel ve Metais tarafindan 1948
yilinda kesfedilmis ve bu kesif kanda serbest halde bulunan DNA’larin varligi kanser
aragtirmacilarina yol gosterici olmustur (100). Tan ve arkadaslar1 1966 yilinda sistemik
lupus eritematozus hastalarindan alman kan Orneklerinde serbest DNA
konsantrayonunun yiiksek oranda oldugunu gozlemlemislerdir (101). Serbest
DNA’larin kanserli hastalardan alinan serum O&rneklerinde biyo-belirteg olarak
bulunabilecegi, ayrica tani ve tedavide etkin rol alabilecegi ilk kez 1977 yilinda Leon ve
arkadaglari tarafindan bildirilmistir (102).

Apoptoz sonrast meydana gelen DNA degredasyonu ile kromozomal DNA, 50-
300 kb uzunlugundaki parcalara ayrilir. Bu parcalar daha sonra degredasyona ugramaya
devam ederek 180-200 bp uzunlugundaki pargaciklar haline gelerek dolasima katilir.
Hastaya tedavi sirasinda uygulanan, kemoterapi ve radyoterapi gibi uygulamalar
apoptozu indiiklemesine ragmen, tedavi sonrasinda dolasimda bulunan serbest DNA
konsantrasyonunun azalmasi, serbest DNA’nin daha ¢ok nekroz kaynakli oldugu

hipotezini desteklemektedir (103) (Sekil 2-8).
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Sekil 2-8: Serbest DNA olusumu

Kanda serbest DNA konsantrasyonunu etkileyen bir diger etmen ise, dolasimda
bulunan DNaz konsantrasyonudur. Kanser hastalarinda bu enzimin konsantrasyonunun
az olmasimnin yaninda, enzimi inhibe eden aktin gibi molekiillerin konsantrasyonlarinin
yiiksek olmasi, enzim aktivitesini diigiirmektedir. Literatiirde kolon ve mide kanserli
hastalardan alinan plazma Orneklerinde, saglkli bireylere gére DNaz enzim
aktivitesinin azaldigi, bunun sonucunda da serbest DNA’larin biitiinligiinin ve
konsantrasyonlarinin arttig bildirilmigtir (104).

Serbest DNA’lar, hiicrede meydana gelen molekiiler degisikliklerin parcalar
oldugundan ve ilgili hiicreyi temsil ettiginden hastaligin tanisinda ve izlenmesinde
onemli biyo-belirteglerdir. Ozellikle kanserin girisimsel olmayan tanisinda, potansiyel
riskin belirlenmesinde kullanilabilecek duyarli belirteglerdir. Literatiirde tiimor
hiicrelerinden izole edilen DNA’larda tespit edilen mutasyonlar ile ayni1 hastanin serum
ve plazma orneklerinden izole edilen serbest DNA’larda tespit edilen mutasyonlarin
birbirleriyle ortiisen verilere sahip oldugu ve bu bilgilerle serbest DNA’larin potansiyel
biyo-belirte¢ oldugunu belirten bir¢ok ¢alisma vardir (105-107).
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2.6. PD-1

PD-1 aktive olmus T hiicrelerinin yiizeyinde bulunan ve immiinolojik
aktivasyonu sinirlandiran ve inhibe eden koreseptdr proteindir. PDL-1 ve PDL-2
ligandlar1 PD-1 koreseptor proteinine baglanarak T hiicreleri anerjik hale gelir. PDL-1
ve PDL-2 ligandlarinin bir diger 6zelligi hem antijen sunan hiicrelerde hem de tiimor
hiicrelerinde eksprese olabilmeleridir. 9. kromozom iizerinde lokalize olan Cd274 geni
tarafindan kodlanan PD-L1 ekspresyonu, bircok non-hematopoetik hiicrelerde,
dendrititk hiicrelerde, T ve B hiicrelerde, mast hiicrelerinde ve mezenkimal kok
hiicrelerde eksprese edilir (108).

PD-1 ligandina sahip tiimorler, T hiicrelerindeki PD-L1 ile etkilesime girerek
kendilerine kars1 gelisen immiinolojik savunmayi inhibe edebilirler. Buna karsin anti-
PD-1 monoklonal antikoru ise PD-1’e baglanarak ligandlarin baglanmasini engeller ve
bu sayede immiinolojik aktivasyonun herhangi bir inhibisyona ugramadan devam
etmesini saglar(12). Bu durum 6zellikle tiimiir hiicrelerinde saglikli hiicrelere gore daha
fazladir, T hiicrelerinde hiicrenin aktivasyonu engellenerek, timorii ortadan kaldiracak

immiinolojik yanit engellenmis olur (109,110) (Sekil 2-9).

T hicresi
reseptori

Antijen

U

J PD-1
T Hdcresi inhibitor

Sekil 2-9: PD-L1 ile T hiicresi etkilesimi

Chun-yu Huang ve arkadaslar1 411 HCC hastasinin tiimdr hiicrelerinde PD-L1
ekpresyon seviyesinin degisimini immiinohistokimyasal yontemle yaptiklar1 ¢alismada,
PD-L1 ekspresyon seviyesi ile CD8'T hiicrelerinin yogunlugu arasinda gozle goriiliir
yonde pozitif korelasyon gosterdigini belirlemiglerdir. Ayrica Hepatit B hastalarinda
PD-L1 ekspresyonunun arttigini belirlemislerdir (111).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Calismada Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii ve Saglk Bilimleri
Universitesi Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma hastanesi polikliniklerine
basvuran ve yeni tanist konulmus HCC hastalarindan alinan serum ornekleri ile
hastalikla iligkisi olamayan saglikli bireylerden alinan serum Ornekleri kullanilmistir.
Tez caligmasinda, kan orneklerinden DNA izolasyonu i¢in yeni yontem gelistirilmesi
amactyla ve Hepatoseliiler karsinoma hastaliginin tanisinda ve izlenmesinde biyo-
belirte¢ taramasi adi altinda, Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu’ndan iki farkli etik izin belgesi alinmustir.

Calismada kullanilan cihaz listesi Tablo 3-1’de verilmistir.

Tablo 3-1: Kullanilan cihazlar

Cihaz Adx Markasi
Applied Biosystems Quantstudio
Dijital PCR Cihaz1 PP o Y N
3D Digital PCR System
Gergek Zamanli PCR Roche LC480 Light Cycler
Minifijj Heathrow Scientific

Isitmali Calkalayici
Vorteks
Manyetik Karistiric

Elektroforez Giig
Kaynagi

Spektrofotometre
Sogutmali1 Santrifiyj
PCR Hazirlik Kabini
pH-Olger

Terazi

Hangzou Thermo Shaker
VWR

VWR VMS-C7 Advanced
Bio-Rad Powerpac

Nanodrop 1000
Beckman Coulter 22R
Holten
Mettler Toledo S220

Mettler Toledo



Malzeme Adi
Mikro Santrifiij
Mikrodalga Firin
Derin Dondurucu -86°C
Inkiibator

Derin Dondurucu -20°C

23

Markasi

Sigma, 1-14

Vestel MD-GDX30

New Brunswick Scientific, U570

Elektromag M420 BP

Siemens

Calismada kullanilan kimyasal listesi Tablo 3-2’de verilmistir.

Tablo 3-2: Kullamilan kimyasallar

Kimyasal ad1
Guanidine thiocyonate
Isoamylalcohol

N-Lauroylsarcosine sodium salt

solution

Sodium chloride

Sodium dodecylsulfate

TRIS

Triplex (111 (Sodium EDTA))
Triton X-100
Ammonium acetade
Proteinaz K

Fenol-kloroform-izoamilalkol

Etanol

Cas No
593-84-0

123-51-3

137-16-6

7647-14-5
155-20-3
77-86-1
6381-92-6
9036-19-5
631-61-8
AM9720

64-17-5

Markasi
AppliChem

MP Biomedicals
SIGMA

AppliChem
SIGMA
BioShop
MERCK

AppliChem

SIGMA-ALDRICK
Norgen
Ambion

MERCK
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3.2. Yontem

Kan o6rneklerinden DNA izolasyonu i¢in yeni yontem gelistirilmesi amaciyla,
goniilli saglikli 1 kisiden 250 cc vendz kan Orneginin plazmasi ayrilarak, 500’er uL
hacimde porsiyonlara boliinmiis ve daha sonra kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza
edilmistir. Hepatoseliiler karsinoma hastaliginin tanisinda ve izlenmesinde biyo-belirteg
taramasi amaciyla hasta ve kontrol bireylerden aliman 5 -10 cc vendz kan 6rnekleri
3000 rpm’de 5dk santrifiij edilerek serumun ayrilmasi saglanmistir. Ayrimi saglanan
serum Orneklerinden totalRNA ve total DNA izolasyonlart yapilmis ve qPCR ve dPCR

ile analizleri gerceklestirilmistir.

3.2.1. Cell-Free DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol bireylerden alinan serum Orneklerinden serbest DNA analizi
yapilmasi amaciyla literatiir taramas1 yapilmis ve literatlirdeki calismalarin ¢ogunlukla
kit ile yapildigi belirlenmistir. Serbest DNA analizleri ¢ogunlukla polimeraz zincir
reaksiyonu ile yapilmaktadir. Bu reaksiyonun verimi elde edilen DNA’nin
konsantrasyonu ve safligi ile dogrudan alakalidir. Serbest DNA izolasyonu igin
kullanilan deney protokollerinin kisitli olmasi nedeniyle bu alanda aragtirma gelistirme
calismalari yapilmistir. Bu amagla literatiirde var olan kan veya dokudan DNA
izolasyon yontemleri derlenmis ve bu yontemler iizerinde degisiklikler yapilarak yeni
yontem gelistirilmesi amacglanmistir. Ayrica ticari olarak satilan Zymo ve Norgen
markalarina ait serbest DNA izolasyon kitleri kullanilmis ve sonuglar karsilastirilmistir.
Bu amagla, Silica Jel Metodu-1, Fenol Kloroform Metodu-1, Fenol Kloroform Metodu-
2, Amonyum asetat metodu, Sodium n-laurilsarkosin metodu, Sodyum Asetat metodu,
Silica Jel Metodu-2, Zymo cell-free isolation kit ve Norgen cell-free isolation kit olmak
tizere 9 farkli yontem denenmistir. Yontem karsilagtirmasi i¢in saglikli goniilliiden
alinan plazma 6rnegi 500’er uL hacimde bdliistiiriilerek daha sonar kullanilmak {izere -

80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.1. Silica Jel Metodu-1
Bu yontem Myakishev 1995’ten uyarlanmistir (112). Daha 6nce porsiyonlanan 3
adet plazma 6rnegi -80°C’den alinarak ¢ozildii.
1. Plazma 6rnegi igeren tiiplere 1’er mL baglanma tamponu [100 ml Guanidine
Soliisyon [6M GuSCN, 20 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI (pH 7,0), 40 g/L
Triton X-100) ile 4 g silica jel ¢ozdiiriilerek hazirlanir] eklendi.
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2. Tiipler 3 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi bu siire i¢erisinde her
1 dakikada vorteksleme yapildi.

3. Inkiibasyon isleminden sonra 1 dakika boyunca 16,000xg’de santrifiij edildi.
Santrifiijiin ardindan siipernatant kisimlari atildu.

4. Pellet tizerine 1 mL Guanidine Solution eklendi.

5. Karnisimlar 3 dakika boyunca 16,000xg’de santrifiij edildikten sonra
stipernatant atild1.

6. Pellet izerine 500 uL izopropanol eklenerek tiipler vortekslendi.

7. Karigimlar 2 dk -20°C’de bekletildikten sonra 3 dk 16.000xg’de santrifiij
edildi ve siipernatant kisimlari atildi.

8. Pellet tizerine 500 uL ethanol eklenerek tiipler vortekslendi.

9. Karisimlar 2 dk -20°C’de bekletildikten sonra 3 dk 16.000xg’de santrifiij
edildi ve siipernatant kisimlar1 atildi.

10. 100 uL TE(ImM Tris ve 0.01 mM EDTA, pH: 8) eklenerek pellet kisimlari
¢Ozdiriildii.

11. Daha sonra tiipler 65°C’de 3 dakika inkiibe edilerek silikanin DNA’y1 TE’ye
birakmas1 saglandi ve restlispanse edildi.

12. 2 dakika 5.000xg’de santrifiij edildi. Ardindan silikadan ayrilan siipernatant

yeni tiiplere alindi.

3.2.1.2. Fenol Kloroform Metodu-1

Bu yontem Nasrin Mohammadi 2014°ten uyarlanmusgtir (113).

1. 500’er uL plazma 6rneklerine 500 uL (0,1 M NaCl, 10 mM pH: 8 Tris-HCl, 1
mM pH: 8 EDTA, H20), 100 uL %10 SDS ve 15 uL Proteinaz K ilave edildi.

2. Karisim bir saat 56°C’de inkiibe edildi.

3. Inkiibasyondan sonra, 1’er ml fenol-kloroform-izoamilalkol soliisyonu (25:
24: 1 pH: 7.8) eklendi.

4. Kanisimlar calkalandi ve 3 dakika -20°C'de ve daha sonra 17 dakika +4°C’de
bekletildi. Daha sonra tiipler 15 dakika 16,000xg'de santrifiij edildi.

5. Ust fazlar alind1 ve yeni tiiplere aktarildi.

6. Yeni hacmin 1/10 oraninda Sodyum Asetat ve 500 uL Etanol ilave edildi.

7. Karigimlar -20°C'de 5 dakika bekletildi, daha sonra 16,000xg'de 10 dakika

santrifiijlendi.
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Santrifiijlemeden sonra siipernatant kisimlar1 atildi ve tiipler kurutuldu.
Kurutulmus tiiplere 100’er ulL TE Tamponu ilave edildi ve DNA yeniden

stispanse edildi.

3.2.1.3. Fenol Kloroform Metodu-2
Bu yontem Hufnagl Clemens ve ark. (2013)’den uyarlanmustir (114).

1.

© © N o

500 uL plazmaya 80 uL %10 SDS, 90 uL 1M NaCl ve 15 uL Proteinaz K
eklendi.

Karigim 55°C'de bir saat inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra, 685 uL fenol-kloroform-izoamillalkol ¢ozeltisi ilave
edildi ve 2 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Karisim 10 dakika 16,000xg’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi tist faz alinarak tizerine 500 uL %2100 etanol eklendi ve 15
dakika 16,000xg'de santrifiijlendi.

Siipernatan atild1 ve {izerine 500 uL %70 Etanol eklendi.

Karisim 15 dakika 16,000xg'de santrifiijlendi.

Stipernatan uzaklastirildi ve tiip kurutuldu.

Sonrasinda elde edilen DNA 100 uL TE'de siispansiyon haline getirildi.

3.2.1.4. Amonyum Asetat Metodu
Bu metod Barlet ve ark. (2003)’den uyarlanmustir (115).

1.
2.
3.

500 uL plazmaya 500 uL %10 SDS ve 15 uL Proteinaz K ilave edildi.

Karisim 55°C'de bir saat inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra, 800 uL fenol-kloroform-izoamil alkol soliisyonu tiiplere
ilave edildi.

15 dakika 16,000xg'de santrifiij islemi gerceklestirildi.

Santfiriij sonrasi {ist tabakalar yeni tiiplere alindi ve 8§ uL 7.5 M Amonyum
Asetat ve 500 uL %100 Etanol eklendi.

Karisimlar 15 dakika 16,000xg'de santrifiij edildikten sonra siipernatant atildi.
Pelletlere 500’er uL %70 Etanol ilave edildi ve 15 dakika 16,000xg'de
santrifiijlendi.

Son olarak siipernatant atildi ve tiipler kurutuldu. Daha sonra DNA 100 uL TE

ile ¢ozdiirtildii.
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3.2.1.5. Sodium N-laurilsarkosin Metodu
Bu method Masaki ve ark. (1991)’den modifiye edilmistir(116).

1.

500 uL plazma 6rneklerine 500’er uL. Soliisyon 1 (6M NaCl, 13 mM EDTA,
%0.5 Sodyum N-laurilsarkosin, bir tasiyici olarak 10 ug Glikojen, 26 mM
Tris-Hcl pH: 8) eklendikten sonra karigtirildi.

55°C'de bir saat inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra, tiiplere 1 ml izopropanol karigimi eklendi ve
vortekslendi.

16,000xg'de 5 dakika santrifiij edildi ve iist faz yeni bir tiipe alind1.

Tiiplere 1’er mL% 40 izopropanol eklendi ve vortekslendi.

Vortekslendikten sonra, 5 dakika boyunca 16,000 x g'de santrifiij edildi, daha
sonra siipernatant kisimlari atildi ve bir tiipler kurutuldu.

Kurutulmus tiiplere 100’er uL TE Tamponu eklenerek DNA’nin ¢6ziilmesi

saglandi.

3.2.1.6. Sodyum Asetat Metodu
Bu method Haihua Yuan ve ark. (2012)’den modifiye edilmistir (117).

1.

500 uL plazma orneklerine %20 SDS'den 31.25 uL ve 15 uL 20 mg / mL
Proteinaz K eklendi.

55°C'de bir saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon islemi sonrasi tiiplere esit hacimde fenol-kloroform-izoamillalkol
cozeltisi eklenerek vortekslendi ve 16,000xg'de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijlemeden sonra list faz yeni tiiplere alind1 ve sivinin 1/10’u oraninda 3
mM Sodyum Asetat ve esit hacimde izopropil alkol ilave edildi.

Karigimlar -20°C'de yarim saat boyunca bekletildikten sonra 15 dakika
16,000xg'de santrifiijlendi.

Santrifiij islemi ardindan siipernatantlar atildi ve tiipler kurutuldu.

Kurutulmus tiiplere 100’er uL TE Tamponu eklenerek DNA’nin ¢6ziilmesi

saglandi.

3.2.1.7. Silica Jel Metodu-2
Yal¢inkaya ve ark. (2017)’den modifiye edilmistir (118).

1.

500 uL plazmaya 500 uL Baglama Tamponu (6 M NaCl, 1.2 g Triton X-100
40g/L,20 mM EDTA, 10 mM Trisand 4 g Silika) ilave edildi.
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Karisimlar 2 dakika boyunca dakikada bir kez olmak iizere vortekslendi.

15 dakika boyunca 16,000xg'de santrifiij edildi.

Stipernatant kisimlari atildi.

Pelletlerin tizerine 300’er uL yikama tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris HCI
pH 7,5 (25°C)) ilave edildi ve 15 dakika boyunca 16,000x g'de santrifiij
edildi.

Stipernatantlar atildi ve tiipe 300 uL izopropil alkol ilave edildi.

15 dakika 16,000xg'de santrifiij edildi ve sivi kisim uzaklastirildi.

Tiipler kurutulduktan sonra kurutulmus tiiplere 100 uL TE ilave edildi.

3.2.1.8. Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kit
500 ulL plazma porsiyonlarindan Zymo Research Katalog No. D4076 olan kit

protoliine uygun olarak 3 tekrarli izolasyon yapilmustir.

1.

10.

Her bir plazma 6rnegine 125 pl S&P 5X Sindirme tamponu ve 20 pl Proteinaz
K eklendi ve iyice karistirildi.

Karisim 30 dakika 55°C'de inkiibe edildi.

Karigim tiizerine karigimin hacminin iki katt hacimde S&P DNA Baglanma
Tamponu eklendi ve iyice karistirildi.

Zymo-Spin ™ III-S kolonu rezervuar tiipiine yerlestirildi ve iizerine karigim
eklendi.

2 dakika 1.000 x g'de santrifiij edildi. Bu islem karigim bitene kadar tekrar
edildi.

Zymo-Spin ™ [II-S toplama Tiipiine yerlestirildi ve iizerine 400 ul S&P DNA
hazirlama tamponu eklendi ve 10,000xg'de 30 saniye santrifiij edildi. Alt sivi
atild.

Zymo-Spin ™ [II-S kolonuna 700 pl S&P DNA yikama tamponu ve
10,000xg'de 30 saniye santrifiij edildi. Alt s1v1 atild.

Tekrar Zymo-Spin ™ [II-S kolonuna 400 pl S&P DNA yikama tamponu ve
10,000xg'de 30 saniye santrifiij edildi.

. Yikama tamponu tamamen uzaklagmasini saglamak ic¢in 1 dakika tekrar

santrifiij edildi.
Kolon 1,5 ml DNaz igcermeyen tiipe aktarildi ve iizerine 50 pl DNA ekle

Eliisyon tamponu eklendi.
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3 oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

30 saniye maksimum hizda santrifiij edilerek DNA eldesi saglandi.

3.2.1.9. Plasma/Serum Cell-Free Circulating DNA Purification Mini Kit
500 uL plazma porsiyonlarindan Norgen Biotek Corp. Katalog No. 55100 Kit

protokoliine uygun olarak 3 tekrarli izolasyon yapilmustir. Izolasyon basamaklari;

1.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

2 mL tiipte (kullanici tarafildidan saglanan) 500 puL plazma / serum numunesi
yerlestirildi. 30 pL Proteinaz K eklendi ve 10 saniye vortekslenerek iyice
karigtirildi.

10 dakika boyunca 60 ° C'de ildikiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra, 1 mL Binding Buffer B eklendi ve 10 saniye boyunca
vortekslenerek iyice karistirildi.

Ikinci basamakta elde edile 750 pL alinarak Mini Spin kolonuna aktarild: ve
3,300xg'de 2 dakika santrifiijlendi ve alt kisim atildu.

Kalan karigim ayn1 Mini Spin kolonuna aktarildi ve 3. basamak tekrar edildi.
Kolona 500 pL Soliisyon WN uygulandi ve 3,300xg'de] dakika santrifiijlendi.
Alt kisim uzaklastirildi ve kolon tekrar tiipe yerlestirildi.

Kolona 500 pL yikama Soliisyonu A eklendi ve 3,300 x g'de 1 dakika santrifiij
edildi. Alt kisim uzaklastirildi ve kolon tekrar tiipe yerlestirildi.

Altinct adimt bir kez daha tekrarlandi.

Kolon, bos olarak 2 dakika boyunca 13,000xg’de santrifuj edildi ve alt kisim
tiiple beraber atild1.

Fitre yeni 1,7 mL'lik bir eliisyon tiipiine aktarildi ve 100 pL Elution Buffer B
eklenerek 2 dakika oda sicakliginda bekletildi.

400xg'de 1 dakika santrifiij, ardindan 5,800xg'de 2 dakika santrifiij edildi.
Dokuzuncu adimda 100 uL ile indirilmis DNA'ya 300 uL Baglama Tamponu
B eklendi ve 10 saniye vortekslendi.

Tim karistim yeni Mini Spin kolonuna aktarildi ve 3,300xg'de 1 dakika
santrifiijlendi ve alt kisim atild1.

Kolona 500 pL Soliisyonu A eklendi ve 3,300 x g'de 1 dakika santrifiij edildi
alt kisim atilarak bu islem tekrar edildi.

Kolon, bos olarak 2 dakika boyunca 13,000xg’de santrifuj edildi ve alt kisim
tiiple beraber atildi.



30

16. Fitre yeni 1.7 mL'lik bir eliisyon tiipline aktarildi ve 100 uL Elution Buffer B
eklenerek 2 dakika oda sicakliginda bekletildi.
17. 400xg'de 1 dakika santrifiij, ardindan 5,800xg'de 2 dakika santrifiij edildi.

3.2.1.10. izole edilen DNA’larin derisimlerinin belirlenmesi

Tim protokoller ile ayn1 plazma 6rnegine ait tiger tekrarli izolasyon yapilmis ve
sonrasinda izole edilen DNA’larin saflik ve konsantrasyonlarin1 belirlemek ic¢in optik
dansite o6l¢timii gergeklestirildi.

Niikleik asitler 260 nm’de, proteinler ve fenolik bilesikler 280 nm’de UV 151811
absorbe ederler. EDTA, karbonhidratlar, fenolik bilesikler UV 1s1gin1 200-230nm
araliginda absorbe ederken, ozellikle DNA izolasyonlarinda kullanilan Guanidin HCI
230nm’de UV 151811 absorbe ederler (119).

[zole edilen DNA’nin A260/280 absorbans oranmm 1,8 ile 2 araliginda
beklenmektedir. Aksi durumda DNA c¢ozeltisinde protein kontaminasyonu oldugunu
gosterir. A260/230 absorbans degerinin ise 2 ile 2,20 araliginda olmasi beklenir. Bu
oranin diislik olmasi durumda, ¢ozeltinin kirli oldugu diisiiniiliir. Bu amaglar NanoDrop
ND-100 spektro fotometre cihazi kullanilarak 230, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki

absorbans degerleri belirlendi.

3.2.1.11. izole edilen DNA’larin miktarinn belirlenmesi

Plazma orneginden DNA izolasyonunda, tiim protokollerin adimlar1 ve
kimyasallar1 farkli oldugundan, elde edilen DNA ¢ozeltisi icerisinde farkli oranlarda ve
cesitte kimyasal safsizliklar olmast muhtemeldir.

Izolasyon sirasinda ortaya cikan bazi safsizliklar, DNA’nin PCR ile analizi
sirasinda  reaksiyonu inhibe edebildiginden, bu safsizliklarin miktar1 DNA
izolasyonundan elde edilen verim kadar kritik 6neme sahiptir (120). Bu sebeple tim
protokoller ile yapilan DNA izolasyonu sonrasi, her izolasyon dan ikiserli olmak iizere,
her protokolden toplam 6 tekrarli hem niikleer DNA’y1 hedefleyen hem de mtDNA’y1
hedefleyen PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda tiim yontemler on kat
seyreltilerek PCR reaksiyonlart gerceklestirilmistir. Bu sayede hem izolasyon
yontemlerindeki DNA miktar1 qPCR ile elde edilen esik dongiisii (Ct) degerlerine gore
belirlendi hem de seyreltilmis ve seyreltiimemis DNA numunelerinin Ct degerleri

karsilastirilarak yontemden kaynakli inhibisyon varliginin olup olmadig1 belirlenmistir.
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3.2.1.12. izole Edilen DNA’lardaki  Safsizhklarin  Niikleer = Manyetik
Rezonans(NMR) ile Belirlenmesi

Organik molekiillerin yapisal analizi igin kullanilan en 6nemli yontemlerden birisi
Niikleer manyetik rezonans spektroskopisidir. Kantitatif niikleer manyetik rezonans
spektroskopisi (QINMR), ila¢ analizi, biyolojik makromolekiil tespiti ve gida analizi gibi
yontemlerde Onemli bir ara¢ haline gelmistir. Kromatografik teknikler gibi genel
kantifikasyon yontemleriyle karsilastirildiginda, qNMR yontemi cesitli avantajlara

sahiptir. Bu avantajlarin bir kismi1 asagida maddeler halinde verilmistir(121,122).

(1) ornek hazirlama kolay, hizli ve tiirevsizdir

(i)  Ozellikle harici standart yontem kullanilmasi durumunda analizden sonra
Ornegi geri kazanmasi

(ili)  Referans materyali gNMR'deki numuneden bagimsiz olarak kullanilirken,
kromatografik analizlerde numuneye yapisal bir benzerlik gostermesi
gerekir,

(iv)  Kromatografik teknikler kalibrasyon egrisine ihtiya¢ duyarken, gNMR'de

kalibrasyon egirisinin kullanim tercihi operatore baglidir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) verimi, izole edilen DNA safligina ve
konsantrasyonuna baghdir. Izole edilen DNA ¢ozeltisinin safsizigit PCR'yi inhibe
edebilir:  Serbest DNA analizlerinde, izole edilen DNA konsantrasyonu diisiik
olacagindan, olasi safsizlik diisiik konsantrasyonlu biyo-belirteglerin tespitinde PCR’yi
inhibe yanlis sonu¢ alinmasina neden olacaktir. Izole edilen DNA ¢dzeltisindeki
safsizliklarin biiyiik cogunlugu izolasyon yontemi kaynakli oldugundan, kullanilan
yontem serbest DNA analizlerinde biiyilk 6neme sahiptir. Bu sebeple izlolasyon
cozeltisindeki safsizliklarin  belirlenmesi bu alanda AR-Ge ¢alismasi yapan
arastirmacilara onemli veriler saglayacaktir.

Bu sebeple bu tez ¢alismasinda karsilastirmasi yapilan tiim protokollerden elde
edilen DNA izolasyon ¢ozeltileri iicer tekrarli olmak iizere NMR cihazinda analiz
edilerek, c¢ozelti igerisindeki safsizliklar hassas olarak belirlenmistir. Literatiirde bu

alanda ¢ok kisitli caligma vardir.
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3.2.2. RNA izolasyonu
Hasta ve kontrol bireylerden alinan 5 -10 cc vendz kan 6rnekleri 3000 rpm’de 5dk

santrifiij

edilerek elde edilen serum orneklerinden ayrica miRNA ve PD-L1 gen

ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amacyila total RNA izolasyonu yapilmistir. Bu

amagla ThermoFisher marka, “mirVana™ miRNA Isolation Kit” kullanilmistir.

Izolasyon basamaklar1 asagida verilmistir.

1.

10.

11.

12.

13.

500 pl serum igeren her bir tiipe 500 pl “Lysis Binding Solution” eklendi ve

karigimlar vortekslendi.

Daha sonra iizerlerine 100 pl “Homogenate Additive” eklendi ve tekrar
vorteks yapildi,

Karigim 10 dakika buzda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi, 1000 ul asit fenol kloroform (125:24:1) eklenerek 40-70
saniye vortekslendi.

Ornekler oda sicakliginda 15,000x g’de 5 dakika santrifiijlendi.

Ust kisimdaki seffaf faz yeni bir tiipe alind1.

Ust faz hacminin, 1,25 kati hacimde %100 etanol (oda sicakliginda)
eklenerek, pipetaj ile homojen hale getirildi.

Karigim daha sonra kolona aktarilarak. 10,000x g’de 15 saniye santrifiijlendi.
Alt kisim uzaklastirildi ve kolon tizerine 700 pl ‘mirVana Wash Solution 1’
eklendi ve 5-5 saniye santrifiijlendi.

Alt kisim uzaklastirildi ve kolon tizerine 500 pl ‘mirVana Wash Solution 2/3°
eklendi ve 5-15 saniye santrifiijlendi.

Dokuizuncu basamak tekrar edildi ve sonrasinda kolona bir sey eklenmeden
bos halde 15 saniye santrifiijlendi.

Kolon temiz tlipe aktarilarak iizerine 95°C’ye 1sitilan “Elution Buffer’dan 40
pl eklendi ve 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

15,000xg’de 30saniye santrifiij edilerek RNA eldesi saglandi. RNA’lar daha

sonra kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edildi.
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3.2.2.1. izole edilen RNA’larin derisimlerinin belirlenmesi

Hasta ve kontrol grubu bireylerden alinan kan Grneklerinden elde edilen serum
orneklerinden, “mirVana™ miRNA Isolation Kit” ile RNA izolasyonlar1 yapilmistir.
Sonrasinda izole edilen RNA’larin saflik ve konsantrasyonlarini belirlemek i¢in optik
dansite ol¢timii gergeklestirilmistir.

RNA 260 nm’de, biiyiik molekiiller ve fenolik bilesikler 280 nm’de UV 11811
absorbe eder. EDTA, karbonhidratlar, fenolik bilesikler UV 15181 200-230 nm
araliginda absorbe ederken, RNA izolasyonlarinda genellikle kullanilan, TRIZOL 230-
270 nm’de, Guanidine isothiocyanate ise 260 nm’de, UV 151811 absorbe eder (123).

Bu calismada hastalardan ve goniillii bireylerden kan Ornekleri alinmasindan,
omek toplama igleminden, Hepatoseliller karsinoma hastaliginin tanisinda ve
izlenmesinde gorev alabilecek biyo-belirteglerin belirlenmesi asamasina kadar olan tiim

basamaklar ana hatlariyla Sekil 3-1’da sematik olarak gosterilmistir.



Hasta Grubu
*Hepatoselller karsinoma tanisi
konmus 34 hastadan kan 6rnegi

Kontrol Grubu
*Saglikli 34 bireyden kan érnegi

izole edilen DNA’lann safliginin ve izole edilen RNA’ lann safhiginin ve
konsantrasyonlannin belirlenmesi konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Aday miRNAlarin

PDL-1 Gen kopya mtDNA kopyasayisinin PDL-1 Gen ekspresyon ekspresyon seviyelerinin

sayisinin belirlenmesi belirlenmesi seviyelerinin belirlenmesi

belirlenmesi
Optimizasyon Deneyleri
Q Tek adimda Beta aktifiVe iRNA'ya spesifik RT
gPCR dPCR gPCR PDL-1 cDNA sentezi ve Primerleriile cDNA
qPCR sentezi ve qgPCR

LY N 4 e/

Y
h
\ /

/S ( Verilerin N
\ Y istatistiksel
\. / Degerlendirmesi |
>

Hepatoselller Karsinoma Hastaliginin Tanisinda
ve izlenmesinde Goérev Alabilecek
Biyo-belirteclerin Belirlenmesi

Sekil 3-1: Calisma plani
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3.2.3. cDNA sentezi

RNA izolasyonlar1 yapilan tiim Orneklerden hem PD-L1 hem de miRNA
ekspresyon seviyesininin belirlenmesi amaciyla cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

PD-L1 gen ekspresyonu i¢in “TagMan® RNA-to-CT™ [-Step Kit” kullanilmigtir.
Reaksiyon i¢in gerekli karisim protokolii protokoliit Tablo 3-3‘de verilmistir. CDNA
reaksiyonunu ve sonrasinda ekspresyon seviyesinin belirlenmesi i¢in gerekli PCR
protokolii Tablo 3-4‘de verilmistir. PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primer ve prob
sekanslar1 Tablo 3-5’de verilmistir (124).

Tablo 3-3: PD-L1 cDNA sentezi ve gen ekspresyonu karisim protokolii

PD-L1 Slielg Tl konsasn('J[?asyon R-Ig;eque)ﬁ?ﬁ;c?rrnng( I_i;;in
TagMan® RT-Enzyme Mix 0,5

fleri primer (F) 10000 900 1,8

Geri primer (R) 10000 900 1,8

Prob 10000 250 0,5
TagMan® RT-PCR Mix (2X) Stok Stok 10

ddH,0O - - 0,40

RNA kalib1 (<1ug) - - 5

Toplam Hacim 20,00
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Tablo 3-4: PD-L1 cDNA sentezi ve gen ekspresyonu PCR protokolii

Basamak Sicakhik Siire
cDNA sentezi 48°C 15 dk
Enzim inaktivasyonu 95°C 10 dk
Denatiirasyon 95°C 15sn
Primer baglanmasi 60°C 1 dk

Tablo 3-5: PD-L1 primer-prob sekansi

Primer/Prob Sekans Safhik
Ileri primer  5'-tctggcacatcctccaaatg-3'’ HPLC
Geri primer  5'-cagtgctacaccaaggcataataag-3’ HPLC
Prob 5'-aaggactcacttggtaattctgggagceca-3' HPLC

miRNA ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi

Dongii

40

Modifikasyon Biiyiikliik

- 135 bp

FAM-BHQ1

amaciyla hasta ve kontrol

bireylerden izole edilen kalip RNA, hedeflenen miRNA’lara 6zgii RT primerleri ile,
“TagMan™ MicroRNA Reverse

thermo scientific 4366596 katalog numarali,

Transcription Kit” kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirilmistir. miRNA’dan ¢cDNA

reaksiyonunu i¢in gerekli deney protokolii Tablo 3-6’da verilmistir.
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Tablo 3-6: miRNA cDNA sentezi karisim protokolii

Primer/Prob Konsantrasyon 1 Ornek icin gerekli hacim
Kalip RNA Stok 2,0 uL

10X RT buffer Stok 0,75 uL
miR-spesifik primer Stok 1,5 uL

dNTP karigimi Stok 0,075 uL

RNase inhibitor Stok 0,094 puL

Reverse Transkriptaz Stok 0,5 uL

3.2.4. Kantitatif Ger¢ek Zamanh PCR

Hasta ve kontrol bireylerden alinan serum Orneklerinden izole edilen RNA
ornekleri, “TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit” kullanilarak cDNA
sentezi gergeklestirilmistir. Elde edilen cDNA’lardaki hedef bolgelere 6zgli primerler
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Tek basamakli PCR reaksiyon
teknigi PD-L1 gen ekspresyon seviyesinin Ol¢limii i¢in uygun oldugundan, cDNA ile
gen ekspresyon seviyesi Ol¢iimii tek reaksiyonda gergeklesmistir (Tablo 3-3).

Hedef miRNA’larin ekspresyon seviyelerini 6lgmek amaciyla, hedefe 6zgii RT
primerler ile ¢ogaltilan kontrol ve hasta grubu ornekleri ilgili primer prob yardimiyla
cogaltilmig ve cihazin FAM kanalindan sinyal okumasi gergeklestirilerek, ekspresyon

seviyeleri belirlenmistir. miRNA primer listesi Tablo 3-7’de verilmistir.
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Tablo 3-7: Hedef ve kontrol miRNA listesi

Hedef/Kontrol Ad1 Markasi Katalog No
Referans

Hedef 1 hsa-mir-33a Thermo Fisher Scientific PN4427975
Hedef 2 hsa-mir-203b ~ Thermo Fisher Scientific PN4427975
Hedef 3 hsa-mir 361-3p  Thermo Fisher Scientific PN4427975
Hedef 4 hsa-mir-424 Thermo Fisher Scientific PN4427975

mIRNA ekspresyon seviyelerindeki degisim Livak ve Schmittgen’nin 2001(125)
yilinda yaptiklar1 ¢alisma referans alinarak gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan
miRNA’lar i¢in referans olarak RNU6B se¢ilmistir. Hasta ve kontrol 6rneklerinde hem
hedeflenen miRNA’lara 6zgii primer ve problar kullanilmis hem de referans olarak
secilen RNUG6B’ye 0zgli primer ve prob kullainilarak ekspresyok seviyeleri
belirlenmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrast hem ekspresyon seviyesindeki degisimin
belirlenmesi hedeflenen miRNA’larin hem de referans olarak kullanilan RNU6B’nin cT
degerleri hesaplanmigtir. Sonrasinda hedeflenen miRNA’lardaki, ekspresyon seviyesi
degisimleri 2—AACT yontemi ile belirlenmis ve SPSS 22 paket programinda
istatististiksel olarak degerlendirilmistir.
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3.2.5. PD-L1 Gen Kopya Sayisinin Belirlenmesi

Bu tez projesinde hedeflenen serbest tiimor RNA’sinda PD-L1 gen ekspresyon
seviyesinin belirlenmesi deneylerinde elde edilen sonug ve literatiirde yayinlanan giincel
bilgiler dogrultusunda PD-L1 gen ekspresyon seviyesi sonuglarinin anlamli olmadigi
sonucuna varilmistir. Bu sebeple hastalardan izole edilen DNA’larda PD-L1 gen kopya
sayisinin hastalikla iliskilendirilecegi diisiintilerek hasta ve kontrol bireylerden izole
edilen serbest DNA orneklerinde PD-L1 ve kontrol olarak Beta Aktin gen kopya sayisi
oranindaki olast degisimin belirlenmesi amaciyla bir dizi deney ger¢eklestirilmistir.

Calismada kullanilacak primer ve problarin optimizasyonlar1 yapilmis, olas1 pipet
hatalarinin 6niine gegmek igin hem ayr1 ayr1 (Tablo 3-8) hem de, tek kuyuda ¢oklu
hedefe yonelik PCR reaaksiyonu (Multipleks PCR) gergeklestirme deneyleri yapilmistir
(Tablo 3-9).

Tablo 3-8: PD-L1 gen kopya sayis1 primer prob optimizasyonu

o1 S

s S e
(uL)

Tleri primer (F) 20000 900 0,9 7,2 7,2
Geri primer (R) 20000 900 0,9 7,2 7,2
Prob (P) 20000 250 0,25 2 2
:/Ialgl\(qzi‘(‘)(@ ProbPCR stk Stok 10 80 80
ddH20 - - 2,95 23,6 23,6
DNA - - 5

Toplam Hacim 20,00
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Optimizasyon sonrasinda belirlenen konsantrasyon ve hacimde primer ve prob
kaisimlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan karisim ile tiim hasta ve kontrol 6rnekleri
multipleks polimeraz zincir tepkimesi gergeklestirilmek {izere Roche marka,
“LightCycler® 480 Instrument II cihazinda FAM ve HEX floresan okuma
gerceklestirilmistir.  PD-L1/Beta aktin gen kopya sayilarmin oranlarindaki degisim

belirlenmistir.

Tablo 3-9: PD-L1 gen kopya sayis1 multipleks primer prob optimizasyonu

1 ornek icin

Karisim Srml(’ konsasnc;?asyon gerekli hacim 6X
(uL)

Ileri primer (F)-Beta Aktin 20000 900 0,9 5,4
Geri primer (R)-Beta Aktin 20000 900 0,9 54
Prob (P)-Beta Aktin 20000 250 0,25 1,5
Ileri primer (F)-PD-L1 20000 900 0,9 5,4
Geri primer (R)-PD-L1 20000 900 0,9 5,4
Prob (P)-PD-L1 20000 250 0,25 1,5
;anil)\/lan@) prob PCR Mix Stok Stok 10 60
ddH20 - - 0,90 54
DNA - - 3)

Toplam Hacim 20,00
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Multipleks optimize edilen PCR ¢ozeltisi tiim orneklerde kullanilmak tizere,
Roche marka, “LightCycler® 480 Instrument II” cihazina ait 96’lik tabakadaki
kuyucuklara temiz alanda aktarilmis, sonrasinda her kuyucuga DNA 6rnegi eklenmistir.

Reaksiyonun ger¢eklesmesi igin gerekli PCR kosullar1 Tablo 3-10°da verilmistir.

Tablo 3-10: PD-L1 gen kopya sayis1 multipleks qPCR kosullari

Basamak Sicaklik Siire Dongii
Denatiirasyon 95°C 10 dk 1
Denatiirasyon 95°C 15sn

40
Primer baglanmasi 60°C 1dk

3.2.6. mtDNA kopya sayisinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda hasta ve kontrol bireylerden alinan serum Orneklerinden
izole edilen serbest DNA orneklerinde mtDNA kopya sayisinin belirlenmesi amaciyla,
MtDNA’ya 6zgli MT16520F24 ileri, MT35R24 geri primerleri ile birlikte MT16557F25
TagMan probu kullanilarak Gen Bank, NC 012920 numarali sekans1 kayith
mitokondriyal DNA’nin 7S bolgesinde kisa bolge ¢ogaltilmis ayrica endojen gen olarak
Beta aktin geni kullanilmistir (59,126,127).

Igili primerler sekanslar1 literatiirden taranmuis, prob boyalari tasarlanmustir. Tiim
primer ve problarin optimizasyonlar: bu tez ¢aligmasi kapsaminda yapilmstir. ilgili

primer ve prob listeleri Tablo 3-11’de verilmistir.
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Tablo 3-11: mtDNA ve Beta aktin primer ve prob sekanslari

- = s z
= 3 o =
_— [
2 ] Sekans = =
- s 5 =
(@) <
O o
>
Ileri primer ~ 5'- GGCACCACACCTTCTACAATGAG -3’ -
£ o
< ri primer  5- GGTCATCTTCTCGCGGTTGG -3 -
< Geriprime 104 bp
o
0
HEX-
Prob 5- TGCTGCTGACCGAGGCCCCC -3
BHQ1
Ileri primer ~ 5'- CATAAAGCCTAAATAGCCCACACG-3' -
<ZE Geri primer  5'-CCGTGAGTGGTTAATAGGGTGATA-3' - 85 b
5 p
S
FAM-
Prob 5'-AGACATCACGATGGATCACAGGTCT-3’ BHOL

3.2.6.1. mtDNA ve Beta aktin primer ve prob optimizasyonu

Siparis edilen primer ve problarin Ozgilligiinin, son konsantrasyon
optimizasyonlarmin ve floresan deger optimizasyonlarinin yapilmasi amaciyla bir dizi
deney gerceklestirildi. Bu amagla hedefe 6zgii primer ve problarin farkli konsantrasyon
kombinasyonlar1 denenerek optmimum deney kosullar1 belirlendi. Olas1 izolasyondan
kaynakli inhibisyonun Oniine gecerek hatali yonlendirmeyi engellemek amaciyla
deneylerde ayrica ticari olarak satilan Cambio marka ve CA-972-06 katalog numarali
sonicated human DNA pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Her iki DNA ¢ozeltisinden
ticer tekrarl1 olarak reaksiyonlar gergeklestirilmistir.

mMtDNA ve niikleer DNA’y1 temsilen Beta aktin geni, primer optimizasyonu igin

reaksiyon basma primer son konsantrasyonlart 900 nanomol ile 300 nanomol, prob
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konsantrasyonunun ise 250 ile 150 nanomol konsantrasyonlarinda toplam sekiz farkli

kombinasyon denenmistir.

Optimizasyon i¢in negatif kontroller de dahil toplam ornek sayisinin diisiik

olmasi, ve hedeflenen primer konsantrasyonlarmma ulagmak igin gerekli hacmin

¢ekilmesi sirasinda olast hatanin Oniine gegebilmek igin ileri ve geri primerler Tablo

3-12°de gosterildigi sekilde, karisim olarak hazirlanmistir. Optimizasyonda primer

konsantrasyonu dort sekilde yapildigi igin, karigimlar dort farkli tiiplerde hazirlandi ve

tiipler, X, Y, Z, T olarak kodland.

Tablo 3-12: fleri ve geri primer karisim kombinasyonlar

10
10x Ornek

Stok A B F+R
Yontem Primer Adi 1x (9+1) icin
(nM) (nM) (nM) 2 Toplam gerekli
hacm
fleri primer F 20000 900 900 0,90 18,00 3600 18.00
X GeriPrimer R 20000 900 900 090 1800 Y- uL
fleri primer F 20000 900 900 090 1800 L, 4, 1509
y  GeriPrimer R 20000 300 300 0,30 6,00 uL uL
fleri primer F 20000 300 300 030 600 ,,q) 1,509
> GeriPrimer R 20000 900 900 090 18,00 uL uL
ileri primer F 20000 300 300 030 600  1,q) g0
uL uL

T Geri Primer R 20000 300 300 0,30 6,00

1rxn 20,00
Hacimi uL

Hazirlanan karisimlar daha sonra kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.



44

Calismada kullanilacak optimum prob konsantrasyonunu belirlemek amaciyla iki

farkli kombinasyon tasarlanmis ve hedeflenen konsantrasyonda prob ve Prob master

karisimi  hazirlanmistir. Prob master ve 250 nanomol prob karisim, “A” olarak

kodlanmig ve hazirlama hesaplamasi Tablo 3-13’de, Prob master ve 150 nanomol prob

karisim ise “B” olarak kodlanmis ve hazirlama hesaplamasi Tablo 3-14’de verilmistir.

Tablo 3-13: 250 nmol prob ve master karisimi

Reaksiyon 6 Prob+
2. ba n); Ornek+3 Master
Stok, ersékli Negatif  Karisim
nM % : =9+(1)=1 (4 Yontem
acim . .
0 icin)
lleri primer 55500 900 900 300 300 0,90 9,00
GerlPrimerR 50000 900 300 900 300 0,90 9,00
2XProbe
10,00 100,00 400 uLL
Master
1reak5|¥on 20.00 UL
hacmi
Tablo 3-14: 150 nmol prob ve master karisimi
Reaksiyon 6 Prob+
2. ba n3; Ornek+3 Master
Stok, ers(;kli Negatif  Karisim
nM % : =0+(1)= (4 Yontem
acim . .
10 icin)
fleri primer F 20000 = 900 900 300 300 0,90 9,00
Geri Primer R 20000 900 300 900 300 0,90 9,00

2 X Probe

Master

10,00

1 reaksiyon

! 20.00 uL
hacmi

100,00 400 uL
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Hazirlanan prob karisimlar ile daha 6nce hazirlanan primer karisimi kullanilarak

8 farkli kombinasyonda reaksiyon ¢ozeltisi hazrilanmistir. PCR ¢ozeltisini hazirlama

protokolii Tablo 3-15°de verilmistir.

Tablo 3-15: Sekiz farkli PCR kombinasyon protokolii

Yontem | Prob Master+Prob (uL) F+R Karisim (uL) ddH,0

A B X Y z (uL)
1AX 102,5 18 29,5
2AY 102,5 12 35,5
3AZ 102,5 12 35,5
4AT 102,5 41,5
1BX 101,5 18 30,5
2BY 101,5 12 36,5
3BZ 101,5 12 36,5
4BZ 101,5 42,5

Sekiz farkli yonteme goére hazirlanan PCR ¢ozeltisi, Roche marka, “LightCycler®

480 Instrument II” cihazina ait 96’lik tabakadaki kuyucuklara temiz alanda aktarilmas,

sonrasinda her kuyucuga DNA 0Ornegi eklenmistir. Reaksiyonun gerceklesmesi igin

gerekli PCR kosullar1 Tablo 3-16°da verilmistir.

Tablo 3-16: gPCR kosullar

Basamak Sicakhik Siire Dongii
Denatiirasyon 95°C 10 dk 1
Denatilirasyon 95°C 15sn

40
Primer baglanmasi 64°C 1dk
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gPCR sonrasi, ayni DNA 6rneginde farkli primer ve prob kombinasyonlarindan
elde edilen esik deger (Ct) belirlenmistir. Farkli primer ve prob konsantrasyonunda
PCR sonrast olasi istenmeyen baglanmanin kontrolii amaciyla tiim ornekler %2’°lik
agaroz jel elektroforezinde 120 V’da 50 dakika yiiriitilerek, UV altinda
goriintiilenmistir. Jel goriintiisii ile Ct degerleri birlikte degerlendirilerek, her bir
reaksiyon igin, beta aktin geni ¢alisildiginda 900 nanomol ileri, 300 nanomol geri ve
150 nanomol prob konsantrasyonunun optimum PCR reaksiyonunu olusturdugu,
mtDNA’y1 temsil eden primer prob calisildiginda ise, 900 nanomol ileri, 900 nanomol
geri ve 250 nanomol prob konsantrasyonunun optimum PCR reaksiyonunu olusturdugu
belirlenmistir.

qPCR reaksiyonu sonrasinda elde edilen veriler degerlendirilerek, optimum PCR
kosullarin1 saglayan primer ve prob konsantrasyonlarindada tiim orneklerin hem
MtDNA hem de niikleer DNA kopya sayilari, dijital PCR ile kantitatif olarak
Olclilmiistiir. Tim oOrneklerin ilk olarak seyreltim yapilmadan reaksiyonlari
gerceklestirilmis ve elde edilen degerler kopya/uL cinsinden degerlendirilmis ve dijital
PCR’1in optimum caligma aralifinda olmayan yiiksek konsantrasyona sahip 6rnekler
seyreltilerek deney tekrar edilmistir.

Dijital PCR reaksiyonlari, ger¢ek zamanli PCR’mn aksine 14,5 wuL’de
gerceklestirilmistir. qPCR reaksiyonu ile optimizasyonu yapilan mtDNA ve Beta Aktin
primerleri kullanilarak hazirlanan PCR ¢ozeltisi Applied Biosystemsquantstudio 3D
Digital PCR System cihazi ile 6n reaksiyon gerceklestirilmistir. gPCR’dan elde edilen
verilerin mtDNA i¢in uygun oldugu ancak Beta aktin geni i¢in prob konstantrasyonunun
sinyalininin diisiik oldugu gozlemlenmis ve okunan sinyalin daha yiiksek olmasi
amaciyla prob konsantrasyonu rekasiyon basina 250 nanomol olacak sekilde
giincellenmistir.  Giincellenen primer ve prob konsantrasyonlari ile tiim orneklerin
reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Her bir deneyde maksimum c¢alisilabilecek 6rnek
sayist 24 oldugundan Ornekler farkli giinlerde calisilmistir. Bu amagla, hazirlanan
mMtDNA reaksiyon karisim protokolii Tablo 3-17‘de ve Beta aktin reaksiyon karisim
protokolii Tablo 3-18’de verilmistir.
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Tablo 3-17: dPCR mtDNA reaksiyon karisimi

2. Stok Son 1 Reaksiyon icin
Konsantrasyon - .
nM (uL) gerekli hacim (uL)
Primer (F) 20000 900 0,22
Primer (R) 20000 900 0,22
Prob FAM 20000 250 0,11
ddH20 - - 1,71
2 X dPCR Master Stok Stok 7,25
DNA ; ] 5
Toplam Hacim 14,5
Tablo 3-18: dPCR Beta aktin reaksiyon karisimi
2. Stok S 1 Reaksiyon i¢in
Konsantrasyon . .
nM gerekli hacim (uL)
(uL)
Primer (F) 20000 900 0,22
Primer (R) 20000 300 0,22
Prob HEX 20000 250 0,11
ddH20 - - 1,71
2 X dPCR Master Stok Stok 7,25
DNA - ; 5
Toplam Hacim 14,5

PCR kabininde hazirlanan reaksiyon ¢ozeltileri, yine kabin igerisinde 24 farkl
PCR tiipiintin her birine 9,5 uL hacimde reaksiyon karisimi eklenmistir. PCR tiipleri
daha sonra deneyin yapilacagi alana getirilerek her bir PCR tiipiine 5’er uL hacimde
DNA o6rnegi eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Hazirlanan PCR karigimlart her 6rnek i¢in

ayr1 ayri ¢iplere yliklenmistir. (Sekil 3-2).
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Sekil 3-2: dPCR ciplere DNA yiikleme goriintiisii
Cip ytikleme iglemi sonras1 dPCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmek iizere 1s11 dongii
cihazina yerlestiririmistir. dPCR 1s1l dongili reaksiyon basamaklari Tablo 3-19’da

verilmigtir.

Tablo 3-19: dPCR Kkosullar:

Basamak Sicakhik Siire Dongii
Denatiirasyon 95°C 10 dk 1
Denatiirasyon 95°C 15sn

39
Primer baglanmasi 60°C 1dk

Isil dongli cihazinda reaksiyon gergeklesmesi sonrasinda tiim ¢ipler olasi
yansimalar1 6nlemek ve ¢ip tizerindeki yag kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in 2-propanol
kullanilarak tozsuz pecete ile silinmis ve sonrasinda sirasi ile ikiser tekrarli olmak tizere

spektrofotometrik olarak okumalar1 gergeklestirilmistir (Sekil 3-3).
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Sekil 3-3: dPCR ¢ip okutma goriintiisii

Cip okutmasi sonrasinda ¢iplerden aliman ham veriler “QuantStudio 3D
AnalysisSuite Cloud Software” yazilimina yiiklenerek, olasi okuma ve yazilimsal

hatalarin 6niine gegmek igin manuel olarak analizleri gergeklestirildi (Sekil 3-4).

mtDNA-Bet aktin e poect o o 4 comment
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Sekil 3-4: QuantStudio 3D analiz yazilm
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dPCR cihazindan alinan verilerin optimum verimde olmasi i¢in, {iretici tarafindan
200-3000 kopya optimum DNA kopya sayisit oldugu bildirilmistir. Cihazdan alinan
veriler sonrasinda bazi ornekler mtDNA kopya sayisinin cihazin optimum ¢alisma
aralig1 disinda oldugu belirlenmistir. Bu sebeple elde edilen kopya sayis1 verilerine gore

ilgili 6rneklerde seyreltim yapilarak deneyler tekrar edilmistir.

3.2.7. Istatistiksel analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri icin SPSS 22 paket programi
kullanilmastr.

[Ik olarak, hasta ve kontrol grubunun PCR reaksiyonu sonucu hesaplanan
degerlerin normal dagilip dagilmadigi belirlemek amaciyla bir dizi test
gerceklestirilmistir. Verilerin normallik degerlendirmesi i¢in ana testler Kolmogorov-
Smirnov (KS) testi, Lilliefors diizeltilmis KS testi, Shapiro-Wilk testi, Anderson-
Sevgilim testi, Cramer- von Mises testi ve D'Agostino ¢arpiklik testi gibi bircok test
kullanilabilir (128-130).

Bu tez projesinde de ilk olarak, hasta ve kontrol grubunun PCR reaksiyonu
sonucu hesaplanan degerlerin normal dagilip dagilmadigi belirlemek amaciyla
Skewness (Carpiklik) ve Kurtosis (Basiklik) degerleri hesaplanmistir. Hesaplama
sonucunda - 1,5 ile +1 araligmm disinda yer alan verilerin normal dagilmadigi kabul
edilmistir. Ayrica Shapiro-Wilk testi sonucu p degerinin 0,05’den kii¢iik olmasi
durumunda verilerin normal dagilmadig kabul edilmistir.

Normal dagilim gostermedigi belirlenen verilerin analizi i¢in “parametrik
olmayan 2-bagimsiz gruplar” analizi yapilarak Mann-Whitney testi degerleri elde
edilmistir. Bu test sonucuna gore p<0,05 bulundugu durumda, hasta ve kontrol grubu

arasindaki fark anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez c¢aligmasinda HCC hastalarinda serbest DNA analizi ile biyo-belirteg
taranmas1 amaglanmstir. Ilk olarak serbet DNA’dan izolasyon yontemi gelistirilmesi
sonrasinda PD-L1 gen kopya sayisinin Beta aktin gen kopya sayisina oraninin gercek
zamanli PCR yontemi ile belirlenmesi, hedeflenen dort miRNA’ya ait ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi ve mtDNA kopya sayisindaki degisimin hem kantitatif PCR

ile hem de dijital PCR ile belirlenmesi amag¢lanmaistir.

4.1. Serbest DNA izolasyon Yontem Karsilastirmasina Ait Bulgular

Bu calismada 9 farkli yontem; silica jel yontemi, Fenol Kloroform Metodu-1,
Fenol Kloroform Metodu-2, amonyum asetat metodu, Sodium n-laurilsarkosin metodu,
Sodyum asetat metodu, Silica Jel Metodu-2, Zymo cell-free isolation kit ve Norgen cell-
free isolation kit ile ayni plazma Orneginden iicer tekrarli serbest DNA izolasyonu
yapilmustir. Izole edilen DNA’larin A260/280, A260/230 degerleri belirlenerek, saflik
ve konsantrasyonlar1 hakkinda karsilagtirma yapilmistir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Farkl izolasyon yontemlere ait serbest DNA konsantrasyonlari

Yontem Adi ng/ul A260 A280 260/280 260/230
Fenol Kloroform Metodu-1 42854 857 4,72 1,78 1,45
Silica Jel Metodu-1 41,32 0,83 0,37 2,27 0,41
Fenol Kloroform Metodu-2 13,23 0,26 0,19 1,09 0,50
Amonyum Asetat Metodu 51,11 1,02 0,70 1,46 2,94
Sodium N-Laurilsarkosin Metodu 497,12 9,94 1393 0,71 0,99
Silica Jel Metodu-2 219,23 4,38 6,78 0,65 0,73
Sodyum Asetat Metodu 39250 7,85 6,04 1,29 0,62
Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kit 12,07 0,24 0,15 1,66 0,24

Plasma/Serum Cell-Free Circulating DNA

Purification Mini Kit 445 009 007 1,25 0,41
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Izolasyon yonteminden kaynakli olan bazi safsizliklar, polimeraz zincirleme
tepkimesini inhibe edebildiginden yoOntemler aras1 safsizliklarin derisimlerinin
belirlenerek karsilastiriimasi 6nemlidir. Bu sebepler tiim yontemlerle izole edilen
DNA'’lardaki safsizliklar Niikleer Manyetik Rezonans(NMR) ile kiitlesel olarak
belirlenmistir (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: Farkh izolasyon yontemlerinde NMR safsizlik degerleri

u | Jr WMUWLJWL_J,LW i
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Yontemler arasinda izole edilen DNA’nin verimini karsilastirmak amaciyla her
izolasyon yonteminden iki tekrarlt olmak {izere, her protokolden toplam 6 tekrarli hem
niikkleer DNA’y1 hedefleyen hem de mtDNA’y1 hedefleyen PCR reaksiyonu
gerceklestirilmisti. PCR  sonrast tiim izolasyon yontemlerinin  Ct degerleri

hesaplanmistir (Tablo 4-3 ve Tablo 4-4).



Tablo 4-3: Tiim izolasyon yontemlerinin niikleer DNA qPCR Ct degerleri

Standart Standart
Yontem Adx Stok Ct 1/10 Ct
Sapma Sapma
Fenol Kloroform Metodu-1 34,9 1,3 38,0 1,2
Silica Jel Metodu-1 31,0 0,2 34,7 0,5
Fenol Kloroform Metodu-2 31,1 0,0 34,6 0,4
Amonyum Asetat Metodu 32,8 1,2 36,8 0,7
Sodium  N-Laurilsarkosin
39,2 - 38,1 1,4

Metodu
Silica Jel Metodu-2 36,9 0,6 39,7 0,6
Sodyum Asetat Metodu 35,6 0,6 38,4 0,9
Quick-cfDNA™ Serum &

) 31,1 0,5 34,5 0,3
Plasma Kit
Plasma/Serum Cell-Free
Circulating DNA 316 0,2 35,2 0,4
Purification Mini Kit
Negatif - -

Pozitif 26,0 0,1 30,7
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Tablo 4-4: Tiim izolasyon yontemlerinin qPCR mtDNA Ct degerleri

Yontem Adi Stok Ct Standart 1/10 Ct Standart
Sapma Sapma

Fenol Kloroform Metodu-1 26,2 1,1 21,7 0,3

Silica Jel Metodu-1 21,9 0,2 25,4 0,2

Fenol Kloroform Metodu-2 20,9 0,1 25,6 0,2

Amonyum Asetat Metodu 23,3 0,9 26,8 0,9

Sodium  N-Laurilsarkosin

Metodu 35,0 28,2 0,1

Silica Jel Metodu-2 27,1 0,5 33,3 0,3

Sodyum Asetat Metodu 26,1 0,6 32,1 0,3

Quick-cfDNA™ Serum &

Plasma Kit 21,5 0,4 24,8 0,2

Plasma/Serum Cell-Free

Circulating DNA

Purification Mini Kit 21,8 0,1 25,1 0,2

Negatif 0,0

Pozitif 18,8 0,0 22,2 0,0

Tiim izolasyon yontemlerinin A260/280 ve A260/230 absorbans degerleri, qNMR
safsizlik degerleri, niikleer DNA ve mtDNA PCR sonucu Ct degerleri ayri ayri
degerlemdirilmistir. Tim bu veriler degerlendirildiginde ticari olarak satilan Quick-
cfDNA™ Serum & Plasma Kit ve Plasma/Serum Cell-Free Circulating DNA
Purification Mini Kit ile bu tez ¢alismasinda gelistirilen Silica Jel Metodu-1 ve Fenol
Kloroform Metodu-2 yontemi en yiiksek verimde ve saflikta serbest DNA izolasyonuna

olanak sagladigi belirlenmistir.
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4.2. Hasta ve kontrol érneklere ait bilgiler

Bu tez caligmasinda Hepatoseliiler karsinoma hastaliginin erken teshisinde ve
tedavisinin izlenmesinde kullanilabilecek biyo-belirte¢ taranmasi hedeflenmis, Istanbul
Universitesi Onkoloji Enstitiisii ve Istanbul Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi polikliniklerine bagvuran yeni tanist konulmus 34 HCC hastasindan alinan
serum Ornekleri hasta ve hastalikla iliskisi olmayan 34 kontrol grubu bireylerden alinan
serum Orneklerinde serbest DNA izole edilerek deneyler gerceklestirilmistir.

Calismaya katilan 34 hastanin 13’iine Hepatit B tanis1 konmus, 12’sine Hepatit C
tanis1 konulmus ve 2 hastaya ise hem Hepatit B hem de Hepatit C tanis1 konulmustur
(Sekil 4-1). Hastalarin 8’ine ise Siroz tanisi konulmustur. Hastalarin 12’si hayatinin
belli donemlerinde sigara kullanirken, 7°si hayatinin belli donemlerinde alkol
kullanmigtir. Hem sigara hem de alkol kullanan hasta sayisi 2 dir. (Sekil 4-2).
Hastalarin 14’°ilinti kadinlar, 20’sini erkekler olusturmaktadir. Hasta bireylerin en yaslisi
75, en genci ise 34 yasindadir. Hastalarin yas ortalamasi 46 dir. Kontrol grubunun ise
14’{int kadinlar, 20’sini erkekler olusturmaktadir. Kontrol grubu bireyler, her hangi bir
kanser tanist konulmamis, en yaslist 75, en genci ise 34 yasinda olan goniilliillerden
olugmustur. Kontrol grubunun 8’1 sigara kullanicisi, 7°si hayatlarinin belli donemlerinde

alkol kullandigin1 bildirmistir.
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@ Hepatit B

@ Hepatit C
MHepatit Bve C

I Hepatit B ve C yok

Sekil 4-1: Hasta grubu Hepatit B ve Hepatit C dagilin

4 Alkol

@ Sigara

4 Sigara ve Alkol
U Hicbir

Sekil 4-2: Hasta grubu Sigara ve Alkol kullanim dagilim

Hasta ve kontrol bireylerden alinan 5 -10 cc vendz kan 6rnekleri 3000 rpm’de Sdk
santrifiij edilerek elde edilen serum 6rneklerinden ayrica “mirVana™ miRNA Isolation
Kit” kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmis optik dansite Ol¢limii
gerceklestirilmistir. Optik dansite sonuglarina gore tiim orneklerde RNA izolasyonu
gerceklesmis hem hasta hem de kontrol 6rneklerde serbest RNA oldugundan dolay:
konsantrasyonlarmin diisiik, izolasyon ¢ozeltisinde ise safsizliklarin yiiksek oldugu
belirlenmistir (Tablo 4-5).



Tablo 4-5: Hastalardan izole edilen RNA’larin optik dansite sonuglari

Ornek Adi ng/ul 260/280 260/230
Hasta- 1 15.8 1.17 0.13
Hasta- 2 9.6 1.32 0.14
Hasta- 3 4.2 1.46 0.36
Hasta- 4 6.8 1.47 0.54
Hasta- 5 22.1 1.38 0.04
Hasta- 6 84.2 1.57 0.15
Hasta- 7 10.7 0.96 0.08
Hasta- 8 4.1 1.58 0.07
Hasta- 9 8.1 0.87 0.10
Hasta- 10 69.4 151 0.10
Hasta- 11 4.5 0.78 0.10
Hasta- 12 4.2 0.99 0.16
Hasta- 13 10.5 1.39 0.15
Hasta- 14 4.9 1.60 0.16
Hasta- 15 18.0 1.18 0.03
Hasta- 16 3.5 1.19 0.05
Hasta- 17 15.8 1.36 0.04
Hasta- 18 70.5 1.49 0.10
Hasta- 19 21.9 0.61 0.11
Hasta- 20 53.0 1.98 0.11
Hasta- 21 35 1.24 0.10
Hasta- 22 8.2 1.30 0.02
Hasta- 23 13.1 1.18 0.08
Hasta- 24 6.8 0.74 0.12
Hasta- 25 5.0 1.31 0.17
Hasta- 26 5.3 0.81 0.10
Hasta- 27 7.3 1.52 0.67
Hasta- 28 3.5 1.49 0.09
Hasta- 29 36.5 0.89 0.46
Hasta- 30 12.5 1.32 0.04
Hasta- 31 4.4 0.81 0.11
Hasta- 32 5.2 1.37 0.31
Hasta- 33 20.4 1.45 0.21

Hasta- 34 3.5 1.91 0.06



Tablo 4-6: Kontrollerden izole edilen RNA’larin optik dansite sonuglari

Ornek Adi ng/ul 260/280  260/230
Kontrol- 1 2,2 1,48 0,01
Kontrol- 2 5,53 0,80 0,08
Kontrol- 3 13,6 1,54 0,05
Kontrol- 4 4,1 0,92 0,05
Kontrol- 5 44 1,36 0,03
Kontrol- 6 6,1 1,11 0,03
Kontrol- 7 49 1,28 0,04
Kontrol- 8 15,8 1,09 0,05
Kontrol- 9 16,0 0,75 0,07
Kontrol- 10 6,04 1,33 0,03
Kontrol- 11 521 0,82 -0,10
Kontrol- 12 5,15 1,42 0,06
Kontrol- 13 19,18 1,44 0,05
Kontrol- 14 9,55 0,72 0,04
Kontrol- 15 6,37 1,57 0,01
Kontrol- 16 21,09 0,62 0,08
Kontrol- 17 3,23 1,39 0,01
Kontrol- 18 10,00 1,30 0,11
Kontrol- 19 4,23 0,93 0,02
Kontrol- 20 7,81 0,77 0,06
Kontrol- 21 6,19 1,33 0,03
Kontrol- 22 22,89 1,55 0,04
Kontrol- 23 2,45 1,24 0,14
Kontrol- 24 7,86 1,52 0,05
Kontrol- 25 5,40 1,28 0,06
Kontrol- 26 1,76 3,85 0,11
Kontrol- 27 4,37 1,41 0,02
Kontrol- 28 6,82 1,34 0,03
Kontrol- 29 5,09 1,17 0,07
Kontrol- 30 2,70 1,00 0,05
Kontrol- 31 3,40 0,49 0,03
Kontrol- 32 8,45 1,73 0,02
Kontrol- 33 5,44 0,73 0,11

Kontrol- 34 6,19 1,22 0,07
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4.3. PD-L1/Beta aktin gen kopya sayis1 degisim analiz bulgular

Hasta ve kontrol bireylerden izole edilen serbest DNA 6rneklerinde PD-L1/Beta
aktin gen kopya sayisi oranindaki olasi degisimin belirlenmesi amaciyla her iki gene ait
primer ve problar hem ayr1 ayr1 hem de ¢oklu olarak kullanilabilirligi belirlenmistir. Bu
amagcla ilk olarak PCR deneyi gerc¢eklestirilmis sonrasinda agaroz jel elektroforezinde
DNA bantlarinin istenilen sekilde, tekli ve ¢oklu oldugu ayr1 ayr1 gozlemlenmistir

(Sekil 4-3).

GeneRuller
1kb ladder

Bp

Negatif |PD-L1/Ba.|PD-L1/Ba.| Baktin | Baktin | Baktin | Baktin | B aktin

1000

700
500
400

300
200

75 <«

Sekil 4-3: PD-L1 ve Beta aktin genleri agaroz jel elektroforezi

Tiim hasta ve kontrol bireyerden alinan serum 6rneklerinden izole edilen serbest
DNA’larda, PD-L1/Beta aktin gen kopya sayisi hesaplanirken Olgiim belirsizligini
diistirmek amaciyla ¢coklu PCR reaksiyonu tercih edilmistir. Deney tiim hasta ve kontrol
bireyler i¢in iki tekrarli olarak gerceklestrilmistir. Kontrol grubu PD-L1/Beta aktin Ct
degerleri Tablo 4-7°de, Hasta grubu PD-L1/Beta aktin Ct degerleri Tablo 4-8’da

verilmistir.



Tablo 4-7: Kontrol grubu PD-L1/Beta aktin Ct degerleri

Kontrol FAM-VIC Ortalama  Standart
Numarasi FANHEE WlieHel ACt ACt Sapma
Kontrol-1 32,10 30,53 1,57
Kontrol-2 31,82 29,12 2,70
Kontrol-3 33,48 31,77 1,72
Kontrol-4 32,92 31,07 1,85
Kontrol-5 32,27 30,55 1,72
Kontrol-6 32,49 30,18 2,32
Kontrol-7 34,14 32,39 1,75
Kontrol-8 34,24 32,09 2,15
Kontrol-9 33,07 30,42 2,65
Kontrol-10 33,56 31,78 1,78
Kontrol-11 33,23 31,44 1,79
Kontrol-12 32,89 30,20 2,69
Kontrol-13 34,18 31,75 2,43
Kontrol-14 31,96 30,08 1,88
Kontrol-15 33,94 32,16 1,78
Kontrol-16 33,23 31,44 1,79
Kontrol-17 32,57 30,03 2,55 2,202353 +0,44
Kontrol-18 31,74 29,97 1,78
Kontrol-19 33,06 30,58 2,48
Kontrol-20 33,76 31,39 2,37
Kontrol-21 33,22 30,82 2,40
Kontrol-22 34,38 33,45 0,93
Kontrol-23 31,77 29,16 2,61
Kontrol-24 31,95 29,27 2,68
Kontrol-25 31,46 28,95 2,51
Kontrol-26 35,20 33,40 1,79
Kontrol-27 32,84 30,21 2,63
Kontrol-28 32,78 30,52 2,26
Kontrol-29 32,24 29,70 2,54
Kontrol-30 33,80 31,11 2,69
Kontrol-31 31,76 29,18 2,58
Kontrol-32 34,02 31,54 2,48
Kontrol-33 33,13 30,53 2,60

Kontrol-34 32,73 30,25 2,48
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Tablo 4-8: Hasta grubu PD-L1/Beta aktin Ct degerleri

Hasta Ortalama Ortalama FAM-VIC Ortalama Standart
Numarasi FAM-Ct Hex-Ct ACt ACt Sapma
Hasta-1 32,36 30,07 2,29
Hasta-2 31,46 28,77 2,69
Hasta-3 30,55 27,86 2,69
Hasta-4 32,64 30,34 2,30
Hasta-5 31,31 28,96 2,36
Hasta-6 32,83 30,82 2,01
Hasta-7 31,41 28,67 2,75
Hasta-8 32,72 30,19 2,53
Hasta-9 32,90 30,64 2,26
Hasta-10 34,77 32,20 2,58
Hasta-11 32,80 30,02 2,78
Hasta-12 32,82 30,13 2,69
Hasta-13 31,39 30,12 1,27
Hasta-14 32,01 29,68 2,33
Hasta-15 31,87 29,71 2,17
Hasta-16 30,39 28,32 2,07
Hasta-17 32,11 30,23 1,88 235 10,42
Hasta-18 31,55 29,40 2,15
Hasta-19 28,05 25,12 2,93
Hasta-20 31,14 28,18 2,97
Hasta-21 34,08 32,46 1,62
Hasta-22 29,95 28,77 1,18
Hasta-23 30,31 27,75 2,56
Hasta-24 31,60 29,06 2,54
Hasta-25 26,94 24,13 2,81
Hasta-26 33,56 31,18 2,38
Hasta-27 33,12 30,98 2,14
Hasta-28 30,29 27,86 2,44
Hasta-29 31,72 29,09 2,63
Hasta-30 31,14 28,71 2,43
Hasta-31 29,13 26,44 2,69
Hasta-32 29,26 27,07 2,19
Hasta-33 33,82 31,63 2,20

Hasta-34 29,63 27,02 2,61
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4.4. Serbest mtDNA kopya sayisi analiz bulgular:

Hasta ve kontrol bireylerden alinan serum 6rneklerinden izole edilen serbest DNA
ornekleri ilk olarak konsantrasyonlari Sl¢iilmiis, hastalardan izole edilen DNA’larin
optik dansite sonuglar1 Tablo 4-9°da, kontrollerden izole edilen DNA’larin optik dansite

sonuclar1 Tablo 4-10’da verilmistir.

Tablo 4-9: Hastalardan izole edilen DNA’larin optik dansite sonuglari

Ornek Adi ng/ul A260 A280 260/280 260/230
Kontrol- 1 10,2 0,204 0,107 1,91 0,86
Kontrol- 2 10,34 0,207 0,125 1,65 0,88
Kontrol- 3 36,29 0,726 0,496 1,46 0,91
Kontrol- 4 23,46 0,469 0,323 1,45 0,78
Kontrol- 5 40,77 0,815 0,547 1,49 0,96
Kontrol- 6 12,01 0,24 0,138 1,74 0,86
Kontrol- 7 25,87 0,517 0,359 1,44 0,76
Kontrol- 8 38,57 0,771 0,526 1,47 0,91
Kontrol- 9 20,54 0,411 0,261 1,58 0,76
Kontrol- 10 5,57 0,111 0,082 1,37 0,8
Kontrol- 11 6,13 0,123 0,075 1,63 0,81
Kontrol- 12 5,9 0,118 0,062 1,89 0,77
Kontrol- 13 6,4 0,128 0,079 1,63 0,75
Kontrol- 14 6,78 0,136 0,084 1,62 0,66
Kontrol- 15 45,15 0,903 0,621 1,45 0,96
Kontrol- 16 8,68 0,174 0,087 2 0,89
Kontrol- 17 10,84 0,217 0,124 1,75 0,85
Kontrol- 18 10,68 0,214 0,138 1,55 0,88
Kontrol- 19 1,66 0,033 0,104 0,32 1,71
Kontrol- 20 29,36 0,587 0,392 15 0,86
Kontrol- 21 29,6 0,592 0,401 1,48 0,73
Kontrol- 22 6,1 0,122 0,087 1,4 0,77
Kontrol- 23 20 0,4 0,261 1,53 0,77
Kontrol- 24 41,28 0,826 0,546 1,51 0,94
Kontrol- 25 32,46 0,649 0,416 1,56 0,9
Kontrol- 26 41,49 0,83 0,567 1,46 0,95
Kontrol- 27 23 0,46 0,31 1,48 0,77
Kontrol- 28 4,76 0,095 0,045 2,14 0,83
Kontrol- 29 5,53 0,111 0,07 1,57 0,85
Kontrol- 30 22,29 0,446 0,29 1,54 0,78
Kontrol- 31 24,07 0,481 0,316 1,53 0,85
Kontrol- 32 10,31 0,206 0,124 1,67 0,89
Kontrol- 33 7,26 0,145 0,095 1,52 0,67

Kontrol- 34 23,27 0,465 0,311 1,5 0,83



Tablo 4-10: Kontrollerden izole edilen DNA’larin optik dansite sonug¢lari

Ornek Adi ng/ul A260 A280 260/280 260/230
Kontrol- 1 10,2 0,204 0,107 1,91 0,86
Kontrol- 2 10,34 0,207 0,125 1,65 0,88
Kontrol- 3 36,29 0,726 0,496 1,46 0,91
Kontrol- 4 23,46 0,469 0,323 1,45 0,78
Kontrol- 5 40,77 0,815 0,547 1,49 0,96
Kontrol- 6 12,01 0,24 0,138 1,74 0,86
Kontrol- 7 25,87 0,517 0,359 1,44 0,76
Kontrol- 8 38,57 0,771 0,526 1,47 0,91
Kontrol- 9 2054 0,411 0,261 1,58 0,76
Kontrol- 10 5,57 0,111 0,082 1,37 0,8
Kontrol- 11 6,13 0,123 0,075 1,63 0,81
Kontrol- 12 59 0,118 0,062 1,89 0,77
Kontrol- 13 6,4 0,128 0,079 1,63 0,75
Kontrol- 14 6,78 0,136 0,084 1,62 0,66
Kontrol- 15 45,15 0,903 0,621 1,45 0,96
Kontrol- 16 8,68 0,174 0,087 2 0,89
Kontrol- 17 10,84 0,217 0,124 1,75 0,85
Kontrol- 18 10,68 0,214 0,138 1,55 0,88
Kontrol- 19 1,66 0,033 0,104 0,32 1,71
Kontrol- 20 29,36 0,587 0,392 15 0,86
Kontrol- 21 29,6 0,592 0,401 1,48 0,73
Kontrol- 22 6,1 0,122 0,087 14 0,77
Kontrol- 23 20 0,4 0,261 1,53 0,77
Kontrol- 24 41,28 0,826 0,546 1,51 0,94
Kontrol- 25 32,46 0,649 0,416 1,56 0,9
Kontrol- 26 41,49 0,83 0,567 1,46 0,95
Kontrol- 27 23 0,46 0,31 1,48 0,77
Kontrol- 28 4,76 0,095 0,045 2,14 0,83
Kontrol- 29 5,53 0,111 0,07 1,57 0,85
Kontrol- 30 22,29 0,446 0,29 1,54 0,78
Kontrol- 31 24,07 0,481 0,316 1,53 0,85
Kontrol- 32 10,31 0,206 0,124 1,67 0,89
Kontrol- 33 7,26 0,145 0,095 1,52 0,67

Kontrol- 34 23,27 0,465 0,311 1,5 0,83
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Hasta ve kontrollerden izole edilen DNA’larin konsantrasyonlarindaki degisim
hem serbest DNA olmasindan kaynakli belirsizligin yiiksek olmasi hem de izolasyon
orneginin igerdigi yag miktar1 ile dogrudan orantili olugu diisliniilmektedir. Analiz
sirasinda ayni kisiye ait iki gen goreceli olarak degerlendirildiginden izole edilen
DNA’nin konsantrasyonu analiz sonucunu degistirmeyecektir.

MtDNA kopya sayisindaki degisimin belirlenmesi amaciyla Beta aktin genine
orant hem qPCR hem de dPCR ile belirlenmistir. Ikiser tekrarli gerceklestirilen gQPCR
reaksiyonu sonucu elde edilen hasta grubu 6rneklerin mtDNA ve Beta aktin geni qPCR
Ct degerleri ortalamalar: Tablo 4-11°de verilmistir.



Tablo 4-11: Hasta grubu 6rneklerin mtDNA ve Beta aktin geni qPCR Ct degerleri

Hasta
Numarasi

Hasta-1

Hasta-2

Hasta-3

Hasta-4

Hasta-5

Hasta-6

Hasta-7

Hasta-8

Hasta-9

Hasta-10
Hasta-11
Hasta-12
Hasta-13
Hasta-14
Hasta-15
Hasta-16
Hasta-17
Hasta-18
Hasta-19
Hasta-20
Hasta-21
Hasta-22
Hasta-23
Hasta-24
Hasta-25
Hasta-26
Hasta-27
Hasta-28
Hasta-29
Hasta-30
Hasta-31
Hasta-32
Hasta-33
Hasta-34

Ortalama
FAM-Ct

21,77
24,085
27,235
24,575

24,01
24,765
22,715

24,58
24,475

26,78

24,43
25,425
24,385

23,87

22,94

23,18
25,515

23,49

21,36
23,125
24,175
23,995
23,105

24,02

19,53

25,07
25,375
23,825
23,935
23,325
23,085
20,675
25,055
23,315

Ortalama
Hex-Ct

30,79
27,1
30,385
29,725
26,755
28,36
26,245
29,825
28,48
31,25
28,62
28,985
27,95
28,01
29,245
26,38
27,985
27,6
23,595
26,99
28,74
28,41
26,5
27,65
22,7
29,17
29,27
26,495
27,81
27,46
24,98
24,75
30,265
25,635

HEX-FAM

ACt

3,02
3,015
3,15
5,15
2,745
3,595
3,53
5,245
4,005
4,47
4,19
3,56
3,565
4,14
6,305
3,2
2,47
4,11
2,235
3,865
4,565
4,415
3,395
3,63
3,17
4,1
3,895
2,67
3,875
4,135
1,895
4,075
521
2,32

Ortalama

ACt

3,73

0,94

65

Standart
Sapma
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Hasta grubundan elde edilen veriler karsilastirilmak iizere ayni reaksiyon kontrol
grubunda da ikiser tekrarli olmak iizere gerceklestirilmistir. QPCR reaksiyonu sonucu
elde edilen kontrol grubu orneklerin mtDNA ve Beta aktin geni qPCR Ct degerleri
Tablo 4-12°de verilmistir.

Tablo 4-12: Kontrol grubu érneklerin mtDNA ve Beta aktin geni qPCR Ct degerleri

Kontrol Ortalama Ortalama HEX-FAM Ortalama Standart
Numaras1 FAM-Ct Hex-Ct ACt ACt Sapma
Kontrol-1 24,355 28,635 4,28

Kontrol-2 23,455 27,64 4,185

Kontrol-3 25,675 30,175 4,5

Kontrol-4 23,885 29,05 5,165

Kontrol-5 24,055 28,435 4,38

Kontrol-6 23,545 27,84 4,295

Kontrol-7 25,73 30,28 4,55

Kontrol-8 24,12 30,33 6,21

Kontrol-9 23,405 28,53 5,125

Kontrol-10 24,155 29,45 5,295

Kontrol-11 24,39 29,59 5,2

Kontrol-12 23,74 28,3 4,56

Kontrol-13 24,315 28,805 4,49 4,53 0,54
Kontrol-14 23,19 27,125 3,935

Kontrol-15 25 29,465 4,465

Kontrol-16 24,815 29,185 4,37

Kontrol-17 23,98 28,42 4,44

Kontrol-18 25,06 29,115 4,055

Kontrol-19 24,17 27,875 3,705

Kontrol-20 24,755 28,515 3,76

Kontrol-21 24,105 28,16 4,055

Kontrol-22 27,125 31,595 4,47

Kontrol-23 23,73 27,66 3,93

Kontrol-24 23,63 28,165 4,535

Kontrol-25 24,13 28,425 4,295

Kontrol-26 24,865 29,45 4,585



Tablo 4-13:

Kontrol
Numarasi

Kontrol-27
Kontrol-28
Kontrol-29
Kontrol-30
Kontrol-31
Kontrol-32
Kontrol-33
Kontrol-34

devami

Ortalama
FAM-Ct

24,91
23,23
24,21
24,515
22,865
24,6
24,355
23,265

Ortalama
Hex-Ct

29,49
28,31
27,88
29,41
27,46
29,615
28,405
28,46

HEX-FAM
ACt

4,58
5,08
3,67
4,895
4,595
5,015
4,05
5,195

67

mtDNA kopya sayisindaki degisimin hassas olarak belirlenmesi igin, Beta aktin

genine orani dPCR ile belirlenmistir. Her bir reaksiyonda maksimum 24 6rnek (Cip)

calisilabildiginden, reaksiyon basma maksimum 24 o6rnek calisilmustir. Ozellikle

mtDNA kopya sayisinin dijital PCR ¢alisma araligi disinda kalan (yiiksek deger)

ornekler seyreltilerek reaksiyonlari tekrar gerceklestirilmistir.

dPCR reaksiyonu sonucu elde edilen hasta grubu 6rneklerin mtDNA ve Beta aktin

geni ¢ip gorintiileri “QuantStudio 3D AnalysisSuite Cloud Software” yazilimda tiim

orneklerin bir birlerinden bagimsiz analizleri sonucu elde edilen mikro litredeki kopya

saynsi degerleri ve yazilimda kullanilan “poison” istatististiine ait ortaya ¢ikan hata

degeri Tablo 4-14°de verilmistir
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Tablo 4-14: Hasta grubu 6rneklerin mtDNA ve Beta aktin geni kopya sayis1 degerleri

mt

Kopya/

Hasta DNA Mikrolitre

NO

H 1

H 2

H_3

H_ 4

H 5

H_6

H 7

H_8

H 9

H_10
H 11
H_12
H_13
H 14
H_15
H_16
H_17
H_18
H_19
H_20
H_21
H 22
H_23
H 24
H_25
H_26
H 27
H_28
H_29
H_30
H_ 31
H 32
H_33
H_34

k/nl
3046,3
35449
1456,6
1617,4
24254
1107,3
837,37
702,08
1035,7
257,44
1398,3
649,74
1701,9
1940,3
1795,6
1809,2
1734,2
526,29
3272,4
2195,8
1847,9
1583,1
3031,8
1665,3
2152,5
1306,6
369,25
1669,3
1801,1
2810,9
3284,6
2768,8
785,79
2566,7

(FAM)

3003,3 - 3090
3489,1 - 3601,5
1436,4 - 1477
1595,6 - 1639,5
2390,7 - 2460,6
1091,3 - 1123,6
823,48 - 851,5
690,43 - 713,92
1020,3 - 1051,2
250,83 - 264,23
1378,5 - 1418,4
638,23 - 661,46
1678,9 - 1725,1
1914,4 - 1966 5
1771,1 - 1820,3
1784,8 - 1834
1710,7 - 1750,2
516,63 - 536,13
3226,1 - 3319,3
2166 - 2226
1823,3 - 1872,8
1560,9 - 1605,6
2990,1 - 3074,1
1643,4 - 1687,4
2123,3 - 2182
1287,9 - 1325,6
361,16 - 377,51
1647,7 - 1691,1
1776,7 - 1825,9
2772,4 - 2849,9
3236,4 - 3333,6
2730,3 - 2807,3
773,19 - 798,59
2531,6 - 2602,3

Poison
hatasi

(FAM)
1,43%
1,60%
1,41%
1,37%
1,45%
1,47%
1,69%
1,69%
1,50%
2,64%
1,44%
1,80%
1,37%
1,35%
1,38%
1,37%
1,34%
1,87%
1,43%
1,38%
1,35%
1,42%
1,40%
1,33%
1,37%
1,46%
2,24%
1,31%
1,38%
1,39%
1,49%
1,39%
1,63%
1,39%

Beta
Aktin

k/nl
73,542
58,827
34,877
39,691
14,674
23,63
49,028
7,933
14,882
5,833
18,672
15,158
32,975
23,639
26,272
74,53
38,93
44,934
292,87
35,186
110,33
29,992
99,86
40,668
69,748
15,012
10,041
61,996
35,358
44,371
197,86
170,62
10,643
129,14

Kopya/
mikrolitre
(HEX)

68,774 - 78,641

55,944 - 61,858

32,655 - 37,249

37,326 - 42,207

13,263 - 16,235
22,074 - 25,296
46,417 - 51,786
6,887 - 9,139
12,805 - 17,296
4,986 - 6,824
17,072 - 20,422
13,724 - 16,742
30,794 - 35,31

21,821 - 25,609

24,319 - 28,382

71,271 -77,939

36,41 - 41,44

42,686 - 47,301

285,69 - 300,22

32,957 - 37,567

106,23 - 114,59

27,964 - 32,167

95,871 - 104,02

38,292 - 43,193

66,455 - 73,204

13,555 - 16,624
8,857 - 11,384

59,011 - 65,132

32,132 - 38,907

40,807 - 48,248

192,46 - 203,42
165,4 - 176
9,436 - 12,005
124,66 - 133,78

Poison

hatasi

(FAM)
6,93%
5,15%
6,80%
6,34%
10,64%
7,05%
5,63%
15,20%
16,22%
16,99%
9,37%
10,45%
7,08%
8,33%
8,03%
4,57%
6,45%
5,27%
2,51%
6,76%
3,86%
7,25%
4,16%
6,21%
4,95%
10,74%
13,37%
5,06%
10,04%
8,74%
2,81%
3,15%
12,80%
3,59%

mtDNA
/Beta aktin

41,4
60,3
41,8
40,7
165,3
46,9
17,1
88,5
69,6
44,2
74,8
42,8
51,6
82,1
68,3
24,3
44,5
11,7
11,2
62,4
16,7
52,0
30,4
40,9
30,8
87,1
36,7
26,9
50,9
63,4
16,6
16,3
73,8
19,8
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dPCR reaksiyonu sonucu elde edilen kontrol grubu 6rneklerin mtDNA ve Beta

aktin geni kopya sayist degerleri Tablo 4-15’de verilmistir.

Tablo 4-15: Kontrol grubu érneklerin mtDNA ve Beta aktin geni kopya sayis1 degerleri

mt

Kontrol DNA
NO k/nl

K1 12445
K2 19686
K3 1746

K_4 982,26
K5 19343
K_6 1579,4
K7 980,04
K_8 1974,8
K9 17698
K_10 2699,9
K 11 28834
K 12 1914,5
K 13 5446
K_14 3487

K 15 461

K 16 3057,
K_17 2554

K 18 31968
K 19 891,551
K 20 502,16
K21 708,97
K 22 30878
K_ 23 1669,3
K 24 14639
K 25 18922
K 26 20596
K 27 992,13
K 28 20021
K 29  1040,7
K_30 809,34
K 31 26351
K_ 32 660,15
K 33 949,98

K 34 15576

Kopya/
mikrolitrre
(FAM)

1226,4 - 1262,9
1941,7 - 1995,8
1721,7-1770,7
966,76 - 998,02
1907,6 - 1961,3
1558 - 1601,2

964,87 - 995,44
1947,2 - 2002,9
1745,2 - 1794,8
2661,7 - 2738,7
2840,4 - 2927

1888,7 - 1940,7
534,34 - 555,05
3436,3 - 3538,5
451,28 - 470,93
3012,9 - 3103,6
2517,5-2590,9
3150 - 3244,3

877,02 - 906,25
492,55 - 511,95
697,22 - 720,92
301,44 - 316,3

1645,5 - 1693,3
1443,6 - 1484,4
1867,1 -1917,6
200,01 - 212,09
976,78 - 1007,7
1975,7 - 2029

1024,9 - 1056,7
796,19 - 822,71
2599,3 - 2671,3
648,85 - 671,65
935,61 - 964,57
1535,3 - 1580,2

Poison
hatas1
(FAM)

0,0148
0,0138
0,0141
0,016
0,014
0,0138
0,0157
0,0142
0,0141
0,0144
0,0151
0,0137
0,0192
0,0148
0,0215
0,015
0,0145
0,0149
0,0165
0,0195
0,0169
0,0243
0,0144
0,014
0,0134
0,0298
0,0157
0,0134
0,0154
0,0165
0,0138
0,0174
0,0154
0,0145

Beta
Aktin
k/nl
12,388
24,948
6,753
16,796
19,445
7,529
6,725
9,09
13,736
11,398
14,174
6,561
6,283
33,919
7,51
7,39
16,073
11,758
16,169
9,883
8,835
6,075
32,948
5,679
22,527
4,516
12,838
18,295
5,435
9,25
34,101
5,41
12,86
16,166

Kopya/
mikrolitrre
(HEX)

11,104 - 13,82
23,095 - 26,95
5,833-7,819
15,268 - 18,478
17,846 - 21,187
6,553 - 8,652
5,822 - 7,767
7,975 - 10,362
12,361 - 15,265
10,167 - 12,779
12,818 - 15,674
5,625 - 7,654
5,376 - 7,344
31,719 - 36,271
6,497 - 8,681
6,408 - 8,522
14,602 - 17,693
10,496 - 13,172
14,657 - 17,836
8,27 -11,811
7,729 - 10,099
5,227 - 7,06
30,758 - 35,295
4,823 - 6,687
20,787 - 24,412
3,771-5,41
11,58 - 14,234
16,678 - 20,068
4,585 - 6,442
7,723 -11,079
31,83 - 36,535
4,273 - 6,85
11,543 - 14,328
14,652 - 17,838

Poison
hatas1
(FAM)

0,1156
0,0802
0,1578
0,10013
0,0896
0,1491
0,155
0,1399
0,1113
0,1211
0,1058
0,1665
0,1688
0,0693
0,15592
0,1532
0,1008
0,1202
0,1031
0,1951
0,143
0,16222
0,0712
0,17744
0,0837
0,1977
0,1087
0,0969
0,1853
0,1977
0,0714
0,2661
0,1141
0,1034

mtDNA
/Beta aktin

100,5
78,9
258,5
58,5
99,5
209,7
145,7
217,3
128,8
236,8
203,5
291,8
86,7
102,8
61,4
413,8
158,9
271,8
55,1
50,8
80,2
50,8
50,6
257,7
83,9
45,6
77,3
109,4
1915
87,5
77,3
122,0
73,9
96,3
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Hasta ve kontrol grubuna ait 6rneklerin mtDNA kopya sayisinin Beta aktin geni
kopya sayisina orani hassas olarak belirlenmistir. Analiz sonrasi elde edilen hasta ve
kontrol grubu verilerin dagilimlarinin normalliginin belirlenmesi amaciyla, SPSS
statistics 22 programinda, Skewness (Carpiklik) ve Kurtosis (Basiklik) degerleri
hesaplanmis (Tablo 4-16). Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk testleri uygulanmstir.

Tablo 4-16: mtDNA-Beta aktin kopya sayis1 dagihm degerleri

. Kolmogorov-  Shapiro-
Skewness Kurtosis Smirnoy Wilk
Istatistik degeri 1,84 3,647 ,000003 ,000002
Std hata ,291 0,574 - -

Hem Kolmogorov-Smirnov hem de Shapiro-Wilk, p<0,05 oldugundan kontrol ve
hasta grubu orneklerin mtDNA kopya sayisinin Beta aktin gen kopyasayisina oran

degelerinin normal dagilmadig: belirlenmistir.

Normal Q-Q Plot of mtDNA_Bact

for Grup= Hasta

Normal Q-Q Plot of mtDNA_Bact

for Grup= Kentrol

Expected Normal
Expected Normal

o0

o
=3

T T T
T T T T T T
160 150 200 0 100 200 00 400 500
Observed Value

Observed Value

Sekil 4-4: Hasta ve kontrol grubu mtDNA kopya sayisinin Beta aktin gen kopyasayisina
oran dagihm grafigi
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Hasta ve kontrol grubuna ait tiim verilere “parametrik olmayan 2-bagimsiz
gruplar” analizi yapilarak Mann-Whitney testi degerleri elde edilmistir. Bu test
sonucuna gore p<0,05 bulundugu i¢in hasta ve kontrol grubu arasinda mtDNA kopya
sayisinin Beta aktin gen kopyasayisina oran degelerini anlamli bulunmustur. Bu verilere
gore hasta ve kontrol grubu 2,8 kat fark oldugu ve mtDNA kopya sayisinin Beta aktin

gen kopyasayisina oraninin hasta grubunda diistiigii belirlenmistir (Tablo 4-17).

Tablo 4-17: Hasta ve kontrol grubu mtDNA kopya sayisimin Beta aktin gen kopyasayisina
oran1 Mann-Whitney test degerleri

mtDNA Standart
Grup N /Beta aktin Sapma Z p
Hasta 34 48,6 2,02
-5,532 ,0000002
Kontrol 34 136,3 2,3

Kontrol/Hasta 2,804
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Hasta ve kontrol grubuna ait bazi drneklerin mtDNA ve Beta aktin geni dPCR

reaksiyonu sonucu ¢iplerden okunan FAM ve HEX (VIC) absorbans 6rnek degerleri ve

goriintiileri ile negatif kuyulardan alinan goriintiiler Sekil 4-5’de verilmistir.

FAM

200

FAM: 10823 VICG:D FAMSVIC: 12 UNDETERMINED: 0
PAM: 6188 VIC:0 FAMSVIC: 1 UNDETERMINED: 0

FAM:O VIC: 405 FAM-VIC: 1 UNDETERMINED: 0 FAM:O VIG: 200 FAMAVIC: | UNDETERMINED: 0

FAM: 7642 VIC: 61 FAM+VIC: 1 UNDETERMINED: 0

. .
.
e . .
.
.

Wi clme by = e mey By s - . - . o

b o 600 1200 1200 2400 3000 3600
vIC

Sekil 4-5: Ciplerden okunan FAM ve HEX (VIC) absorbans 6rnek degerleri ve

goriintiileri
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4.5. miRNA ekspresyon analizi bulgulari
Calisma kapsaminda hasta ve kontrol grubu bireylerde, hsa-mir-33a, hsa-mir-203,
hsa-mir-361 ve hsa-mir-424 ile kontrol olarak RNUG6B’nin ekspresyon seviyeleri

belirlendi.

Hasta grubu mikroRNA ACt degeri: (hedef miRNA Ct) — (Ct RNU6B)
Kontrol grubu mikroRNA ACt degeri:: (Hasta Ct miR)- (Kontrol Ct U6)

Hasta/Kontrol AACt: (ACt miR-Hasta) — (ACt miR-Kontrol)
ZAACt

qPCR reaksiyonu sonucu elde edilen Ct degerleri kullanilarak hasta ve kontrol
grubu bireyler arasindaki ekspresyon seviyeleri degisimi gbézlemlendi. Asagida elde

edilen bulgular her bir hedef miRNA igin ayr1 ayr1 verilmistir.

4.5.1. hsa-mir-33a ekspresyon seviyesi bulgular:

Kontrol ve hastalardan izole edilen RNA’larda hsa-mir-33a ekspresyon degisim
degerleri, RNUG6B ile kiyaslanarak delta-delta-Ct analizi ile belirlendi. Ik olarak hasta
ve kontrol grubu verilerin dagilimlari, SPSS statistics 22 programinda, Skewness
(Carpiklik) ve Kurtosis (Basiklik) degerleri hesaplanmis (Tablo 4-18). Kolmogorov-

Smirnov Shapiro-Wilk testleri uygulanmustir.

Tablo 4-18: hsa-mir-33a ekspresyon seviyesi dagilim degerleri

Kolmogorov-  Shapiro-
Smirnov Wilk

Istatistik degeri -,504 ,350 200 108
Std hata ,293 0,578 - -

Skewness Kurtosis
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Hem Kolmogorov-Smirnov hem de Shapiro-Wilk, p>0,05 oldugundan kontrol ve

hasta grubu 6rneklerin hsa-mir-33a ekspresyon seviyesinin delta Ct degelerinin normal

dagildig belirlenmistir.

Normal Q-Q Plot of mir33a
for Grup= Hasta

Expected Normal

Normal Q-Q Plot of mir33a

for Grup= Kontrol

Expected Normal

T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22

Observed Value

T
2

Observed Value

Sekil 4-6: Hasta ve kontrol grubu hsa-mir-33a ekspresyon dagilim grafigi

Hasta ve kontrol grubuna ait tiim verilere “bagimsiz gruplar i¢in t-testi” analizi

yaptlmis ve p<0,05 bulundugu igin hasta ve kontrol grubu arasinda hsa-mir-33a

ekspresyon seviyelerinde fark anlamli bulunmustur. Bu verilere gore hasta ve kontrol

2,87
grubu arasinda 2 8

(7,3) kat fark oldugu ve hsa-mir-33a’nin hasta grubunda

ekspresyon seviyesinin bu oranda azaldigi belirlenmistir (Tablo 4-19).

Tablo 4-19: Hasta ve kontrol gruubu hsa-mir-33a t-test degerleri

Ortalama
Grup N ACt
Hasta 33 18,94
Kontrol 34 16,07

AACt

Standart

Sapma

2,2

5,17 65

,000002
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4.5.2. hsa-mir-203b ekspresyon seviyesi bulgular:

Kontrol ve hastalardan izole edilen RNA’larda hsa-mir-203b ekspresyon degisim
degerleri, RNUG6B ile kiyaslanarak delta-delta-Ct analizi ile belirlendi. ilk olarak hasta
ve kontrol grubu verilerin dagilimlari, SPSS statistics 22 programinda, Skewness
(Carpiklik) ve Kurtosis (Basiklik) degerleri hesaplanmis (Tablo 4-20). Kolmogorov-

Smirnov Shapiro-Wilk testleri uygulanmustir.

Tablo 4-20: hsa-mir-203b ekspresyon seviyesi dagilim degerleri

Kolmogorov-  Shapiro-
Smirnov Wilk

Istatistik degeri -,813 724 044 008
Std hata ,293 0,578 - -

Skewness Kurtosis

Hem Kolmogorov-Smirnov hem de Shapiro-Wilk, p<0,05 oldugundan kontrol ve
hasta grubu drneklerin hsa-mir-203b ekspresyon seviyesinin delta Ct degelerinin normal

dagilmadig belirlenmistir.

Tablo 4-21: Hasta ve kontrol grubu hsa-mir-203b ekspresyon dagilim grafigi

Normal Q-Q Plot of mir203b Normal Q-Q Plot of mir203b

for Grup= Hasta for Grup= Kentrol

Expected Normal
Expected Normal

Observed Value Observed Value

Hasta ve kontrol grubuna ait tim verilere “parametrik olmayan 2-bagimsiz
gruplar” analizi yapilarak Mann-Whitney testi degerleri elde edilmistir. Bu test
sonucuna gore p<0,05 bulundugu igin hasta ve kontrol grubu arasinda hsa-mir-203b

ekspresyon seviyelerinde fark anlamli bulunmustur. Bu verilere gore hasta ve kontrol
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N
2 2,21

grubu arasinda (4,6) kat fark oldugu ve hsa-mir-203b’nin hasta grubunda

ekspresyon seviyesinin bu oranda azaldig: belirlenmistir (Tablo 4-22).

Tablo 4-22: Hasta ve kontrol gruubu hsa-mir-203b Mann-Whitney test degerleri

Ortalama Standart
Grup N ACt Sapma Z p
Hasta 33 6,87 2,02
-4,314 000007
Kontrol 34 4,66 2,3
AACt 2,21

4.5.3. hsa-mir-361 Ekspresyon Seviyesi Bulgulari

Kontrol ve hastalardan izole edilen RNA’larda hsa-mir-361 ekspresyon degisim
degerleri, RNUG6B ile kiyaslanarak delta-delta-Ct analizi ile belirlendi. ilk olarak hasta
ve kontrol grubu verilerin dagilimlari, SPSS statistics 22 programinda, Skewness
(Carpiklik) ve Kurtosis (Basiklik) degerleri hesaplanmis (Tablo 4-23). Kolmogorov-

Smirnov Shapiro-Wilk testleri uygulanmistir.

Tablo 4-23: hsa-mir-361 ekspresyon seviyesi dagilim degerleri

Kolmogorov-  Shapiro-
Smirnov Wilk

Istatistik degeri -,452 752 ,087 972
Std hata ,293 0,578 - -

Skewness Kurtosis

Hem Kolmogorov-Smirnov hem de Shapiro-Wilk, p>0,05 oldugundan kontrol
ve hasta grubu drneklerin hsa-mir-361-3p ekspresyon seviyesinin delta Ct degelerinin

normal dagildig belirlenmistir.
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Tablo 4-24: Hasta ve kontrol grubu hsa-mir-361 ekspresyon dagilhim grafigi

Normal Q-Q Plot of mir3613p

for Grup= Hasta

Normal Q-Q Plot of mir3613p
for Grup= Kontrol

Expected Normal
Expected Normal

T T T T T T T T T
A0 25 0,0 25 50 75 50 25 0.0 25 50

Observed Value Observed Value

Hasta ve kontrol grubuna ait tiim verilere “bagimsiz gruplar igin t-testi” analizi
yapilmig ve p<0,05 bulundugu i¢in hasta ve kontrol grubu arasinda hsa-mir-361-3p
ekspresyon seviyelerinde fark anlamli bulunmustur. Bu verilere gore hasta ve kontrol
grubu arasinda 2% (5,1) kat fark oldugu ve hsa-mir-361-3p’nin hasta grubunda

ekspresyon seviyesinin bu oranda azaldigi belirlenmistir (Tablo 4-25).

Tablo 4-25: Hasta ve kontrol gruubu hsa-mir-361-3p t-test degerleri

Ortalama Standart
Grup N ACt Sapma t df p
Hasta 33 3,54 2,43
4 474 65 ,000032
Kontrol 34 1,19 1,83

AACt 2,35
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4.5.4. hsa-mir-424 ekspresyon seviyesi bulgular:

Kontrol ve hastalardan izole edilen RNA’larda hsa-mir-361 ekspresyon degisim
degerleri, RNUG6B ile kiyaslanarak delta-delta-Ct analizi ile belirlendi. ilk olarak hasta
ve kontrol grubu verilerin dagilimlari, SPSS statistics 22 programinda, Skewness
(Carpiklik) ve Kurtosis (Basiklik) degerleri hesaplanmis (Tablo 4-26). Kolmogorov-
Smirnov Shapiro-Wilk testleri uygulanmustir.

Tablo 4-26: hsa-mir-424 ekspresyon seviyesi dagilim degerleri

Kolmogorov-  Shapiro-

Skewness Kurtosis Smirnov Wilk
Istatistik degeri -,947 3,649 ,200 ,066
Std hata 314 0,618 - -

Hem Kolmogorov-Smirnov hem de Shapiro-Wilk, p>0,05 oldugundan kontrol
ve hasta grubu Orneklerin hsa-mir-424 ekspresyon seviyesinin delta Ct degelerinin

normal dagildig: belirlenmistir.

Tablo 4-27: Hasta ve kontrol grubu hsa-mir-424 ekspresyon dagihim grafigi

Normal Q-Q Plot of mird24 Normal Q-Q Plot of mir424

for Grup= Hasta for Grup= Kontrol

Expected Normal
Expected Normal

Observed Value Observed Value
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Hasta ve control grubu Ct verilerine gore iki grup arasinda 2”-0,49 (0,7) kat fark
oldugu ve hsa-mir-424’iin hasta grubunda ekspresyon seviyesinin bu oranda arttigi
belirlenmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait tiim verilere “bagimsiz gruplar igin t-testi”
analizi yapilmis ve p>0,05 bulundugu i¢in hasta ve kontrol grubu arasinda hsa-mir-424

ekspresyon seviyelerinde fark anlamli bulunmamustir (Tablo 4-28).

Tablo 4-28: Hasta ve kontrol gruubu hsa-mir-424 t-test degerleri

Ortalama Standart
Grup N ACt Sapma t df p
Hasta 33 -,96 0,96
-, 769 65 ,446
Kontrol 34 1,45 1,45

AACt -0,49
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5. TARTISMA

Kanser, tiim diinyada hizla yayilan ve zamanla farkli tiirleri ortaya ¢ikan, insan
Oliimlerinin baslica nedenlerinden olan global bir sorundur(131). Hastaligin bu denli
Oneme sahip olmasi, ililkemizde ve diinyada bir¢ok bilim insaninin arastirma konusu
olmasina neden olmustur. Gelismekte olan iilkelerde kanserin diger iilkelere gore daha
hizli ilerlemesindeki en biiyiik sebebin, dogal olmayan beslenme, ¢evresel ajanlarin her
gecen giin artmasi, sentetik gidalarin tiiketilmesi ve teknoljinin getirdigi fiziksel
mutajenler oldugu distiniilmektedir(132). Gelisen teknoloji hastaligin  ortaya
¢ikmasinda ve yayilmasinda rol alirken, hastaligin teshis ve tedavisinde de énemli role
sahiptir(133). Gelisen modern molekiiler biyoloji teknikleri ve cihazlar1 sayesinde
hastaliklarin molekiiler yolaklarinin yeni kesiflerinin yapilmasi, daha diisiik belirsizlikle
net bilgi edinilmesi her gegen giin giderek artan bir ivmede devam etmektedir(134,135).

Son yillarda gelisen teknikler ile hastadan alian likit biyopsi drmneklerinde
timor belirteclerinin varligi belirlenmistir. Bu belirteclerin en biiylik avantaji hastadan
cerrahi operasyona gerek kalmadan alinan likit biyopsi 6rneginde, tiimor dokuyu temsil
edebilecek genetik bilgiyi ihtiva etmesidir(136,137). Bu belirteglerin en biiyiik dez
avantajlarindan birisi hastadan alinan likit biyopside belirteg konsantrasyonunun diisiik
olmasidir. Serum veya plazmadan serbest DNA ve RNA izolasyonu’da bu esasa
dayanir(138).

Genetik analizlerin temeli, Polimeraz Zincirleme Tepkimesi; DNA ve RNA
orneklerinin laboratuvar ortaminda hazirlanan karigim ile bir dizi 1s1l dongli sonucu
cogaltilarak analiz edilmesi esasina dayanir. Bu reaksiyonun her hangi bir inhibisyona
ugramadan gerceklesmesi izole edilen niikleik asidin konsantrasyonuna ve safligina
baghidir(139). Serbest ~ DNA’larin  analizlerinde de  bu reaksiyonlar
gerceklestirildiginden, analizin dogru ve gilivenilir sonu¢ vermesi i¢in optimum
izolasyon yontemi ile saflastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir(140,141). Bu DNA’larin
izolasyonu igin ¢esitli ticari kitler bulunmaktadir ancak laboratuvar ortaminda hazirlan
izolasyon yontemleri kisithdir. Ticari kitlerin maliyetlerinin yliksekligi mevcut
izolasyon yontemlerinde fenol kullanimi gibi nedenlerden dolayr bu ydntemlere

alternatif yontem gelistirilmesi bu tez projesinde ayrica gergeklestirilmistir.
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Bu amagla ikisi ticari kit olmak tizere 9 farkli izolasyon yontemi ile ayni1 plazma
orneginden ikiser tekrarli serbest DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Yontemler
arasinda karsilastirma yapmak i¢in hem niikleer DNA’y1 hedef alan primerler ve prob
ile PCR gerceklestirilmis hem de kopya sayist daha fazla oldugundan Slgiimiin daha
hasssas olabilecegi diisiiniilerek mitokondriyal DNA’y1 hedefleyen primerler ve prob ile
reaksiyon gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde Silika jel metod-
1’in ve Fenol-kloroform metod-2’nin ticari kitler ile elde edilen sonuglar ile paralellik
gosterdigi belirlenmistir. Gelistirilen Silika tabanli izolasyon ydnteminde Fenol-
klotoform gibi toksik maddeler kullanilmamasi, izolasyon yonteminin ¢ok kisa ve
maksimum verimde DNA eldesine olanak saglamasi nedeniyle, bu yontemin bir¢ok
arastirmaci tarafindan kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Silika yonteminde kaotropik ajan olarak Guanidine thiocyonate kullanilmis ve
bu sayede silika parcalar1 pozitif yiiklii hale getirilerek, negatif yiiklii DNA ile kopri
olusturmas1 saglanmstir. Bu sayede aradaki bag kirilmadig: siirece ¢ozelti icerisindeki
DNA haricindeki tiim molekiiller yikanarak uzaklastirilmis ve sonrasinda aradaki bag
kirtllarak saf DNA eldesi saglanmistir(142,143). Laboratuvar ortaminda hazirlanan silika
jel tabanli izolasyon yonteminin pratik, yiiksek verimde ve diisiik maliyetli olmasi
acisindan diger yontemlere gore daha uygulanabilir oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmada
ornek sayisinin ¢oklugu, ve tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi nedeni ile Norgen
Biotek Corp. Katalog No. 55100 Cell Free DNA izolasyon kiti kullanilmistir.

Bu tez ¢alismasinin ana hedefinde, Karacigerin primer malign timdrlerinden biri
olan Hepatoseliiler karsinoma’nin tanisinda ve izlenmesinde biyo-belirte¢ taranmasi
amaglanmgtir. Hastaligin ortaya ¢ikmasinda, en dnemli etkenin Hepatit B ve Hepatit C
enfeksiyonu oldugu diisiiniilse de yiiksek miktarda aflatoksin maruziyeti ve asir1 alkol
tilketimi gibi dis etmenlerin de rol aldig1 bilinmektedir(144,145). Gelisimi onlene bilse
de tedavisi zor olan HCC, kanser iligkili dlimlerin basinda gelmektedir. Hastaligin
ortaya ¢ikmasinda rol alan gesitli genetik yolaklarin rol aldig1 diisiiniilse de molekiiler
patogenezi diger bir¢ok kanser tiirii gibi heniiz tam olarak aydinlatilamamaistir.

Hastaligin patogenezinde rol alan baz1 molekiillerin belirlenmesi i¢in, 34 hasta
ve 34 saglikli goniilliilerden alinan serum 6rneklerinde serbest DNA ve RNA analizleri
yapilmugtir.

Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan mitokondri, hiicrenin enerji

metabolizmasi, serbest radikal iiretimi, kalsiyum homeostazi ve apoptoz gibi temel
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hiicresel fonksiyonlarinda gorev alir. Kendi genomu olan mitokondriler, bir hiicrede
birden fazla bulunabilirler. 16,5 kb’dan olusan ¢ift iplikli, halkasal olan Mitokondriyal
DNA, maternal kalitim gosterir(146—148). Histonlar1 ve intronlar1 bulunmadigindan
tamir mekanizmalar1 zayiftir ve bu sebeple mitokondride gergeklesen metabolik
reaksiyonlar sonucu meydana gelen reaktif oksijen tiirlerine ve diger genotoksik
ajanlara karsi asir1 duyarlidir. Mitokondri normal olmayan durumlarda genomlarindaki
yiiksek mutasyon oranlarindan kaynakli olumsuz etkileri azaltmak i¢in DNA kopya
sayisini arttirir(149,150).

Literatiirde oksidatif stres sonucu akciger ve kolorektal kanseri gibi
malignitelerde mtDNA kopya sayisinin arttigi bildirilmistir. Ancak mide kanseri, meme
kanseri, Ewing sarkoma ve HCC gibi malignitelerde ise mtDNA kopya sayisinin
azaldig1 bildirilmistir. Bunun nedeninin mitokondriyal genomum replikasyonunu
diizenleyen kodlanmayan D-loop bolgesinde meydana gelen nokta mutasyonlardan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir(151,152). Ayrica mtDNA kopya sayisinda azalmanin
oksidatif kapasitesini azaltacagini, niikkleer DNA hasarina ve apoptoz direncine neden
olabilecegi bildirilmistir. Ling Li ve arkadaslar1 116 HBV iligkili HCC hastasinda
mtDNA kopya sayisindaki degisimini belirleme amacli qPCR ile yaptiklar1 ¢alismada,
HCC hastalarinda mtDNA kopya saayisinin ciddi oranda azaldigini bildirmislerdir(4).

Bu ¢alismada mtDNA’nin hepatoseliiler karsinoma da potansiyel biyo-belirteg
olabilecegi diisiiniilerek serum orneklerinden izole edilen total DNA 6rneklerinde timor
DNA’s1 hedeflenmis ve mtDNA kopya sayisindaki degisim belirlenmistir. Bu amacla
hem saglikli hemde hasta goniillillerden aliman serum Orneklerinden total DNA
izolasyonu yapilmis, mtDNA ile endojen gen olarak Beta aktin genine 6zgii primer ve
problar kullanilarak hem c¢ip tabanli dijital PCR hem de qPCR ile reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Dijital PCR ile mtDNA’nin kopya sayisinin belirlenmesi ¢alismalari
henliz ¢ok kisithdir. Hepatoseliiler karsinomada dijital PCR ile kopya sayisinin
belirlenmesi ilk defa bu ¢alisma ile yapilmistir. Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol
grubu o6rneklerinden dijital PCR sonucu elde edilen kopya sayis1 degerleri istatitstiksel
olarak degerlendirilmis ve normal dagilmadigi belirlenmistir. Bu sebeple veriler
“parametrik olmayan 2-bagimsiz gruplar” analizi yapilarak Mann-Whitney testi degeri
elde edilmistir. Bu test sonucunda p degeri 0,05’ten kii¢iik bulunarak hasta ve kontrol
grubu arasinda mtDNA kopya sayist farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir.



83

Bu verilere gore hasta grubu mtDNA kopya sayisinin Beta aktin genine orani
48,6 kopya iken, kontrol grubu mtDNA kopya sayisinin Beta aktin genine orani 136,3
kopya olarak belirlenmistir. Bu verilere gore saglikli goniillillerde hastalara oranla 2,8
kat daha fazla mtDNA bulundugu belirlenmistir. Elde edilen bu bilgi literatiir ile
paralellik gostermektedir(4). Bu veriler 1s1iginda ileride 6rnek sayisinin gogaltilarak
hasta ve kontrol grubu arasindaki farkin daha diisiik belirsizlikle verilmesi
planlanmaktadir. mtDNA’nin kopya sayisinin Beta aktin genine orani ayrica geleneksel
yontem olan qPCR ile yapilmis ve elde edilen Ct degerleri SPSS 22 paket programinda
degerlendirilmistir. qPCR sonucunda hasta grubunda mtDNA’nin Ct degerinin, Beta
aktin genine Ct degerinden farki 3,73 iken kontrol grubunda 4,53 Ct bulunmustur. Hasta
ve kontrol grubu arasindaki fark degerlendirildiginde 1,7 (20,8) kat fark bulunmustur.
Dijital PCR ile qPCR arasindaki bu farkta en biiylik etmenin, qPCR’1n belirleme
limitinin dijital PCR’a gére ¢ok daha diisiikk olmasidir. Dijital PCR tek kopyay1 bile
belirleyebilecek yetenektedir. Bu ¢alismada da referans gen olarak Beta aktin geni
kullanilmis, hedef DNA molekiilii de serum oOrneklerinden izole edilmistir. Serbest
DNA’da niikleer DNA konsantrasyonunun mtDNA’ya oranla c¢ok daha distk
konsantrasyonda oldugu disiiniildiigiinde, ozellikle kopya sayisinin diisiik oldugu
orneklerde dijital PCR’1n ¢ok daha hassas sonug verdigi diisiiniilmektedir. Bu ¢calismada
hem literatiire mtDNA kopya sayisinin iki farkli yontemle analizinin sonuglarinin
karsilastirilmast yapilmis hem de dijital PCR ile elde edilen mtDNA kopya sayis1 kesin
miktar tayini yapilmistir.

Serum Orneklerinden izole edilen total RNA Orneklerinde tiimor RNA’s1
hedeflenerek PD-L1 ekspresyon seviyesinin belirlenmesi amaglanmig ancak RT-gPCR
sonucun da elde edilen verilerin anlamli olmadigi belirlenmistir. Bu durum RNA’nin
kolay parcalanabildigi ve ozellikle tiimor RNA’smin kanda ¢ok diisiik seviyede
dolastigindan kaynaklandigi yorumlanmistir. Yine bu bilgi yakin zamanda yapilan
aragtirma ile Ortligmiistiir. PD-L1 ekspresyon seviyesinin anlamli bulunmamasi
nedeniyle PD-L1 gen kopya saysinin anlamli olabilecegi diisiiniilerek DNA hedeflenmis
ve qPCR analizi gergeklestirilmistir.

gPCR deney sonucunda elde edilen Ct verilerine gore hasta grubunun PD-
L1/Beta aktin gen kopya sayist orani1 2,35 iken kontrol grubunun PD-L1/Beta aktin gen

kopya sayis1 orani 2,20 olarak belirlenmistir. Hasta ve kontrol bireyler arasindaki 0,15
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Ct fark literatiirle paralellik gostermis ve PD-L1/Beta aktin gen kopya sayisi oraninda
anlamli bir degisim gozlemlenmemistir(153).

MikroRNA'lar, hiicre ¢ekirdeginde eksprese olduktan sonra hem ¢ekirdek
icerisinde hem de sitoplazma da ¢esitli islemelerden gegerek olgun hale gelen, kodlayict
Ozelligi olmayan RNA pargaciklaridir. Hiicrede meydana gelen bir¢ok olayda rol
aldiklarindan arastirmacilar tarafindan, miRNA'larin ¢esitli kanser tiirlerinde prognostik
ve prediktif biyobelirtecler olabilecegi diistiniilerek giderek artan sayida calismalar
yapilmaktadir(154,155). Bu tez projesinde de hasta ve kontrollerden alinan serum
orneklerinden izole edilen RNA 6rneklerinde ayrica hedeflenen dort farkli miRNA’nin
(hsa-mir-33a, hsa-mir-203b, hsa-mir 361-3p, hsa-mir-424) ekspresyon seviyesindeki
degisimin belirlenmesi amaciyla Thermo Fisher Scientific marka Tagman prob tabanl
kitler kullanilarak RNU6b genine oran1 qPCR ile belirlenmistir.

Literatiirde ¢esitli kanser tiirlerinde biyo-belirteg olarak hsa-mir-33a’nin
hedeflendigi birgok calisma vardir(156,157). mir33a hem insanlarda hem de bazi
hayvan tiirlerinde bulunmaktadir. intronik bir miRNA olan miR-33a'nin ilk olarak, lipit
ve kolesterol metabolizmasin1 diizenledigi ve sterol diizenleyici element baglayici
protein 2 (SREBP-2) geninin sekansi i¢inde lokalize oldugu bildirilmistir. Daha sonraki
kanser arastirmalarinda, akciger kanserinde ekspresyon seviyesinin azaldigi, kemik
metastazini inhibe ettigi, lenfoma hiicre hatlarinda ve kolon kanserinde onkojenik kinaz
Pim-1’in ekspresyon seviyesini baskiladigi bildirilerek, tiimor baskilayict miRNA’lar
grubuna  dahil edilmistir(158). hsa-mir-33a’nin  hem HCC’nin  molekiiler
mekanizmasinda rol alabilecegi hem de hastalifin goriilme sikliginin giderek artmasi,
ileride molekiiler diizeyde hastaligin daha da tiirlendirilecegi diisliniilerek bu tez
projesinde ekspresyon seviyesi hedeflenen miRNA’lar grubuna dahil edilmistir.
Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubu oOrneklerinden aliman Ct degerleri
“bagimsiz gruplar igin t-testi” analizi ile p degeri 0,05’ten kiiciik bulunarak hasta ve
kontrol grubu arasinda hsa-mir-33a ekspresyon seviyelerinde farkin anlamli oldugu
belirlenmigtir. Delta-delta Ct yontemine gore degerlendirildiginde hasta grubunda hsa-
mir-33a’nin 7,3 kat daha az eksprese oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu bilgi literatiir
ile paralellik gostermektedir. Bu veriler 1518inda ileride 6rnek sayisinin ¢ogaltilarak
hasta ve kontrol grubu arasindaki farkin daha diisiik belirsizlikle verilmesi

planlanmaktadir.
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Calismamizda ekspresyon seviyesindeki degisimi belirlemeyi hedefledigimiz bir
diger mikro RNA olan hsa-mir-203b, 16semi, 6zofagus, meme gibi ¢esitli kanser
tirlerinde tiimor baskilayici role sahip oldugu, bu hastalarda ekspresyon seviyesinin
azaldigr bildirilmistir(158). Boll ve arkadaslarinin yaptigt bir baska c¢alismada
mir203’iin prostat kanserinde hiicre proliferasyonunda ve invazyonunda etkin rol aldig:
bildirilmistir(159). Bu bilgilere karsin Iorio ve arkadaslarimin yaptigi c¢alismada
mir203’iin ovaryum kanserinde ekspresyonunun arttigini bildirilmistir(160). Bu durum
miRNA’larin her hastalik tiiriinde farkli roller aldigin1 gostermektedir. hsa-mir-203b’nin
hem HCC’nin molekiiler mekanizmasinda rol alabilecegi hem de hastaligin goriilme
sikliginin giderek artmasi, ileride molekiiler diizeyde hastaligin daha da tiirlendirilecegi
diisiiniilerek bu tez projesinde ekspresyon seviyesi hedeflenen miRNA’lar grubuna dahil
edilmistir. Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubu orneklerinden alinan Ct
degerleri istatitstiksel olarak degerlendirilerek normal dagilmadigi belirlenmistir. Bu
sebeple veriler Mann-Whitney testi ile analiz edilmistir. Bu test sonucunda p degeri
0,05’ten kiigiik bulunarak hasta ve kontrol grubu arasinda hsa-mir-203b ekspresyon
seviyelerinde fark anlamli bulunmustur. Delta-delta Ct yontemine gore
degerlendirildiginde hasta grubunda hsa-mir-203b’nin 4,6 kat daha az eksprese oldugu
belirlenmistir. Elde edilen bu bilgi literatiir ile paralellik gostermektedir. Bu veriler
1s181nda ileride ornek sayisinin ¢ogaltilarak hasta ve kontrol grubu arasindaki farkin
daha diistiik belirsizlikle verilmesi planlanmaktadir.

Hepatoseliiler karsinoma’nin molekiiler mekanizmasinda rol alacagi diisiiniilen
bir diger hedef miRNA olan hsa-mir-361-3p’nin ¢esitli kanser tiirlerinde hastaligin
mekanizmasinda etkin rol aldig1 bildirilmistir. Wei Chen ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada miR-361-3p'nin asirt ekspresyonunun, NSCLC hiicre proliferasyonunu,
migrasyonunu ve invazyonu in vitro ve in vivo olarak baskiladigini bildirmisler ve
mir361-3p’nin kanserin tanive tedavisinde etkin rol alabilecegini bildirmislerdir(161).
Literatiirde ayrica miR-361 ekspresyonunun cesitli kanser tipinde, 6rnegin Serviks
kanserinde, skuaméz hiicreli karsinomda, prostat kanserinde, kolorektal ve mide
kanserinde etkin rol aldigini bildirir ¢alismalar vardir(162—-164). Bu g¢alismalarda mir-
361’in kanserin tiirline gore ekspresyon seviyesinin farkli olabilecegi bildirilmistir. hsa-
mir-361-3p’nin hem HCC’nin tani1 ve tedavisinde rol alabilecegi hem de hastaligin

goriilme sikhiginin giderek artmasi, ileride molekiiler diizeyde hastalifin daha da
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tiirlendirilecegi disiiniilerek bu tez projesinde ekspresyon seviyesi hedeflenen
miRNA’lar grubuna dahil edilmistir.

Caligsmaya dahil edilen hasta ve kontrol grubu 6rneklerinden alinan Ct degerleri
“bagimsiz gruplar igin t-testi” analizi ile p degeri 0,05’ten kiiclik bulunarak hasta ve
kontrol grubu arasinda hsa-mir-361-3p ekspresyon seviyelerinde farkin anlamli oldugu
belirlenmistir. Delta-delta Ct yontemine gore degerlendirildiginde hasta grubunda hsa-
hsa-mir-361-3p’nin 5,1 kat daha az eksprese oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu bilgi
literatiir ile paralellik gostermektedir. Bu veriler 1s18inda ileride Ornek sayisinin
cogaltilarak hasta ve kontrol grubu arasindaki farkin daha diisiik belirsizlikle verilmesi
planlanmaktadir.

Hasta ve kontrol grubu bireylerde ekspresyon seviyesindeki degisimin
gosterilmesi hedeflenen bir diger miRNA olan hsa-mir-424°nin, bazi kanser tiplerinde
hiicre proliferasyonun ve metastazin1 inhibe ettigi bildirilmistir(165). Lei yu ve
arkadaglarimin yaptigi calismada mir424’iin hepatoseliiler karsinomada ekspresyon
seviyesinin distigiinii, hiicre goglinii ve invazyonunu baskiladigini bildirmistir(165).
Tim bu caligmalarin yaninda mir424’iin HCC nin molekiiler mekanizmasindaki
etkisinin tam olarak ac¢iklanmamasi dolayisiyla, ekspresyon seviyesindeki degisimin
belirlenmesi hedeflenen miRNA’lar grubuna dahil edilmistir.

Hasta ve kontrol grubu oOrneklerinden alinan Ct degerleri normal dagilim
gosterdiginden “bagimsiz gruplar i¢in t-testi” analizi ile p degeri 0,05’ten kiiclik
bulunarak hasta ve kontrol grubu arasinda hsa-mir-424 ekspresyon seviyelerinde farkin
anlamli oldugu belirlenmistir. Delta-delta Ct yontemine gore degerlendirildiginde hasta
grubunda hsa- hsa-mir-424’iin arasinda -0,49 Ct fark bulunmustur. Bu deger polimeraz
zincirleme tepkimesinin Dbelirsizlik degerinin yiiksek olmasi ve pipetten gelen
belirsizlikler gbz oOniline alindiginda anlamli olarak kabul edilmemistir. Ancak elde
edilen bu veriler 1s18inda ileride ornek sayisinin ¢ogaltilarak hasta ve kontrol grubu
arasindaki farkin daha diisiik belirsizlikle hesaplanmasinin, mir424’iin HCC’deki roliinii
daha net ortaya koyacaktir.

Gelisen molekiiler biyoloji teknikleri, miRNA’larin vektor kullanilarak hiicre
icerisine aktarilmasina veya kimyasal ajanlar kullanilarak indiiklenebilmesine olanak
saglamaktadir. Birgok kanserin molekiiler mekanizmasinda rol alan bu kiiciik
molekiillerin mekanizmalarinin aydinlatilmasi ile birlikte hastaliklarin tedavisinde de

kullanilabilecegini gostermektedir.
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miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin, hastada yapilan patolojik
ve klinik analizlerden alinan sonugclar ile ortiismesi bu molekiillerin hastaligin tanisinda
belirte¢ olabilecegini gostermektedir. Bu molekiilerin analizlerinin giinden giine
artmas1, hastaliktaki molekiiler roliinii tam olarak ortaya koyacaktir. Ozellikle timor
baskilayict mikroRNA’larin, molekiiler rollerinin tam olarak aydinlatilmas ile birlikte
yakin zamanda hastaligin tanisinda, evrelendirilmesinde klinisyenler tarafindan
kullanilacag1 distiniilmektedir. Bu tez projesinde de hepatoseliiler karsinoma
hastaliginda rol aldig diigiiniilen dort farkli miRNA’nin ekspresyon seviyesi belirlenmis
ve hastaligin ortaya ¢ikmasinda ve gelismesinde, hsa-mir-33a, hsa-mir-203b, hsa-mir
361-3p ekspresyon seviyelerinin azaldigi belirlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
verilerin hepatoseliiler karsinoma’nin molekiiler mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasinda

arastirmacilara yardimci olacagi diisiiniilmektedir.
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HAM VERILER

5.1. Tez Calismasinda Kullanilan Primer ve Prob Bilgileri

Oligo | BA341F_341 - 363_forward

SEQ | 5'-GGC ACC ACA CCT TCT ACA ATG AG-3' (23mer)

MW Yield e

GC% scale | (¢
calculated | measured | OD | nmol | (umoles) ©

|

52,17 6977.6 6962.5 4.3 | 17.0 0.2 64.7 :f
vol. for 100pmol/ul Purification Modification |

170.0 HPLC < FURR— " W—

——
¥ X

Olige | BA392TM_392 - 411_Probe

SEQ |5-TGC TGC TGA CCG AGG CCC CC-3' (20mer)

MW Yield scale |1 © 'i‘"""“‘” -

calculated | measured | OD | nmol | (umoles) l !

75.0 7337.6 7329.5 4.0 | 20.0 0.2 68.7 | |

vol. for 100pmol/ul Purification Modification l i
200.0 HPLC 5"HEX-3"BHQ1 A et

GC%

Oligo | BA444R_444 - 425_reverse

SEQ | 5'-GGT CAT CTT CTC GCG GTT GG-3' (20mer)

MW Yield pa—

calculated | measured | OD | nmol | (umoles)
60.0 6131.0 6118.3 3.4 | 17.0 0.2 62.5
vol. for 100pmol/ul Purification Modification l 1

GC% scale | | Tm(c) i" T

170.0 HPLC e 5. N ————
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Oligo | MT16520F_16520 - 16543_forward
SEQ | 5'- CAT AAA GCC TAA ATA GCC CAC ACG-3' (24mer)
MW Yield I s :
GC% SeaE | Tm(c) | T
calculated | measured | OD | nmol | (Umoles) & d i
i I
45.83 7283.8 7263.4 4.7 17.0 0.2 63.5 | | ‘\
vol. for 100pmol/ul Purification Modification L 1 |
170.0 HPLC T =
Oligo | MT16557TM_16557 - 12_Probe
SEQ | 5'- AGA CAT CAC GAT GGA TCA CAG GTC T-3' (25mer)
MW Yield i -
GC% SCae sl Tmle) |i-
calculated | measured | OD | nmol |(umoles) b
48.0 8751.0 8737.2 4.6 16.0 0.2 65.8
vol. for 100pmol/ul Purification Modification 8 ,}
160.0 HPLC 5'FAM-3"BHQ1 ) SIS . SSRSSE———
Oligo | MT35R_35-12_reverse
SEQ | 5'-CCG TGA GTG GTT AAT AGG GTG ATA- 3' (24mer)
MW Yield s
GC% scale | 1) i -
calculated | measured | OD | nmol | (umoles) © t
45.83 | 7487.8 | 74708 | 47| 170 | 02 | 635 |° i
vol. for 100pmol/ul Purification Modification i H
170.0 HPLC i = e
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Oligo | PD-L1-Forward
SEQ | 5'-TCT GGC ACA TCC TCC AAA TG - 3 (20mer)
MW Yield s e
GC% (alesy | Tm(@) |i T
calculated | measured | OD | nmol | Umoles “
50.0 6037.0 6023.0 3.6 17.0 0.2 58.4
vol. for 100pmol/ul Purification Modification | }!
170.0 e | | e PO’ . "S—
Oligo | PD-L1-Reverse
SEQ | 5'-CAG TGC TAC ACC AAG GCA TAA TAA G-3' (25mer)
MW Yield I e
GC% e iTm(c) |i- ™
calculated | measured | OD | nmol | (umoles) ¥ !
44.0 7668.0 7643.6 | 5.0 | 17.0 0.2 64.2
vol. for 100pmol/ul Purification Modification &
170.0 HPLC == = = =
Oligo | PD-L1-Probe
SEQ | 5'-AAG GAC TCA CTT GGT AAT TCT GGG AGC CA-3' (29mer)
MW Yield T ——
GC% (oalesy| Tm(©) - i
calculated | measured | OD | nmol |Umoles J i
48.28 10017.8 10004.5 5.3 16.0 0.2 70.4 i
vol. for 100pmol/ul | Purification Modification : N
160.0 HPLC 5°FAM -3 BHQ1 e e "
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5.2. PD-L1 Primer ve Prob Sekans Bilgileri

>NM_014143.3 Homo sapiens CD274 molecule (CD274), transcript variant 1, mRNA

GGCGCAACGCTGAGCAGCTGGCGCGTCCCGCGCGGCCCCAGTTCTGCGCAGCTTCCCGAGGC
TCCGCACCAGCCGCGCTTCTGTCCGCCTGCAGGGCATTCCAGAAAGATGAGGATATTTGCTG
TCTTTATATTCATGACCTACTGGCATTTGCTGAACGCATTTACTGTCACGGTTCCCAAGGACC
TATATGTGGTAGAGTATGGTAGCAATATGACAATTGAATGCAAATTCCCAGTAGAAAAACA
ATTAGACCTGGCTGCACTAATTGTCTATTGGGAAATGGAGGATAAGAACATTATTCAATTTG
TGCATGGAGAGGAAGACCTGAAGGTTCAGCATAGTAGCTACAGACAGAGGGCCCGGCTGTT
GAAGGACCAGCTCTCCCTGGGAAATGCTGCACTTCAGATCACAGATGTGAAATTGCAGGAT
GCAGGGGTGTACCGCTGCATGATCAGCTATGGTGGTGCCGACTACAAGCGAATTACTGTGAA
AGTCAATGCCCCATACAACAAAATCAACCAAAGAATTTTGGTTGTGGATCCAGTCACCTCTG
AACATGAACTGACATGTCAGGCTGAGGGCTACCCCAAGGCCGAAGTCATCTGGACAAGCAG
TGACCATCAAGTCCTGAGTGGTAAGACCACCACCACCAATTCCAAGAGAGAGGAGAAGCTT
TTCAATGTGACCAGCACACTGAGAATCAACACAACAACTAATGAGATTTTCTACTGCACTTT
TAGGAGATTAGATCCTGAGGAAAACCATACAGCTGAATTGGTCATCCCAGAACTACCTCTGG
CACATCCTCCAAATGAAAGGACTCACTTGGTAATTCTGGGAGCCAT
ACATTCATCTTCCGTTTAAGAAAAGGGAGAATGATGGATGTGAAAAAATGTG
GCATCCAAGATACAAACTCAAAGAAGCAAAGTGATACACATTTGGAGGAGACGTAATCCAG
CATTGGAACTTCTGATCTTCAAGCAGGGATTCTCAACCTGTGGTTTAGGGGTTCATCGGGGC
TGAGCGTGACAAGAGGAAGGAATGGGCCCGTGGGATGCAGGCAATGTGGGACTTAAAAGG
CCCAAGCACTGAAAATGGAACCTGGCGAAAGCAGAGGAGGAGAATGAAGAAAGATGGAGT
CAAACAGGGAGCCTGGAGGGAGACCTTGATACTTTCAAATGCCTGAGGGGCTCATCGACGC
CTGTGACAGGGAGAAAGGATACTTCTGAACAAGGAGCCTCCAAGCAAATCATCCATTGCTC
ATCCTAGGAAGACGGGTTGAGAATCCCTAATTTGAGGGTCAGTTCCTGCAGAAGTGCCCTTT
GCCTCCACTCAATGCCTCAATTTGTTTTCTGCATGACTGAGAGTCTCAGTGTTGGAACGGGAC
AGTATTTATGTATGAGTTTTTCCTATTTATTTTGAGTCTGTGAGGTCTTCTTGTCATGTGAGTG
TGGTTGTGAATGATTTCTTTTGAAGATATATTGTAGTAGATGTTACAATTTTGTCGCCAAACT
AAACTTGCTGCTTAATGATTTGCTCACATCTAGTAAAACATGGAGTATTTGTAAGGTGCTTG
GTCTCCTCTATAACTACAAGTATACATTGGAAGCATAAAGATCAAACCGTTGGTTGCATAGG
ATGTCACCTTTATTTAACCCATTAATACTCTGGTTGACCTAATCTTATTCTCAGACCTCAAGT
GTCTGTGCAGTATCTGTTCCATTTAAATATCAGCTTTACAATTATGTGGTAGCCTACACACAT
AATCTCATTTCATCGCTGTAACCACCCTGTTGTGATAACCACTATTATTTTACCCATCGTACA
GCTGAGGAAGCAAACAGATTAAGTAACTTGCCCAAACCAGTAAATAGCAGACCTCAGACTG
CCACCCACTGTCCTTTTATAATACAATTTACAGCTATATTTTACTTTAAGCAATTCTTTTATTC
AAAAACCATTTATTAAGTGCCCTTGCAATATCAATCGCTGTGCCAGGCATTGAATCTACAGA
TGTGAGCAAGACAAAGTACCTGTCCTCAAGGAGCTCATAGTATAATGAGGAGATTAACAAG
AAAATGTATTATTACAATTTAGTCCAGTGTCATAGCATAAGGATGATGCGAGGGGAAAACCC
GAGCAGTGTTGCCAAGAGGAGGAAATAGGCCAATGTGGTCTGGGACGGTTGGATATACTTA
AACATCTTAATAATCAGAGTAATTTTCATTTACAAAGAGAGGTCGGTACTTAAAATAACCCT
GAAAAATAACACTGGAATTCCTTTTCTAGCATTATATTTATTCCTGATTTGCCTTTGCCATAT
AATCTAATGCTTGTTTATATAGTGTCTGGTATTGTTTAACAGTTCTGTCTTTTCTATTTAAATG
CCACTAAATTTTAAATTCATACCTTTCCATGATTCAAAATTCAAAAGATCCCATGGGAGATG
GTTGGAAAATCTCCACTTCATCCTCCAAGCCATTCAAGTTTCCTTTCCAGAAGCAACTGCTAC
TGCCTTTCATTCATATGTTCTTCTAAAGATAGTCTACATTTGGAAATGTATGTTAAAAGCACG
TATTTTTAAAATTTTTTTCCTAAATAGTAACACATTGTATGTCTGCTGTGTACTTTGCTATTTT
TATTTATTTTAGTGTTTCTTATATAGCAGATGGAATGAATTTGAAGTTCCCAGGGCTGAGGAT
CCATGCCTTCTTTGTTTCTAAGTTATCTTTCCCATAGCTTTTCATTATCTTTCATATGATCCAG
TATATGTTAAATATGTCCTACATATACATTTAGACAACCACCATTTGTTAAGTATTTGCTCTA
GGACAGAGTTTGGATTTGTTTATGTTTGCTCAAAAGGAGACCCATGGGCTCTCCAGGGTGCA
CTGAGTCAATCTAGTCCTAAAAAGCAATCTTATTATTAACTCTGTATGACAGAATCATGTCTG
GAACTTTTGTTTTCTGCTTTCTGTCAAGTATAAACTTCACTTTGATGCTGTACTTGCAAAATC
ACATTTTCTTTCTGGAAATTCCGGCAGTGTACCTTGACTGCTAGCTACCCTGTGCCAGAAAAG
CCTCATTCGTTGTGCTTGAACCCTTGAATGCCACCAGCTGTCATCACTACACAGCCCTCCTAA
GAGGCTTCCTGGAGGTTTCGAGATTCAGATGCCCTGGGAGATCCCAGAGTTTCCTTTCCCTCT
TGGCCATATTCTGGTGTCAATGACAAGGAGTACCTTGGCTTTGCCACATGTCAAGGCTGAAG
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AAACAGTGTCTCCAACAGAGCTCCTTGTGTTATCTGTTTGTACATGTGCATTTGTACAGTAAT
TGGTGTGACAGTGTTCTTTGTGTGAATTACAGGCAAGAATTGTGGCTGAGCAAGGCACATAG
TCTACTCAGTCTATTCCTAAGTCCTAACTCCTCCTTGTGGTGTTGGATTTGTAAGGCACTTTAT
CCCTTTTGTCTCATGTTTCATCGTAAATGGCATAGGCAGAGATGATACCTAATTCTGCATTTG
ATTGTCACTTTTTGTACCTGCATTAATTTAATAAAATATTCTTATTTATTTTGTTACTTGGTAC
ACCAGCATGTCCATTTTCTTGTTTATTTTGTGTTTAATAAAATGTTCAGTTTAACATCCCAGTG
GAGAAAGTTAAAAAA

5.3. mtDNA Primer ve Prob Sekans Bilgileri

*Mitokondriyal genom halkasal oldugundan mavi ile gosterilen kisim ayni
zamanda sekans sonuna eklenmistir. ileri primer ve prob sekans sonunda yer alirken
probun bir kism1 sekansin sonunda diger kism1 basinda, geri primer sekans basinda yer

almaktadir.

>NC_012920.1 Homo sapiens mitochondrion, complete genome

GATCACAGGTCII S RIE . \ GCTCTCCATGCATTTGGTATTTTCGTCTGGGGG
GTATGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTATCTGTCTTTGATT
CCTGCCTCATCCTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGTT
AATTAATTAATGCTTGTAGGACATAATAATAACAATTGAATGTCTGCACAGCCACTTTCCACACAGACA
TCATAACAAAAAATTTCCACCAAACCCCCCCTCCCCCGCTTCTGGCCACAGCACTTAAACACATCTCTG
CCAAACCCCAAAAACAAAGAACCCTAACACCAGCCTAACCAGATTTCAAATTTTATCTTTTGGCGGTAT
GCACTTTTAACAGTCACCCCCCAACTAACACATTATTTTCCCCTCCCACTCCCATACTACTAATCTCATC
AATACAACCCCCGCCCATCCTACCCAGCACACACACACCGCTGCTAACCCCATACCCCGAACCAACCAA
ACCCCAAAGACACCCCCCACAGTTTATGTAGCTTACCTCCTCAAAGCAATACACTGAAAATGTTTAGAC
GGGCTCACATCACCCCATAAACAAATAGGTTTGGTCCTAGCCTTTCTATTAGCTCTTAGTAAGATTACAC
ATGCAAGCATCCCCGTTCCAGTGAGTTCACCCTCTAAATCACCACGATCAAAAGGAACAAGCATCAAG
CACGCAGCAATGCAGCTCAAAACGCTTAGCCTAGCCACACCCCCACGGGAAACAGCAGTGATTAACCT
TTAGCAATAAACGAAAGTTTAACTAAGCTATACTAACCCCAGGGTTGGTCAATTTCGTGCCAGCCACCG
CGGTCACACGATTAACCCAAGTCAATAGAAGCCGGCGTAAAGAGTGTTTTAGATCACCCCCTCCCCAAT
AAAGCTAAAACTCACCTGAGTTGTAAAAAACTCCAGTTGACACAAAATAGACTACGAAAGTGGCTTTA
ACATATCTGAACACACAATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAAC
CTCAACAGTTAAATCAACAAAACTGCTCGCCAGAACACTACGAGCCACAGCTTAAAACTCAAAGGACC
TGGCGGTGCTTCATATCCCTCTAGAGGAGCCTGTTCTGTAATCGATAAACCCCGATCAACCTCACCACC
TCTTGCTCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTGATGAAGGCTACAAAGTAAGCGCAAGTACC
CACGTAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAGCCCATGAGGTGGCAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCCA
GAAAACTACGATAGCCCTTATGAAACTTAAGGGTCGAAGGTGGATTTAGCAGTAAACTAAGAGTAGAG
TGCTTAGTTGAACAGGGCCCTGAAGCGCGTACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTATACTTCAAAGG
ACATTTAACTAAAACCCCTACGCATTTATATAGAGGAGACAAGTCGTAACATGGTAAGTGTACTGGAA
AGTGCACTTGGACGAACCAGAGTGTAGCTTAACACAAAGCACCCAACTTACACTTAGGAGATTTCAACT
TAACTTGACCGCTCTGAGCTAAACCTAGCCCCAAACCCACTCCACCTTACTACCAGACAACCTTAGCCA
AACCATTTACCCAAATAAAGTATAGGCGATAGAAATTGAAACCTGGCGCAATAGATATAGTACCGCAA
GGGAAAGATGAAAAATTATAACCAAGCATAATATAGCAAGGACTAACCCCTATACCTTCTGCATAATG
AATTAACTAGAAATAACTTTGCAAGGAGAGCCAAAGCTAAGACCCCCGAAACCAGACGAGCTACCTAA
GAACAGCTAAAAGAGCACACCCGTCTATGTAGCAAAATAGTGGGAAGATTTATAGGTAGAGGCGACAA
ACCTACCGAGCCTGGTGATAGCTGGTTGTCCAAGATAGAATCTTAGTTCAACTTTAAATTTGCCCACAG
AACCCTCTAAATCCCCTTGTAAATTTAACTGTTAGTCCAAAGAGGAACAGCTCTTTGGACACTAGGAAA
AAACCTTGTAGAGAGAGTAAAAAATTTAACACCCATAGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCAATTAAGAAA
GCGTTCAAGCTCAACACCCACTACCTAAAAAATCCCAAACATATAACTGAACTCCTCACACCCAATTGG
ACCAATCTATCACCCTATAGAAGAACTAATGTTAGTATAAGTAACATGAAAACATTCTCCTCCGCATAA
GCCTGCGTCAGATTAAAACACTGAACTGACAATTAACAGCCCAATATCTACAATCAACCAACAAGTCAT
TATTACCCTCACTGTCAACCCAACACAGGCATGCTCATAAGGAAAGGTTAAAAAAAGTAAAAGGAACT
CGGCAAATCTTACCCCGCCTGTTTACCAAAAACATCACCTCTAGCATCACCAGTATTAGAGGCACCGCC
TGCCCAGTGACACATGTTTAACGGCCGCGGTACCCTAACCGTGCAAAGGTAGCATAATCACTTGTTCCT
TAAATAGGGACCTGTATGAATGGCTCCACGAGGGTTCAGCTGTCTCTTACTTTTAACCAGTGAAATTGA
CCTGCCCGTGAAGAGGCGGGCATAACACAGCAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAATTTATTAAT
GCAAACAGTACCTAACAAACCCACAGGTCCTAAACTACCAAACCTGCATTAAAAATTTCGGTTGGGGC
GACCTCGGAGCAGAACCCAACCTCCGAGCAGTACATGCTAAGACTTCACCAGTCAAAGCGAACTACTA
TACTCAATTGATCCAATAACTTGACCAACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCTATTCT
AGAGTCCATATCAACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCCGATGGTGCAGCCGCT
ATTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTC
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GGTTTCTATCTACNTTCAAATTCCTCCCTGTACGAAAGGACAAGAGAAATAAGGCCTACTTCACAAAGC
GCCTTCCCCCGTAAATGATATCATCTCAACTTAGTATTATACCCACACCCACCCAAGAACAGGGTTTGTT
AAGATGGCAGAGCCCGGTAATCGCATAAAACTTAAAACTTTACAGTCAGAGGTTCAATTCCTCTTCTTA
ACAACATACCCATGGCCAACCTCCTACTCCTCATTGTACCCATTCTAATCGCAATGGCATTCCTAATGCT
TACCGAACGAAAAATTCTAGGCTATATACAACTACGCAAAGGCCCCAACGTTGTAGGCCCCTACGGGC
TACTACAACCCTTCGCTGACGCCATAAAACTCTTCACCAAAGAGCCCCTAAAACCCGCCACATCTACCA
TCACCCTCTACATCACCGCCCCGACCTTAGCTCTCACCATCGCTCTTCTACTATGAACCCCCCTCCCCAT
ACCCAACCCCCTGGTCAACCTCAACCTAGGCCTCCTATTTATTCTAGCCACCTCTAGCCTAGCCGTTTAC
TCAATCCTCTGATCAGGGTGAGCATCAAACTCAAACTACGCCCTGATCGGCGCACTGCGAGCAGTAGCC
CAAACAATCTCATATGAAGTCACCCTAGCCATCATTCTACTATCAACATTACTAATAAGTGGCTCCTTTA
ACCTCTCCACCCTTATCACAACACAAGAACACCTCTGATTACTCCTGCCATCATGACCCTTGGCCATAAT
ATGATTTATCTCCACACTAGCAGAGACCAACCGAACCCCCTTCGACCTTGCCGAAGGGGAGTCCGAACT
AGTCTCAGGCTTCAACATCGAATACGCCGCAGGCCCCTTCGCCCTATTCTTCATAGCCGAATACACAAA
CATTATTATAATAAACACCCTCACCACTACAATCTTCCTAGGAACAACATATGACGCACTCTCCCCTGA
ACTCTACACAACATATTTTGTCACCAAGACCCTACTTCTAACCTCCCTGTTCTTATGAATTCGAACAGCA
TACCCCCGATTCCGCTACGACCAACTCATACACCTCCTATGAAAAAACTTCCTACCACTCACCCTAGCA
TTACTTATATGATATGTCTCCATACCCATTACAATCTCCAGCATTCCCCCTCAAACCTAAGAAATATGTC
TGATAAAAGAGTTACTTTGATAGAGTAAATAATAGGAGCTTAAACCCCCTTATTTCTAGGACTATGAGA
ATCGAACCCATCCCTGAGAATCCAAAATTCTCCGTGCCACCTATCACACCCCATCCTAAAGTAAGGTCA
GCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTTGGTTATACCCTTCCCGTACTAATTAATCCCCT
GGCCCAACCCGTCATCTACTCTACCATCTTTGCAGGCACACTCATCACAGCGCTAAGCTCGCACTGATTT
TTTACCTGAGTAGGCCTAGAAATAAACATGCTAGCTTTTATTCCAGTTCTAACCAAAAAAATAAACCCT
CGTTCCACAGAAGCTGCCATCAAGTATTTCCTCACGCAAGCAACCGCATCCATAATCCTTCTAATAGCT
ATCCTCTTCAACAATATACTCTCCGGACAATGAACCATAACCAATACTACCAATCAATACTCATCATTA
ATAATCATAATAGCTATAGCAATAAAACTAGGAATAGCCCCCTTTCACTTCTGAGTCCCAGAGGTTACC
CAAGGCACCCCTCTGACATCCGGCCTGCTTCTTCTCACATGACAAAAACTAGCCCCCATCTCAATCATA
TACCAAATCTCTCCCTCACTAAACGTAAGCCTTCTCCTCACTCTCTCAATCTTATCCATCATAGCAGGCA
GTTGAGGTGGATTAAACCAAACCCAGCTACGCAAAATCTTAGCATACTCCTCAATTACCCACATAGGAT
GAATAATAGCAGTTCTACCGTACAACCCTAACATAACCATTCTTAATTTAACTATTTATATTATCCTAAC
TACTACCGCATTCCTACTACTCAACTTAAACTCCAGCACCACGACCCTACTACTATCTCGCACCTGAAAC
AAGCTAACATGACTAACACCCTTAATTCCATCCACCCTCCTCTCCCTAGGAGGCCTGCCCCCGCTAACC
GGCTTTTTGCCCAAATGGGCCATTATCGAAGAATTCACAAAAAACAATAGCCTCATCATCCCCACCATC
ATAGCCACCATCACCCTCCTTAACCTCTACTTCTACCTACGCCTAATCTACTCCACCTCAATCACACTAC
TCCCCATATCTAACAACGTAAAAATAAAATGACAGTTTGAACATACAAAACCCACCCCATTCCTCCCCA
CACTCATCGCCCTTACCACGCTACTCCTACCTATCTCCCCTTTTATACTAATAATCTTATAGAAATTTAG
GTTAAATACAGACCAAGAGCCTTCAAAGCCCTCAGTAAGTTGCAATACTTAATTTCTGTAACAGCTAAG
GACTGCAAAACCCCACTCTGCATCAACTGAACGCAAATCAGCCACTTTAATTAAGCTAAGCCCTTACTA
GACCAATGGGACTTAAACCCACAAACACTTAGTTAACAGCTAAGCACCCTAATCAACTGGCTTCAATCT
ACTTCTCCCGCCGCCGGGAAAAAAGGCGGGAGAAGCCCCGGCAGGTTTGAAGCTGCTTCTTCGAATTTG
CAATTCAATATGAAAATCACCTCGGAGCTGGTAAAAAGAGGCCTAACCCCTGTCTTTAGATTTACAGTC
CAATGCTTCACTCAGCCATTTTACCTCACCCCCACTGATGTTCGCCGACCGTTGACTATTCTCTACAAAC
CACAAAGACATTGGAACACTATACCTATTATTCGGCGCATGAGCTGGAGTCCTAGGCACAGCTCTAAGC
CTCCTTATTCGAGCCGAGCTGGGCCAGCCAGGCAACCTTCTAGGTAACGACCACATCTACAACGTTATC
GTCACAGCCCATGCATTTGTAATAATCTTCTTCATAGTAATACCCATCATAATCGGAGGCTTTGGCAACT
GACTAGTTCCCCTAATAATCGGTGCCCCCGATATGGCGTTTCCCCGCATAAACAACATAAGCTTCTGAC
TCTTACCTCCCTCTCTCCTACTCCTGCTCGCATCTGCTATAGTGGAGGCCGGAGCAGGAACAGGTTGAA
CAGTCTACCCTCCCTTAGCAGGGAACTACTCCCACCCTGGAGCCTCCGTAGACCTAACCATCTTCTCCTT
ACACCTAGCAGGTGTCTCCTCTATCTTAGGGGCCATCAATTTCATCACAACAATTATCAATATAAAACC
CCCTGCCATAACCCAATACCAAACGCCCCTCTTCGTCTGATCCGTCCTAATCACAGCAGTCCTACTTCTC
CTATCTCTCCCAGTCCTAGCTGCTGGCATCACTATACTACTAACAGACCGCAACCTCAACACCACCTTCT
TCGACCCCGCCGGAGGAGGAGACCCCATTCTATACCAACACCTATTCTGATTTTTCGGTCACCCTGAAG
TTTATATTCTTATCCTACCAGGCTTCGGAATAATCTCCCATATTGTAACTTACTACTCCGGAAAAAAAGA
ACCATTTGGATACATAGGTATGGTCTGAGCTATGATATCAATTGGCTTCCTAGGGTTTATCGTGTGAGC
ACACCATATATTTACAGTAGGAATAGACGTAGACACACGAGCATATTTCACCTCCGCTACCATAATCAT
CGCTATCCCCACCGGCGTCAAAGTATTTAGCTGACTCGCCACACTCCACGGAAGCAATATGAAATGATC
TGCTGCAGTGCTCTGAGCCCTAGGATTCATCTTTCTTTTCACCGTAGGTGGCCTGACTGGCATTGTATTA
GCAAACTCATCACTAGACATCGTACTACACGACACGTACTACGTTGTAGCCCACTTCCACTATGTCCTA
TCAATAGGAGCTGTATTTGCCATCATAGGAGGCTTCATTCACTGATTTCCCCTATTCTCAGGCTACACCC
TAGACCAAACCTACGCCAAAATCCATTTCACTATCATATTCATCGGCGTAAATCTAACTTTCTTCCCACA
ACACTTTCTCGGCCTATCCGGAATGCCCCGACGTTACTCGGACTACCCCGATGCATACACCACATGAAA
CATCCTATCATCTGTAGGCTCATTCATTTCTCTAACAGCAGTAATATTAATAATTTTCATGATTTGAGAA
GCCTTCGCTTCGAAGCGAAAAGTCCTAATAGTAGAAGAACCCTCCATAAACCTGGAGTGACTATATGG
ATGCCCCCCACCCTACCACACATTCGAAGAACCCGTATACATAAAATCTAGACAAAAAAGGAAGGAAT
CGAACCCCCCAAAGCTGGTTTCAAGCCAACCCCATGGCCTCCATGACTTTTTCAAAAAGGTATTAGAAA
AACCATTTCATAACTTTGTCAAAGTTAAATTATAGGCTAAATCCTATATATCTTAATGGCACATGCAGC
GCAAGTAGGTCTACAAGACGCTACTTCCCCTATCATAGAAGAGCTTATCACCTTTCATGATCACGCCCT
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CATAATCATTTTCCTTATCTGCTTCCTAGTCCTGTATGCCCTTTTCCTAACACTCACAACAAAACTAACT
AATACTAACATCTCAGACGCTCAGGAAATAGAAACCGTCTGAACTATCCTGCCCGCCATCATCCTAGTC
CTCATCGCCCTCCCATCCCTACGCATCCTTTACATAACAGACGAGGTCAACGATCCCTCCCTTACCATCA
AATCAATTGGCCACCAATGGTACTGAACCTACGAGTACACCGACTACGGCGGACTAATCTTCAACTCCT
ACATACTTCCCCCATTATTCCTAGAACCAGGCGACCTGCGACTCCTTGACGTTGACAATCGAGTAGTAC
TCCCGATTGAAGCCCCCATTCGTATAATAATTACATCACAAGACGTCTTGCACTCATGAGCTGTCCCCA
CATTAGGCTTAAAAACAGATGCAATTCCCGGACGTCTAAACCAAACCACTTTCACCGCTACACGACCGG
GGGTATACTACGGTCAATGCTCTGAAATCTGTGGAGCAAACCACAGTTTCATGCCCATCGTCCTAGAAT
TAATTCCCCTAAAAATCTTTGAAATAGGGCCCGTATTTACCCTATAGCACCCCCTCTACCCCCTCTAGAG
CCCACTGTAAAGCTAACTTAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGATTAAGAGAACCAACACCTCTTTACAG
TGAAATGCCCCAACTAAATACTACCGTATGGCCCACCATAATTACCCCCATACTCCTTACACTATTCCTC
ATCACCCAACTAAAAATATTAAACACAAACTACCACCTACCTCCCTCACCAAAGCCCATAAAAATAAA
AAATTATAACAAACCCTGAGAACCAAAATGAACGAAAATCTGTTCGCTTCATTCATTGCCCCCACAATC
CTAGGCCTACCCGCCGCAGTACTGATCATTCTATTTCCCCCTCTATTGATCCCCACCTCCAAATATCTCA
TCAACAACCGACTAATCACCACCCAACAATGACTAATCAAACTAACCTCAAAACAAATGATAACCATA
CACAACACTAAAGGACGAACCTGATCTCTTATACTAGTATCCTTAATCATTTTTATTGCCACAACTAACC
TCCTCGGACTCCTGCCTCACTCATTTACACCAACCACCCAACTATCTATAAACCTAGCCATGGCCATCCC
CTTATGAGCGGGCACAGTGATTATAGGCTTTCGCTCTAAGATTAAAAATGCCCTAGCCCACTTCTTACC
ACAAGGCACACCTACACCCCTTATCCCCATACTAGTTATTATCGAAACCATCAGCCTACTCATTCAACC
AATAGCCCTGGCCGTACGCCTAACCGCTAACATTACTGCAGGCCACCTACTCATGCACCTAATTGGAAG
CGCCACCCTAGCAATATCAACCATTAACCTTCCCTCTACACTTATCATCTTCACAATTCTAATTCTACTG
ACTATCCTAGAAATCGCTGTCGCCTTAATCCAAGCCTACGTTTTCACACTTCTAGTAAGCCTCTACCTGC
ACGACAACACATAATGACCCACCAATCACATGCCTATCATATAGTAAAACCCAGCCCATGACCCCTAAC
AGGGGCCCTCTCAGCCCTCCTAATGACCTCCGGCCTAGCCATGTGATTTCACTTCCACTCCATAACGCTC
CTCATACTAGGCCTACTAACCAACACACTAACCATATACCAATGATGGCGCGATGTAACACGAGAAAG
CACATACCAAGGCCACCACACACCACCTGTCCAAAAAGGCCTTCGATACGGGATAATCCTATTTATTAC
CTCAGAAGTTTTTTTCTTCGCAGGATTTTTCTGAGCCTTTTACCACTCCAGCCTAGCCCCTACCCCCCAAT
TAGGAGGGCACTGGCCCCCAACAGGCATCACCCCGCTAAATCCCCTAGAAGTCCCACTCCTAAACACAT
CCGTATTACTCGCATCAGGAGTATCAATCACCTGAGCTCACCATAGTCTAATAGAAAACAACCGAAACC
AAATAATTCAAGCACTGCTTATTACAATTTTACTGGGTCTCTATTTTACCCTCCTACAAGCCTCAGAGTA
CTTCGAGTCTCCCTTCACCATTTCCGACGGCATCTACGGCTCAACATTTTTTGTAGCCACAGGCTTCCAC
GGACTTCACGTCATTATTGGCTCAACTTTCCTCACTATCTGCTTCATCCGCCAACTAATATTTCACTTTAC
ATCCAAACATCACTTTGGCTTCGAAGCCGCCGCCTGATACTGGCATTTTGTAGATGTGGTTTGACTATTT
CTGTATGTCTCCATCTATTGATGAGGGTCTTACTCTTTTAGTATAAATAGTACCGTTAACTTCCAATTAA
CTAGTTTTGACAACATTCAAAAAAGAGTAATAAACTTCGCCTTAATTTTAATAATCAACACCCTCCTAG
CCTTACTACTAATAATTATTACATTTTGACTACCACAACTCAACGGCTACATAGAAAAATCCACCCCTTA
CGAGTGCGGCTTCGACCCTATATCCCCCGCCCGCGTCCCTTTCTCCATAAAATTCTTCTTAGTAGCTATT
ACCTTCTTATTATTTGATCTAGAAATTGCCCTCCTTTTACCCCTACCATGAGCCCTACAAACAACTAACC
TGCCACTAATAGTTATGTCATCCCTCTTATTAATCATCATCCTAGCCCTAAGTCTGGCCTATGAGTGACT
ACAAAAAGGATTAGACTGAACCGAATTGGTATATAGTTTAAACAAAACGAATGATTTCGACTCATTAA
ATTATGATAATCATATTTACCAAATGCCCCTCATTTACATAAATATTATACTAGCATTTACCATCTCACT
TCTAGGAATACTAGTATATCGCTCACACCTCATATCCTCCCTACTATGCCTAGAAGGAATAATACTATC
GCTGTTCATTATAGCTACTCTCATAACCCTCAACACCCACTCCCTCTTAGCCAATATTGTGCCTATTGCC
ATACTAGTCTTTGCCGCCTGCGAAGCAGCGGTGGGCCTAGCCCTACTAGTCTCAATCTCCAACACATAT
GGCCTAGACTACGTACATAACCTAAACCTACTCCAATGCTAAAACTAATCGTCCCAACAATTATATTAC
TACCACTGACATGACTTTCCAAAAAACACATAATTTGAATCAACACAACCACCCACAGCCTAATTATTA
GCATCATCCCTCTACTATTTTTTAACCAAATCAACAACAACCTATTTAGCTGTTCCCCAACCTTTTCCTCC
GACCCCCTAACAACCCCCCTCCTAATACTAACTACCTGACTCCTACCCCTCACAATCATGGCAAGCCAA
CGCCACTTATCCAGTGAACCACTATCACGAAAAAAACTCTACCTCTCTATACTAATCTCCCTACAAATCT
CCTTAATTATAACATTCACAGCCACAGAACTAATCATATTTTATATCTTCTTCGAAACCACACTTATCCC
CACCTTGGCTATCATCACCCGATGAGGCAACCAGCCAGAACGCCTGAACGCAGGCACATACTTCCTATT
CTACACCCTAGTAGGCTCCCTTCCCCTACTCATCGCACTAATTTACACTCACAACACCCTAGGCTCACTA
AACATTCTACTACTCACTCTCACTGCCCAAGAACTATCAAACTCCTGAGCCAACAACTTAATATGACTA
GCTTACACAATAGCTTTTATAGTAAAGATACCTCTTTACGGACTCCACTTATGACTCCCTAAAGCCCATG
TCGAAGCCCCCATCGCTGGGTCAATAGTACTTGCCGCAGTACTCTTAAAACTAGGCGGCTATGGTATAA
TACGCCTCACACTCATTCTCAACCCCCTGACAAAACACATAGCCTACCCCTTCCTTGTACTATCCCTATG
AGGCATAATTATAACAAGCTCCATCTGCCTACGACAAACAGACCTAAAATCGCTCATTGCATACTCTTC
AATCAGCCACATAGCCCTCGTAGTAACAGCCATTCTCATCCAAACCCCCTGAAGCTTCACCGGCGCAGT
CATTCTCATAATCGCCCACGGGCTTACATCCTCATTACTATTCTGCCTAGCAAACTCAAACTACGAACGC
ACTCACAGTCGCATCATAATCCTCTCTCAAGGACTTCAAACTCTACTCCCACTAATAGCTTTTTGATGAC
TTCTAGCAAGCCTCGCTAACCTCGCCTTACCCCCCACTATTAACCTACTGGGAGAACTCTCTGTGCTAGT
AACCACGTTCTCCTGATCAAATATCACTCTCCTACTTACAGGACTCAACATACTAGTCACAGCCCTATAC
TCCCTCTACATATTTACCACAACACAATGGGGCTCACTCACCCACCACATTAACAACATAAAACCCTCA
TTCACACGAGAAAACACCCTCATGTTCATACACCTATCCCCCATTCTCCTCCTATCCCTCAACCCCGACA
TCATTACCGGGTTTTCCTCTTGTAAATATAGTTTAACCAAAACATCAGATTGTGAATCTGACAACAGAG
GCTTACGACCCCTTATTTACCGAGAAAGCTCACAAGAACTGCTAACTCATGCCCCCATGTCTAACAACA
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TGGCTTTCTCAACTTTTAAAGGATAACAGCTATCCATTGGTCTTAGGCCCCAAAAATTTTGGTGCAACTC
CAAATAAAAGTAATAACCATGCACACTACTATAACCACCCTAACCCTGACTTCCCTAATTCCCCCCATC
CTTACCACCCTCGTTAACCCTAACAAAAAAAACTCATACCCCCATTATGTAAAATCCATTGTCGCATCC
ACCTTTATTATCAGTCTCTTCCCCACAACAATATTCATGTGCCTAGACCAAGAAGTTATTATCTCGAACT
GACACTGAGCCACAACCCAAACAACCCAGCTCTCCCTAAGCTTCAAACTAGACTACTTCTCCATAATAT
TCATCCCTGTAGCATTGTTCGTTACATGGTCCATCATAGAATTCTCACTGTGATATATAAACTCAGACCC
AAACATTAATCAGTTCTTCAAATATCTACTCATCTTCCTAATTACCATACTAATCTTAGTTACCGCTAAC
AACCTATTCCAACTGTTCATCGGCTGAGAGGGCGTAGGAATTATATCCTTCTTGCTCATCAGTTGATGAT
ACGCCCGAGCAGATGCCAACACAGCAGCCATTCAAGCAATCCTATACAACCGTATCGGCGATATCGGT
TTCATCCTCGCCTTAGCATGATTTATCCTACACTCCAACTCATGAGACCCACAACAAATAGCCCTTCTAA
ACGCTAATCCAAGCCTCACCCCACTACTAGGCCTCCTCCTAGCAGCAGCAGGCAAATCAGCCCAATTAG
GTCTCCACCCCTGACTCCCCTCAGCCATAGAAGGCCCCACCCCAGTCTCAGCCCTACTCCACTCAAGCA
CTATAGTTGTAGCAGGAATCTTCTTACTCATCCGCTTCCACCCCCTAGCAGAAAATAGCCCACTAATCC
AAACTCTAACACTATGCTTAGGCGCTATCACCACTCTGTTCGCAGCAGTCTGCGCCCTTACACAAAATG
ACATCAAAAAAATCGTAGCCTTCTCCACTTCAAGTCAACTAGGACTCATAATAGTTACAATCGGCATCA
ACCAACCACACCTAGCATTCCTGCACATCTGTACCCACGCCTTCTTCAAAGCCATACTATTTATGTGCTC
CGGGTCCATCATCCACAACCTTAACAATGAACAAGATATTCGAAAAATAGGAGGACTACTCAAAACCA
TACCTCTCACTTCAACCTCCCTCACCATTGGCAGCCTAGCATTAGCAGGAATACCTTTCCTCACAGGTTT
CTACTCCAAAGACCACATCATCGAAACCGCAAACATATCATACACAAACGCCTGAGCCCTATCTATTAC
TCTCATCGCTACCTCCCTGACAAGCGCCTATAGCACTCGAATAATTCTTCTCACCCTAACAGGTCAACCT
CGCTTCCCCACCCTTACTAACATTAACGAAAATAACCCCACCCTACTAAACCCCATTAAACGCCTGGCA
GCCGGAAGCCTATTCGCAGGATTTCTCATTACTAACAACATTTCCCCCGCATCCCCCTTCCAAACAACA
ATCCCCCTCTACCTAAAACTCACAGCCCTCGCTGTCACTTTCCTAGGACTTCTAACAGCCCTAGACCTCA
ACTACCTAACCAACAAACTTAAAATAAAATCCCCACTATGCACATTTTATTTCTCCAACATACTCGGATT
CTACCCTAGCATCACACACCGCACAATCCCCTATCTAGGCCTTCTTACGAGCCAAAACCTGCCCCTACT
CCTCCTAGACCTAACCTGACTAGAAAAGCTATTACCTAAAACAATTTCACAGCACCAAATCTCCACCTC
CATCATCACCTCAACCCAAAAAGGCATAATTAAACTTTACTTCCTCTCTTTCTTCTTCCCACTCATCCTA
ACCCTACTCCTAATCACATAACCTATTCCCCCGAGCAATCTCAATTACAATATATACACCAACAAACAA
TGTTCAACCAGTAACTACTACTAATCAACGCCCATAATCATACAAAGCCCCCGCACCAATAGGATCCTC
CCGAATCAACCCTGACCCCTCTCCTTCATAAATTATTCAGCTTCCTACACTATTAAAGTTTACCACAACC
ACCACCCCATCATACTCTTTCACCCACAGCACCAATCCTACCTCCATCGCTAACCCCACTAAAACACTC
ACCAAGACCTCAACCCCTGACCCCCATGCCTCAGGATACTCCTCAATAGCCATCGCTGTAGTATATCCA
AAGACAACCATCATTCCCCCTAAATAAATTAAAAAAACTATTAAACCCATATAACCTCCCCCAAAATTC
AGAATAATAACACACCCGACCACACCGCTAACAATCAATACTAAACCCCCATAAATAGGAGAAGGCTT
AGAAGAAAACCCCACAAACCCCATTACTAAACCCACACTCAACAGAAACAAAGCATACATCATTATTC
TCGCACGGACTACAACCACGACCAATGATATGAAAAACCATCGTTGTATTTCAACTACAAGAACACCA
ATGACCCCAATACGCAAAACTAACCCCCTAATAAAATTAATTAACCACTCATTCATCGACCTCCCCACC
CCATCCAACATCTCCGCATGATGAAACTTCGGCTCACTCCTTGGCGCCTGCCTGATCCTCCAAATCACCA
CAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGCCCACATCA
CTCGAGACGTAAATTATGGCTGAATCATCCGCTACCTTCACGCCAATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTG
CCTCTTCCTACACATCGGGCGAGGCCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAAACCTGAAACATCGG
CATTATCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTATGTCCTCCCGTGAGGCCAAATATCA
TTCTGAGGGGCCACAGTAATTACAAACTTACTATCCGCCATCCCATACATTGGGACAGACCTAGTTCAA
TGAATCTGAGGAGGCTACTCAGTAGACAGTCCCACCCTCACACGATTCTTTACCTTTCACTTCATCTTGC
CCTTCATTATTGCAGCCCTAGCAACACTCCACCTCCTATTCTTGCACGAAACGGGATCAAACAACCCCC
TAGGAATCACCTCCCATTCCGATAAAATCACCTTCCACCCTTACTACACAATCAAAGACGCCCTCGGCT
TACTTCTCTTCCTTCTCTCCTTAATGACATTAACACTATTCTCACCAGACCTCCTAGGCGACCCAGACAA
TTATACCCTAGCCAACCCCTTAAACACCCCTCCCCACATCAAGCCCGAATGATATTTCCTATTCGCCTAC
ACAATTCTCCGATCCGTCCCTAACAAACTAGGAGGCGTCCTTGCCCTATTACTATCCATCCTCATCCTAG
CAATAATCCCCATCCTCCATATATCCAAACAACAAAGCATAATATTTCGCCCACTAAGCCAATCACTTT
ATTGACTCCTAGCCGCAGACCTCCTCATTCTAACCTGAATCGGAGGACAACCAGTAAGCTACCCTTTTA
CCATCATTGGACAAGTAGCATCCGTACTATACTTCACAACAATCCTAATCCTAATACCAACTATCTCCCT
AATTGAAAACAAAATACTCAAATGGGCCTGTCCTTGTAGTATAAACTAATACACCAGTCTTGTAAACCG
GAGATGAAAACCTTTTTCCAAGGACAAATCAGAGAAAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGCACCCAAAG
CTAAGATTCTAATTTAAACTATTCTCTGTTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTG
ACTCACCCATCAACAACCGCTATGTATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACC
ATAAATACTTGACCACCTGTAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCTCCCCATGCTTACAA
GCAAGTACAGCAATCAACCCTCAACTATCACACATCAACTGCAACTCCAAAGCCACCCCTCACCCACTA
GGATACCAACAAACCTACCCACCCTTAACAGTACATAGTACATAAAGCCATTTACCGTACATAGCACAT
TACAGTCAAATCCCTTCTCGTCCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTTGACCACCATCCTCC
GTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGTGCTACTCTCCTCGCTCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTA
AAGTGAACTGTATCCGACATCTGGTTCCTACTTCAGGGTCATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCCCC
TTAAATAAGACATCACGATG eI G /. GCTCTCCATGCA
TTTGGTATTTTCGTCTGGGGGGTATGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATG
TCGCAGTATCTGTCTTTGATTCCTGCCTCATCCTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATA. ...
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ligi degisiklik isteminiz, Degigiklik Bilgi Formu, Gallsmaya ek merkez olarak Saglik Bilimleri Universitesi
Haydarpaga Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi' nin eklenmesi hakkinda, kurulumuzun 23/02/2018 tarih ve 04
sayil tcplantlsmda gorugtlerek etik ydnden uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte sunuimustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

-

Prof. Dr. A.Ya"i?(ﬂ}{EsiN

istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar

Etik Kurul Bagkani

Eki: |stanbul Tip Fakilltesi Klinik Arastirmalan Etik Kurulu Karar Formu
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

curnitin HEPATOSEL (L ER ARSINOMA HASTALITININ TANISINDA VE (L ENMESNDE KL0LL AV ASIL ECEX Bi'v0-BELIATEG TARANMAS!
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad Burhanettin Soyadi YALCINKAYA
Dog.Yeri Dog.Tar.
Uyrugu TC Kim No
Email Tel 0544 742 33 38
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis.
Lisans
Lise

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Yil - Yil)

1 -

2. -

3. -
Yabana |Okudugunu " - KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel
LES Puam
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi
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